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Resumen

En el 2001 se clasifico al cancer de mama como el tipo de tumor con mayor incidencia
y la principal causa de muerte por neoplasias reportado en mujeres; sin embargo, pese
al mal pronéstico que representa puede ser controlado o erradicado si su deteccion se
realiza de manera temprana. En paises en vias de desarrollo como lo es México, existe
una elevada tasa de mortalidad debido a que: a) el diagnostico del céncer de mama es
deficiente, reportandose casos en estadios avanzados lo que repercute directamente en el
prondstico de las pacientes por la reduccion en la efectividad del tratamiento, b) por
posibes recidivas, c¢) por el desarrollo de tumores secundarios, d) por la alta capacidad de
invasion del tumor primario e incluso e) por la elevada probabilidad de metastasis.

En la actualidad, los métodos de diagnéstico mas utilizados son los de la
autoexaminacion y la mastografia, no obstante estos métodos solo son efectivos cuando el
tumor alcanza un tamano de 2cm, es decir, cuando el riesgo para la paciente ya es elevado.
Dado a lo anterior, en el Servicio de Medicina Genémica perteneciente al Hospital Regional
“1° de Octubre” del ISSSTE proponemos un protocolo experimental para el desarrollo
y validacién de un método de diagnéstico que es temprano, de alta sensibilidad, de alta
especificidad y de baja invasividad; basado en la deteccién de perfiles de expresion genética
de Células Tumorales Circulantes (CTCs) de cancer de mama y que ademds clasificard
al tumor de acuerdo a su origen celular, lo cual permitira elegir las medidas terapéuticas
mas convenientes.

Se recolectaron 1,504 muestras de mujeres clinicamente sanas de un rango de edad de
18 a 65 afios que acudieron a donar sangre al servicio de Banco de Sangre del Hospital. La
seleccion de las pacientes como “aptas para donar” se realizd bajo el criterio de la NOM-
253-SSA1-2012 por el servicio de Banco de Sangre y solo se procesaron las muestras de
las pacientes que aceptaron participar en el protocolo de investigacion mediante la firma
de la carta de consentimiento informado.

El procesamiento de la muestra se realizd al concentrar la fraccion del paquete
leucocitario mediante un gradiente de densidad por Ficoll-Paque y la extraccion
subsecuente del RNA con TRIzol®. Posteriormente, la evaluacién de expresion génica
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se realizo por el protocolo RT-qPCR. Las muestras se determinaron positivas a CTCs
cuando expresaban los trascritos de los genes de HER2, CK17 y MAM-A, a éstas se les
realizé el procesamiento de un segundo panel de 26 genes para determinar el origen celular.
De las 1504 muestras recolectadas se dectaron 11 que fueron positivas al panel de
tamizaje y que se sometieron al panel de clasificacion molecular, dando como resultado su
categorizacion dentro del grupo molecular “Luminal”, 10 pertenecen al grupo “Luminal
A” y una al grupo “Luminal B”. Adicional a la clasificacién se obtuvo informacion util
acerca del prondstico del desarrollo del tumor y la respuesta a las opciones terapéuticas
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Abstract

Since 2001, breast cancer has been classified as the tumor with the highest incidence
and main death cause for women, however, despite of the bad prognosis that it represents,
breast cancer can be controlled or eradicated if it is early detected. On developing countries
such as Mexico, there exist a high mortality rate caused by breast cancer due to a deficient
diagnosis, on advanced grades of cancer which has a repercussion on patient prognosis by
the low treatment efficiency as the presence of secondary tumors caused by recedives, the
invasion capacity or for the probability of metastasis, which are high.

Currently, the most used methods for diagnosis are self-exploration and mastography,
but these methods are effective when the tumor reaches a size of about 2 cms, that is when
the death risk is increased. For these reasons, in the Genomics Medicine Service of the
“1° de Octubre” Regional Hospital, that belongs to ISSSTE, we propose an experimental
protocol for the developing and validation of a new method of diagnosis that is early,
sensible, specific and low invasive; based on the gene expression patterns of breast cancer
“Circulating Tumor Cells” (CTCs) and it also allows classify tumor in base of the cellular
origin, which repercutes directly on the therapeutic management.

We recollected 1,500 samples from women clinically classified as healthy on the age
range of 18 to 65 years that assist to Blood Bank Service of the Hospital. Donor patient
selection was based on the criteria of the Blood Bank Service and we only processed
the samples of patients that accepted participate in the investigation protocol when they
signed the informed consent letter.

The sample procedure consist on the concentration of the leukocyte rich fraction by
density gradient with Ficoll-Paque and the subsequent RNA extraction using TRIzol.
After that, gene expression was evaluated by RT-qPCR assay. We determinate CTCs
positive samples when they expressed HER2, CK17 y MAM-A genes, which were secondly
processed by a 26 gene panel to determine its cellular origin.

Results show that from the sampled population, we detected the presence of CTCs
markers on a total of 11 patients even on 20 years old; from these samples 10 proceed from
“Luminal A” and 1 from “Luminal B” cellular origin. We concluded that our diagnosis
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method is effective to diagnose CTC on periferic blood from clinically healthy young
women population; additionally this diagnosis method can detect breast cancer on a
subclinical grade which increases exponentially the patient prognosis, allowing to monitor
the patient and provide an effective treatment in the least invasive tumor stages.
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Capitulo

Introduccion

Desde 2001 el cdncer de mama es la primera causa de las muertes de mujeres debidas
a neoplasias a nivel mundial, ese mismo ano, desplazd al cancer cervicoutérino en indice
de mortalidad, se presenta mas frecuentemente después de los 40 anos incrementando el
riesgo de desarrollarlo en relacién directa con la edad, ademéas de presentarse en cualquier
nivel socioeconémico, por lo tanto el cancer de mama es considerado un problema social,
econdmico y de salud publica nacional. En México el patréon epidemiologico es consistente
con el modelo observado a nivel mundial, sin embargo en los ultimos 6 anos se han
reportado casos en los que empieza a presentarse a edades mas tempranas, habiendo
reportes de mujeres menor de 25 anos diagnosticadas con esta patologia.

Hasta ahora, se sabe que la enfermedad es multifactorial, algunos factores que
incrementan el riesgo de desarrollar cancer de mama son: la edad, factores hereditarios,
nuliparidad, antecedentes de patologias mamarias benignas y menopausia tardia;
adicionalmente, se ha observado que factores externos como el consumo de alcohol,
tabaquismo, terapia hormonal e inactividad fisica pueden aumentar el riesgo de padecer
esta enfermedad. Dado que la mayoria de dichos factores son endogenos, la deteccién
oportuna que consiste en la autoexploraciéon y la revisién clinica en conjunto con
la mastografia previenen el incremento de la mortandad cuando se administran los
tratamientos de manera oportuna. Una limitante en nuestro pais es la deficiencia en
la divulgacién promoviendo que los métodos de auto-cuidado y auto-exploracion que
adicionado a la falta de accesibilidad a los servicios de salud y/o a los recursos de deteccién
necesarios.

En conjunto, esas limitantes provocan que en nuestro pais, la deteccion tardia sigue
siendo la regla y no la excepcién, tal que el 40-50 % de los casos se presentan en los estadios
IIT y IV, momento en que la probabilidad de éxito de una intervencion es mucho més baja
y los costos de atencién son més altos. Se estima que, de no tomarse medidas adecuadas
de deteccién y tratamiento oportunos, para 2020 en México ocurriran 16531 casos nuevos
de cancer de mama.
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Aunado a lo ya descrito, la propia heterogeneidad del cancer hace que la elecciéon de su
tratamiento y el desarrollo posterior al diagnoéstico del paciente sea altamente importante
a la vez de complicado, requiriendo de metodos para la deteccion y clasificacién de la
patologia que ademas tengan la flexibilidad y capacidad de identificar el cancer en etapas
tempranas y, de ser posible, sin ser excesivamente invasivas o arriesgadas.

Por lo anterior, en el laboratorio de Medicina Genémica del Hospital Regional “1°
de Octubre” del ISSSTE se llevé a cabo el proyecto de investigacion para la deteccién
y clasificacion molecular de células tumorales circulantes de cancer de mama en mujeres
clinicamente sanas, del cual se desprende esta tesis y que tiene como objetivo desarrollar,
estandarizar y validar un método de deteccion temprana de cancer de mama con alta
especificidad y confiabilidad, con el anadido de tener la capacidad para identificar el origen
molecular de la poblacion celular.

Se contd con la colaboracion de la unidad del banco de sangre del hospital donde se
entrevisté e informé a la poblacion de mujeres donadoras acerca del proyecto, logrando
la participaciéon de 1504 mujeres catalogadas como aptas para donacion de las cuales
se recolectd, de manera posterior a la separacion de las fases sanguineas, la fraccion
leucocitaria que no se aprovecha para transfusiones.

La fraccién leucocitaria se sometio a un proceso de separacion celular mediante
gradiente de densidades, centrifugando la muestra con ficoll, y recuperando unicamente las
células nucléadas, de las que se obtuvo RNA total usando la metodologia de extraccién por
TriZol. E1 RNA se verific6 por electroforesis y se cuantific6 mediante espectrofotometria
de absorcion.

El RNA fue sometido a una reaccién de retrotranscripcion para obtener cDNA de una
sola cadena, que fue verificado mediante PCR de punto final con primers para el gen
constitutico de f-actina, posterior a lo cual se realizé6 una PCR en tiempo real con sondas
TagMan con un panel de tamizaje que incluy6 los genes HER2, KRT17, SecA y GAPDH
como gen constitutivo control.

Las muestras que resultaron positivas a la presencia de Células Tumorales Circulantes
se sometieron a una PCR en tiempo real con un segundo panel de 26 genes, 1util para la
clasificacién de origen de las Células Tumorales Circulantes, los genes incluyen algunos
con capacidad de prediccién y prondstico del desarrollo de la enfermedad.
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Capitulo

Marco tedrico

2.1. Cancer de mama

El cancer de mama, es una enfermedad compleja y heterogénea con una enorme
cantidad de caracteristicas biolégicas y clinicas y sin un factor desencadenante claro.! Tiene
dos sitios anatémicos de origen, siendo el primero en los lobulillos mamarios, que son las
glandulas encargadas de la produccién de leche; y el segundo en los ductos que conectan
las lobulillos al pezén.? Varias modificaciones en el material genético se relacionan con
cambios en el ciclo celular, evasion de la apoptosis y reingreso al ciclo celular confiriéndole
inmortalidad y potencial replicativo ilimitado.?

2.1.1. Factores de riesgo

Se han asociado multiples factores al riesgo de cancer de mama tanto hereditarios
como exb6genos, a continuacion se mencionan los mas cominmente admitidos, clasificados
de acuerdo con su origen

Factores biolbgicos

= Sexo femenino
Edad avanzada
Antecedentes personales o familiares de cdncer de mama '

Antecedentes de hallazgos de hiperplasia ductal atipica.

Vida menstrual con duracién mayor a 40 anos

e Menarca antes de los 12 anos

'Los antecedentes familiares de cdncer de mama se asocian con un mayor riesgo de desarollar la
enfermedad, describiendose incrementos de 60-80 % en mujeres que cuentan con un familiar de primer
grado afectado por la patologia
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« Menopausia después de los 52 anos

= Incremento de la densidad mamogréfica
» Ser portador de mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2 ?
Factores Ambientales

= Exposicion a radiaciones ionizantes, principalmente durante el desarrollo

Factores asociados con Antecedentes reproductivos

= Nuliparidad
= Primer embarazo después de los 30 afios
= Terapia hormonal durante méas de 5 afios

Factores asociados con estilo de vida

Alimentacion rica en carbohidratos pero baja en fibra

Dieta rica en grasas trans
Obesidad
Sedentarismo

Alcoholismo

Tabaquismo

2.1.2. Epidemiologia

Internacional A nivel mundial, el cdncer de mama es el segundo tipo mas comin en
la poblacién general, y por mucho, el mas frecuentemente reportado en mujeres, con un
estimado de 1.67 millones de casos nuevos reportados solo en 2012, lo que representa un
25 % de los casos totales de cdncer reportados ese ano. Es la quinta causa general a nivel
mundial de muertes debidas a neoplasia y la primera para el sexo femenino, con 522,000
defunciones registradas en 2012.*

Si bien el riesgo de enfermar es mayor en las mujeres de paises con niveles
socioecondmicos altos, se ha observado que el riesgo de muerte se dispara para las mujeres
de los paises pobres debido a que tienen menos posibilidades de acceder a los servicios de
salud que permitan una deteccién y tratamiento oportunos, de manera tal, que el 70 % de
las muertes reportadas por cadncer de mama ocurren en los paises en vias de desarrollo.”

De todas las muertes por cancer en el género femenino, en los paises en vias de desarrollo
el cdncer de mama representa el 6.4 % de las muertes y el 7.4 % del total de los afios de

2Las mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2, p53 y AT se han asociado con un mayor riesgo de
cancer de mama. Los casos méds comunes se relacionan con las mutaciones de los genes supresores BRCA1
y BRCA2

2015 4



Origen tumoral Jorge Rodriguez-Gallegos

vida saludable potencialmente perdidos (AVISA). Para los paises con alto nivel econémico
el 7.5 % de todas las muertes son por cancer y el 9.7 % del total de la pérdida de AVISA.
En comparacion con el cancer cérvicouterino, el cancer de mama representa una mayor
proporcion, tanto de las muertes como de la perdida de AVISA, en ambos grupos de paises,

es decir, en los paises de ingresos altos y en los de bajos ingresos.

Nacional En México, desde el afio 2006 el cancer de mama ocupa el primer lugar en
incidencia de las neoplasias malignas del género femenino y representa el 11.34 % de los
casos reportados de cancer, observandose un incremento anual del 1.5 %. El grupo etario
mas afectado, se encuentra entre los 40 y los 50 afios de edad.”

En 2011, los principales tumores malignos detectados en la poblaciéon mexicana que
fue hospitalizada fueron de 6rganos genitales masculinos y femeninos (21.9 %), de mama
(18.9%) y de los érganos digestivos (18 %). Si bien el cancer de mama no se ubica entre los
mas frecuentes tipos de cancer en hombres, se observa en 2 de cada 100 casos. Al contrario,
en las mujeres, la morbilidad hospitalaria por neoplasias mas alta es debida al cancer de
mama (30 de cada 100 mujeres con céncer), seguido por tumores en érganos genitales (24
de cada 100) y érganos digestivos (14 de cada 100).

Durante los tltimos cuatro afos, la incidencia de céncer de mama en la poblacién
masculina de 20 anos en adelante se ha mantenido relativamente estable, pasando de 0.40
en 2007 a 0.70 en 2011. En la poblacién femenina, la tendencia es parecida, pero los valores
aumentan en comparcion con los hombres, ya que en 2007 se detectaron 22.09 casos nuevos
por cada 100,000 mujeres a partir de los 20 anos, que en 2011 se incrementaron 23.70.

En 2011,la incidencia mas alta de neoplasias mamarias entre las mujeres de 20 anos en
adelante se ubica en la poblacién de 60 a 64 anos de edad con 61 casos nuevos por cada
100,000 mujeres, seguida de las mujeres de 50 a 59 afios (51 casos por cada 100,000) y en
las de 45 a 49 afnios (45 casos nuevos por cada 100,000).

Por entidad federativa, se observa que en 2011 os estados con el mayor numero de
casos nuevos de cancer de mama son Veracruz (con 50.02 casos por cada 100,000 mujeres
mayores a 20 anos), Jalisco (55.91) y San Luis Potosi (41.44); mientras que en Guerrero,
Quintana Roo y Guanajuato, la identificaciéon de nuevos casos de cancer de mama es muy
baja (3.58, 5.25 y 7.32 por cada 100,000 mujeres respectivamente)®
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Figura 2.1: Incidencia de Cancer de mama en mujeres mayores de 20 anos en México:
Datos por cada 100,000 mujeres.

Se utiliz6 la clasificacién estadistica de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud
(CIE-10), cédigo C50. Se excluyen los casos sin edad especificada

Fuente: SSA CEVANECE (2012). Anuarios de Morbilidad 1984-2011; y CONAPO (2013).
Proyecciones de la poblacion de México 2010-2050. Procesado por el INEGI.

Asi, aun cuando México se ubica en un punto intermedio de las tasas de incidencia, el
cancer de mama es un problema de salud que ano tras ano cobra importancia debido a que
sus tasas de incidencia y mortandad muestran continuos aumentos debido al envejecimiento
de la poblacién, el aumento de la prevalencia de los factores de riesgo y la falta de un
programa nacional de deteccion oportuna integral, lo cual se hace invidente al observar
que el 52 % de los diagnésticos de cdncer de mama se realizan en etapas tardias.’

2.1.3. Diagnéstico de cancer de mama

En la mayoria de los casos, el cancer de mama se presenta de manera subclinica en
sus etapas iniciales, es decir, que s6lo se puede detectar por estudios de imagen y en
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menor proporcion por una clinica béasica que permite la deteccién de tumores palpables;
sin embargo, también puede presentarse como un tumor no doloroso que, hasta en el 30 %
de los casos se asocia con adenopatias axilares.”

Actualmente se cuentan con varias herramientas aprobadas para su uso en el
diagnéstico del cancer de mama, la Norma Oficial Mexicana NOM-041-SSA2-2011 "Para
la prevencion, diagndstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiologica del cancer de
mama”. Establece que: "Toda persona con sospecha de patologia mamaria maligna por
exploracion clinica o mastografia de tamizaje, debe recibir una evaluacién diagnostica que
incluye; evaluacién clinica, estudios de imagen y en caso necesario la biopsia, mismas que
deberan realizarse en un servicio especializado de patologia mamaria que cumpla con la

normatividad vigente...””

Examen clinico

Es aquel examen de senos realizado por un profesional de la salud (médico o enfermera)
en el que inicialmente se hace una exploracion visual buscando anomalias en la forma o
el tamano de los senos, o bien, cambios en la piel de los senos y/o pezones; seguido
de una palpacion usando las yemas de los dedos, se debe poner especial atencién a la
forma y textura de los senos, localizando cualquier protuberancia y verificando si dicha
protuberancia se encuentra adherida a la piel o a los tejidos profundos (una diferencia
importante entre las tumoraciones de tipo benigno y maligno es que mientras las benignas
son moviles, las malignas se encuentran fijas a la piel o al tejido adyacente). También
hay que examinar el area de debajo de los brazos. Ademas, durante la exploraciéon deben
revisarse las cadenas ganglionares axilares, infravasculares y supraclaviculares.!

Aunado a lo anterior, el examen clinico incluird la identificacién de factores de riesgo
en la historia clinica de la paciente, para determinar la edad a la que se debe recomendar
el inicio de las mastografias y la posible necesidad de consejeria en mujeres de alto riesgo.

Asi, el diagnéstico presuntivo de patologia mamaria maligna se puede establecer por un
conjunto de signos clinicos compatibles con el cancer de mama entre los que se incluyen:

= Deteccion de nodulacion solida, irregular, de consistencia dura, fija a tejidos
profundos.

» Evidencia de cambios cutdneos (piel de naranja, retraccion de la piel, lesiones
areolares que no cicatricen ain con tratamiento).

= Zona de sistematizacion en el tejido glandular, localizado a una sola mama y region.

= Presencia de secreciones sanguinolentas.

= Observaciéon de crecimiento axilar o supraclavicular.

= Aumento de la red venosa superficial.

De acuerdo a la décima revisiéon de la clasificacién internacional de enfermedades, el
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cancer de mama se codifica como C50, cédigo que corresponde a tumor maligno de mama.

El examen clinico debe realizarse de manera anual a partir de los 25 afos.” 1©

Estudios de imagen

Se trata de técnicas que permiten observar directamente la existencia del tumor dentro
de la mama sin la necesidad de una biopsia, la eleccién del estudio (mastografia, ultrasonido
o la resonancia magnética) dependera de la edad y la disponibilidad de los recursos, de
preferencia, empezando entre los cinco y diez anos antes del diagnéstico mas precoz de
cancer de mama en la familia, sin embargo, hay restriccion respecto a la edad que impide
la realizacién de los estudios antes de los 25 afios.”

Ultrasonido El ultrasonido es un método de imagen que, sin necesidad de hacer uso de
radiaciones permite diferenciar la presencia de un tumor quistico o sélido en la mama.!°

Usa el principio de emision y recepcion de ondas sonoras para proporcionar una imagen
en tiempo real que se muestra en un monitor y de la cual es posible tomar fotografias;
cabe mencionar que por norma, se debe realizar un ultrasonido de alta resolucién usando
un transductor lineal con una frecuencia de 7.5 MHz, estos aparatos logran identificar
tumores con diametro minimo de 0.5cm, siendo incapaz de detectar estructuras menores
como las microcalcificaciones existentes en un gran nimero de tumores malignos.”

En este estudio se observan con mayor frecuencia formaciones quisticas, cuya
caracterizacién sonografica esta dada por nddulos dolorosos anecdicos o transconicos que
presentan lineas laterales finas de tamanos variables cuya forma depende de la cantidad
de liquido que contengan. Sus limitantes excluyen al ultrasonido como opcion viable
para ser utilizado en los programas de deteccion de cancer de mama, pero ocupa un
papel importante como método auxiliar de diagnostico en mujeres menores de 40 anos y
embarazadas, poblaciones en las que las que la mastografia no esta indicada de manera

rutinaria.'”

Mastografia Se trata de un estudio de imagen de tipo radiografico (emplea pequenas
dosis de rayos-x) que obtiene tomas desde distintos dngulos del seno para la biisqueda de
anomalias tisulares pequenas (menores a 5mm). Es la tinica herramienta de deteccién que
ha demostrado disminuir la mortalidad por cancer de mama ya que permite un diagnéstico
temprano siempre y cuando sea practicada con cierto nivel de calidad en el d&mbito de un
sistema de deteccion.’

El equipo para la toma de las imagenes debe cumplir con las estipulaciones de
la. NOM-229-SSA1-2002, Salud Ambiental. Requisitos técnicos para las instalaciones,
responsabilidades sanitarias, especificaciones técnicas para equipos y proteccion radiologica

en establecimientos de diagndstico médico con rayos X.°

2015 8



Origen tumoral Jorge Rodriguez-Gallegos

Las imagenes se pueden obtener mediante dos alternativas: de manera analoga (donde el
mastografo emplea un sistema pantalla-pelicula, que hace necesario un equipo de revelado
automatico dedicado al mastégrafo); o de manera digital (a través de un sistema laser de
alta resolucién acoplado a detectores) siendo esta ultima opcién la de mayor utilidad, ya
que incrementa la deteccién de cdncer mamario incluso en mujeres con mamas densas.!”

Una mastografia de rutina normalmente consiste en 2 tomas (vistas) de rayos X para
cada seno, aunque algunas mujeres con senos grandes pueden necesitar mas tomas a fin
de cubrir una mayor cantidad de tejido posible.!!

Los resultados de la mastografia deben reportarse de acuerdo con la tultima Clasificacion
de BIRADS que estéa disponible en la pagina del Centro Nacional de Equidad de Género
y Salud Reproductiva.

El sistema BIRADS (Breats Imaging Reporting and Data System, BI-RADS) fue
creado en 1992 por el American College of Radiology como un lenguaje estandar para
describir los hallazgos y los resultados de las mastografias.!® '3 Hay 7 categorias de
BIRADS que van del 0 a 6, donde la categoria 0 es una evaluacién incompleta cuyos
hallazgos deben ser evaluados con ayuda de las demas herramientas de deteccion para
poder recategorizarse en alguna de las demas categorias. El resto son categorias completas
que implican una probabilidad creciente de malignidad y con sus propias recomendaciones
de seguimiento.!?

Ademas, las mastografias se pueden categorizar en dos grupos dependiendo del
momento en el que se realicen:

Mastografia de tamizaje: Se practica en mujeres asintomaticas, se debe llevar a
cabo de manera anual a partir de los 40 anos, intervalo en el cual se apuesta por una
detecciéon oportuna del cancer antes de que los sintomas se desarrollen. La mastografia
de tamizaje y la fecha de proxima deteccion se deben registrar en la Cartilla nacional de
Salud.”

Mastografia diagnéstica: Realizada como parte de la evaluacion diagndstica por
un resultado de imagen sospechosa o en mujeres con sintomas clinicos de patologia mamaria

sospechosa de céncer.”

Tomografia por Resonancia Magnética La resonancia magnética usa campos
magnéticos para producir imagenes seccionales sumamente detalladas del cuerpo. Las
tomografias de mama usan un medio de contraste (regularmente gadolinio DTPA), el
cual se inyecta por via intravenosa antes o durante el examen para mejorar la calidad y el
detalle de las imagenes del tejido mamario.**

La resonancia magnética con gadolinio tiene una sensibilidad de 94-100 % pero una
especificidad de 37-97 % y un valor predictivo positivo de 44 a 96 %.7 Este estudio es un
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método complementario para el diagnéstico y no debe ser usado como reemplazo de la
mastografia.'4

2.1.4. Clasificacién histopatolégica (Anatomia Patolégica).

Las lesiones malignas de la mama tienen una gran variedad de caracteristicas
anatomicas, y suelen clasificarse en funciéon de éstas para facilitar su estudio y tratamiento

(Cuadro 2.1).

Carcinomas in situ de mama. Los carcinomas de mama con localizacién in situ fueron
reconocidos por primera vez a los inicios del siglo XX; se clasificaron morfolégicamente
como: células con citologia similar a las de los carcinomas invasivos, pero anclados a las
estructuras de origen.”

Desde 1973 existen estudios de las unidades ductolobulillares como un sitio anatémico

comun para el desarrollo de una gran diversidad celular de Cancer de mama.?®

Carcinoma Ductal in situ (CDIS). Actualmente, el término “carcinoma ductal”
se refiere a patrones de proliferaciéon celular anormal asociada con el compromiso
predominante de los conductos verdaderos en la categoria de carcinoma in situ que tiene, un
alto riesgo de recidiva local, si no se establece un tratamiento adecuado. Asi pues, el CDIS
es esencialmente un diagnostico de exclusion, que abarca a cualquier lesiéon considerada
como carcinoma in situ que no presente las caracteristicas de una neoplasia lobulillar.?!

El CDIS incluye a un grupo heterogéneo de neoplasias no invasivas con morfologias
diversas y riesgos variados de recidiva y de transformacion invasora. Es probable que estas
patologias se originen en la unidad ductolobulillar terminal, sin embargo suele extenderse
y comprometer los conductos extralobulillares. Si se compara con el carcinoma lobulillar
in situ, tiende a ser mas variable en su componente histologico, las células comprometidas
muestran nicleos mas grandes y pleomoérficos con tendencia a formar microacinos, espacios
cribiformes o estructuras papilares, dependiendo del tamafio de la lesion puede llegar a
presentarse necrosis y, a veces, la periferia de las lesiones pueden incluir patrones que se
confunden con la hiperplasia atipica.??> En general, las lesiones que afecten solo algunos
espacios limitados por membrana y que midan menos de 2 a 3 en su didmetro mayor deben
ser consideradas como hiperplasias con o sin atipia y no carcinoma in situ.??

El CDIS ha sido clasificado en base en sus caracteristicas estructurales, en
comedoniano, cribiforme, papilar, sélido y micropapilar.?* La clasificacién convencional
del CDIS cubre aproximadamente al 85 % de lo que se reconoce como: carcinoma ductal
no invasor, sin embargo aun falta definir completamente algunos tipos poco frecuentes,
tanto del punto de vista morfolégico como en relacién al riesgo.?® Ademés hay algunos
tipos especiales de CIDS con implicaciones particulares como:
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Carcinoma ductal hipersecretor in situ. Estas lesiones no producen noédulos
dentro de la mama, y a menudo muestran calcificaciones de tipo lobulillar de aspecto
benigno ya que la secrecién central es la que se calcifica. Los estudios de mastografia
revelan patrones que delinean los lobulillos en una zona especifica de la mama. Esta
patologia suele presentarse de forma regional, pero no tiene la uniformidad de continuidad
que se observa en la mayorfa de las otras formas de carcinoma ductal in situ. Esta fue
descrita originalmente 1984, y la caracterizarén por la dilatacién quistica de los espacios
afectados.?S en multiples ocasiones se presenta con patrones llamativos de nicleos grandes
que lindan con la luz, de la misma forma como se observa en los cambios hipersecretorios
en el endometrio.?”

El diagnéstico de CIDS es extremadamente dificil, siendo prioritario reconocer la atipia
en la biopsia y recomendar una vigilancia continua mediante mastografia. Por desgracia,
las calcificaciones se pueden hallar junto a otras alteraciones benignas en la misma regién,
lo cual representa un problema para el seguimiento mastografico.?®

Enfermedad de Paget del Pezén. La enfermedad de Paget se presenta de forma
clasica y distintiva como una area ecematosa del pezén, esta puede ser sutil o evolucionar
a una lesion secretante y con erosion evidente . El proceso subyacente es la poblacién de la
epidermis de la superficie del pezén con células epiteliales neoplasicas dispersas, a menudo,
estas son idénticas a las de la lesién de CDIS en los conductos subyacentes.?’ En los casos
avanzados, el proceso puede extenderse del pezon a la aréola e incluso a la piel adyacente.
De ahi, que se utilicen los términos “cambio pagetoide” y “caracteristicas pagetoides”,
para lesiones en donde se intercalan un tipo celular dentro de otro en el interior de los
conductos y los lobulillos de la mama. En general, la enfermedad de Paget se asocia con

CDIS extenso en el interior de la mama?°

Carcinoma papilar enquistado no invasor. Las lesiones de este carcinoma son
limitadas y probablemente tengan su origen en la superficie residual de un papiloma
intraductal que fue superado. El patréon de las lesiones esta conformado por células muy
altas parecidas a las que se observan en el adenoma velloso del colon, que se caracterizan
por tener nucleos grandes e hipercromaticos, los cuales estan presentes sin que se presente
hiperplasia por encima de los pediculos fibrovasculares. Dentro de esta categoria se incluyen
lesiones enquistadas y no invasoras.?!

Carcinoma lobular in situ. Desde 1941 se conocen las lesiones proliferativas
epiteliales no invasivas (in situ) acufiandose el termino de “carcinoma lobular in situ” o
(CLIS).?! Para la definicién y conceptualizacién de esta patologia fue de suma importancia
la caracterizacion de las unidades lobulares, dicha caracterizacion se obtiene mediante los
criterios de: distension, distorsion y represion de la poblacién celular involucrada en la
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patologia.
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Carcinomas Invasores (infiltrantes) de la mama.

Carcinoma Tubular. Se trata de un carcinoma invasivo de tipo especial cuya
posibilidad de metéstasis es baja siempre y cuando se encuentre en forma pura.®
Presenta tubulos angulados caracteristicos compuestos por células com niicleos de bajo
grado, dichos tubulos se disponen al azar y a menudo se infiltran entre las estructuras
sanas adyacentes. En la mastografia se sobserva una masa espiculada que puede o no
tener microcalcificaciones asociadas, se aprecia tambien cierta dismincion asimétrica en
la densidad mamaria, y deformacion de la arqitectura de la mama acompanada por
calcificaciones.®¢

En la deteccion sistematica, el carcinoma tubular representa el 9% de todos los
carcinomas y el 5% de la incidencia de los carcinomas invasores®” y suele presentarse
en pacientes de edad avanzada. Por lo general la supervivencia de las pacientes con este

tipo de carcinoma es superior a los 15 afios independientemente del tamafio del tumor.?®

Carcinoma cribiforme invasor. Esta patologia tiene una estrecha relacién con el
carcinoma tubular, infiltra el estroma formando islotes de células cancerosas de tamano
uniforme repartidos a intervalos regulares.®® Cerca de una cuarta parte de los casos de
carcinoma cribiforme invasor presenta areas entremezcladas de carcinoma tubular que no
afecta al pronéstico final del paciente ya que, para ambos tipos de carcinoma el prondstico
es excelente. Incluso, la presencia de uno o dos ganglios linfaticos axilares con infiltracién

positiva no refleja efectos desfavorables en la superviviencia.*’

Carcinoma Mucinoso. La principal caracteristica histologica del carcinoma
mucinoso consiste en la formacién de lagos de mucina extracelular en los que los agregados
de tumor de bajo grado se encuentran suspendidos.*! Dependiendo de si se presenta en
forma pura o mixta, los margenes obtenidos por mastografia pueden ser diferentes: El
carcinoma mucinoso puro presenta un contorno lobular circunscrito, que corresponde con
los lagos de mucina extracelular observados en el estudio de histologia; por otro lado,
en su forma mixta se observan contornos mastograficos irregulares y mal definidos, lo
que corresponderia a la interfaz entre el carcinoma invasor y la estroma fibrotica que se
apreciarian en la histologfa.*?

Si se presenta en su forma pura, este carcinoma tiene un prondstico muy favorable en
el que el 90% de los pacientes cuentan con una supervivencia superior a los 10 afos,*!
incluso sin la administracién de quimioterapia adyuvante.*?

Carcinoma lobular infiltrante. Este carcinoma tiene dos caracteristicas

distintivas: la citologia y su patrén de infiltracion. En su forma clasica esta compuesto por
células pequenias con nucleos regulares, redondos y lisis, y con luces intracitoplasmaticos
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aisladas.** Las células infiltran en una sola linea y suelen rodear otras estructuras existentes
generando un patrén parecido a una “diana de tiro”. El diagnéstico de la forma clésica del
carcinoma lobular infiltrante se confirma cuando aparecen estas dos caracteristicas juntas.
Esta es la forma del carcinoma lobular infiltrante que se asocia frecuentemente al carcinoma
lobular in situ (Carcinoma lobular invasivo con componente predominante in
situ). La propiedad infiltrante de este carcinoma es otorgada por mutaciones en la molécula
de cadherina E de adhesion celular, lo que hace que el patréon de crecimiento carezca de
una adecuada cohesién intercelular.?” La variante cldsica del carcinoma lobular invasivo
tiene un pronéstico intermedio en el que el 80 % de los pacientes tienen una supervivencia
de 5 afios.?

Se han descrito algunas variantes del carcinoma lobular invasivo (Sélida, alveolar, mixta
y pleomérfica) en las cuales solo estdn presentes las caracteristicas citologicas o bien el
patrén de infiltracién. En la variante pleomorfica se mantiene el patrén de infiltracion
(crecimiento en una sola hilera) pero las caracteristicas celulares son demasiado variadas.
Esta variante presenta un comportamiento agresivo.?’ La variante sélida del carcinoma
lobular infiltrante tambien cuenta con un prondstico poco favorable para el paciente.?6
El carcinoma lobulillar infiltrante suele ser multifocal y bilateral, sobre todo cuando se
presenta la variante pleomérfa,*® lo que guarda escasa relaciéon con la probabilidad de
supervivencia tras el tratamiento conservador.*?

Carcinoma Medular. El carcinoma medular tiene manifestaciones mastograficas,
clinicas y patoldgicas caracteristicas. Se presenta frecuentemente en los casos de cancer de
mama hereditario presente en mujeres con riesgo debido a mutaciones en el gen supresor
BRCA1.59

Macroscopicamente tiene una consistencia uniforme y blanda. Histologicamente
presenta islotes de células tumorales con bordes irregulares, sin extremos agudos que se
suelen interconectar formando un patréon de crecimiento sincicial. Estos islotes no invaden
el tejido mamario adyacente pero si ejercen presion contra el, lo que resulta en una lesién
de bordes lisos y salientes que se reflejan en la mastografia como una masa bien circunscrita
rodeada de tejido mamario normal.*

El carcinoma medular presenta ntcleos grandes y pleomérfos, con una cromatina
aglutinada, frecuentemente se obserban nucléolos y figuras mitdticas. En ocasiones se
pueden presentar infiltrados importantes de linfocitos y plasmocitos en el tejido conectivo
laxo que se encuentra entre los islotes celulares. Todas estas caracteristicas se han asociado
de manera individual a mutaciones de BRCA1.%! El prondstico del carcinoma medular con
ganglio centinela negativo tiene un buen pronéstico; en caso de que el ganglio centinela
resulte positivo, el prondstico no es claro y se requiere de monitoreo constante incluso

después del tratamiento quirtirgico.”?
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Carcinoma metaplasico. Bajo este término se abarca un grupo de tumores con
caracteristicas tanto epiteliales como mesenquimatosas. Su componente mensenquimatoso
puede mostrar diferenciacion escamosa, fusiforme, cartilaginosa u 6sea. A traves de un
analisis estructural e inmunohistoquimico, se pudo demostrar que las areas sarcomatoides

tenian su origen en el tejido epitelial. Este tipo de tumores es sumamente infrecuente, y

su pronostico depende del estadio tumoral en que se encuentre la paciente®s.%

Cuadro 2.1: Localizacién del tumor y subtipo histoldgico relacionado®®18

Localizacion del tumor Subtipo Histolégico
Carcinoma, NOS
Intraductal (in situ)
Invasivo con componente predominante
Invasivo NOS
Comedon
Inflamatorio
Ductal Medular con infiltrado linfocitario
Mucinoso (coloide)
Papilar
Escirroso
Tubular
Otros
Lobular Invasivo con componente predominante in situ
Invasivo
Enfermedad de Paget NOS
Pezén Enfermedad de Paget con carcinoma intraductal
Enfermedad de Paget con carcinoma ductal invasivo
Otros Carcinoma indiferenciado
Metaplasico

NOS = No especificado

2.2. Histologia de la mama

La mama se encuentra ubicada en la fascia superficial de la pared toracica anterior y
contiene de 15 a 20 l6bulos de tejido glandular de tipo tubuloalveolar, que se mantienen
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en su lugar mediante un sistema de soporte formado a partir del tejido fibroso, mientras
que el tejido adiposo rellena los espacios que quedan libres.?

Cada 16bulo de la glandula mamaria termina en un conducto galactéforo que se abre a
través de un orificio en el pezon. Debajo de la aréola cada conducto posee una zona dilata
denominada seno galactéforo.

La glandula esta rodeada por tejido conectivo subcutaneo el cual se extiende en
forma de compartimientos entre los 16bulos y lobulillos de manera que ofrece sostén
a los componentes de la glandula sin encapsular individualmente cada uno de ellos.
Los engrosamientos fibrosos del tejido conectivo forman interdigitaciones entre el tejido
parenquimatosos de la mama, que se extienden desde la capa profunda de la fascia
superficial y se fijan a la dermis. Estas estructuras reciben el nombre de “Ligamentos
de Cooper”, se insertan de forma perpendicular con respecto a las capas de la fascia
superficial de la dermis (corion), asi, otorgan cierta movilidad al complejo mamario al
mismo tiempo que le proporcionan sostén. Hay que acotar que la mitad superior de la
mama y, especificamente, el cuadrante superior externo, contiene mas tejido glandular que
el resto de la mama.

Por medio de cirugia se puede identificar un espacio separado, la “bolsa retro-mamaria”,
presente sobre la capa posterior de la mama entre la capa profunda de la fascia superficial
y la fascia profunda que reviste el miisculo pectoral mayor y los musculos vecinos del torax.

La bolsa retro-mamaria contribuye a la movilidad de la mama sobre la pared toricica.?

Figura 2.2: Anatomia de la mama. Vista de un corte sagital de la mama y la pared toréacica
adyacente (1) Musculos intercostales, (2) Musculo pectoral mayor, (3) Lobulillo de la glandula,
(4) Pezén, (5) Aréola, (6) Seno galatoforo, (7) Tejido adiposo subcutaneo, (8) Epidermis
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La mama adulta se extiende hacia abajo desde la segunda o tercera costilla hasta el
pliegue inframamario que se encuentra sobre la sexta o séptima costilla, y hacia la parte
externa desde el borde lateral del esternon hasta la linea axilar anterior.

La epidermis del pezén y la aréola esta altamente pigmentada y algo arrugada. El pezén
estd revestido por un epitelio espinocelular estratificado y queratinizado. La superficie
profunda de la epidermis contiene numerosas papilas dérmicas extraordinariamente largas
que permiten a los capilares conducir la sangre a los vasos de la superficie, lo que confiere
un color rosado a esta regién en las mujeres jovenes de piel clara.

La aréola contiene glandulas sebaceas, sudoriparas y areolares accesorias con una
estructura intermedia entre las glandulas areolares verdaderas y las sudoriparas. Las
glandulas areolares accesorias producen pequenas elevaciones en la superficie de la aréola.
Las glandulas sebaceas y las sudoripara se localizan a lo largo del reborde areolar.

2.2.1. Estructura microscépica

El area de desembocadura los conductos galatéforos estd revestida de epitelio
espinocelular estratificado, mientras que el revestimiento interno tiene una transicién
gradual hasta convertirse en dos capas de epitelio ciibico en el seno galactéforo, el cual se
transforman después en una sola capa de epitelio cilindrico o ctibico en el resto del sistema
ductal.

Dentro del epitelio, entre las células epiteliales superficiales y la lamina basal se
encuentra una capa de células mioepiteliales dispuestas en una malla que recuerda al
tejido de una canasta, estas células estan presentes en toda la seccién secretora de la
glandula pero son mas evidentes en los conductos mas grandes; miofibrillas y son muy
similares a las del musculo liso.

Las células epiteliales tipicamente se hallan adheridas a una capa subyacente
denominada membrana basal, cuya capa interna se denomina ldmina basal. La integridad
de esta capa de sostén es importante en la evaluacion de las muestras de biopsia de tejido
mamario, ya que los cambios en esta membrana tienen implicaciones significativas en la
vigilancia inmunitaria, la transformacion, diferenciacion y metéstasis cancerigena.®” %8

Durante el ciclo menstrual la mama inactiva experimenta cambios ciclicos leves. Al
comienzo del ciclo los conductillos aparecen como cordones con una luz pequena. Cuando es
estimulado por estrogenos cerca de la ovulacién, la altura de las células secretoras aumenta,
la Tuz de los conductillos se hace evidente a medida que se acumulan las secreciones y
se acumulan liquidos y lipidos en el tejido conectivo. Finalmente, en ausencia de una
estimulacion hormonal continua, la glandula regresa a un estado mas inactivo durante el
resto del ciclo.
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2.2.2. Desarrollo de la mama

En el neonato, indistintamente de si es masculino o femenino, la glandula mamaria
comienza su formacion a partir de la quinta semana de gestacién, con una invaginacién
del ectodermo hacia el mesodermo de la regién axilar, iniciandose el desarrollo de los
conductos mamarios hasta la conformacion de los principales conductos galatéforos, v los
cuales quedaran en un estado de reposo hasta la pubertad.

Durante la pubertad, al entrar en funcionamiento el eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario, el
desarrollo de la glandula mamaria sigue su curso y se promueve el crecimiento de ductos,
alvéolos y estroma, que proliferan en forma notoria bajo el estimulo de los estrégenos y de
la progesterona, para dar origen a un sistema ductolobular ramificado rodeado de estroma
y tejido adiposo. Pero es hasta el embarazo cuando se termina su desarrollo al ocurrir una
serie de cambios estructurales que permiten que se inicie con la secrecién lactea.?

En el embarazo, al prepararse para la lactancia, las glandulas mamarias exhiben una
proliferacion y desarrollo notables que se acompanan de reducciones relativas en la cantidad
de tejido conectivo y adiposo. A medida que la mama se desarrolla produce un infiltrado de
plasmocitos, linfocitos y eosinéfilos del componente fibroso de tejido conectivo. Conforme
las células proliferan por mitosis, los conductillos se ramifican y se desarrollan los alvéolos,
y entre mas avanza el embarazo. mas se desarrollan los alvéolos. Hacia el final del estado
de gravidez la proliferacion de las células disminuye y el tamano de las mamas aumenta
mediante la hipertrofia de las células alveolares y la acumulacién del producto de su
secrecion en la luz de los conductillos.

2.3. Clasificacion molecular del cancer de mama.

Inicialmente, la clasificacion del cancer se basé en la apariencia morfolégica del tumor,
lo cual tiene series limitaciones, ya que tumores con apariencias histopatologicas similares
pueden seguir cursos clinicos sumamente distinos.

La investigacion sistematica de los patrones de expresion de cientos de genes en tumores
usando microarreglos, y su correlaciéon con caracteristicas especificas de la variacién

62, 144 complementando

fenotipica sentaron las bases para mejorar la taxonomia del cancer,
asf la informacién que aporta la clasificacién mediante los marcadores clinico-patolégicos.®?

Los analisis de expresion global mediante mRNA ha permitido establecer cinco subtipos
moleculares: Luminal (con los subtipos A y B), Basal, HER2 y Triple Negativo.%
Dichos grupos moleculares muestran diferencias significativas en cuanto a su incidencia,
probabilidad de supervivencia y respuesta a terapias.%® La caracterizacién sistemdtica de
los subtipos moleculares del cancer de mama y varios genes marcadores utiles para el
pronéstico, prediccién y dianas terapéuticas.®

Pese a que, los carciomas triple negativo y Basal-Like, se engloban en el mismo grupo
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no deben considerarse sinénimos ya que tnicamente del 49 al 71 % de los casos de cdncer de
mama Triple Negativo son Basal-Like, y el 77 % de los Basal-Like son Triple Negativos.%* El
estandar de oro para el diagndstico de carcinomas basal-like es el perfil de expresion génica
por IHQ de RE-, HER2-, EGFR y CK5/6 +, los cuales tienen sensibilidad y especificidad
variables.%

2.4. Genes marcadores de origen celular.

2.4.1. Marcadores de origen para CaMa de tipo Basal
Citoqueratina 17 (KRT17).

Este gén se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, locus 21.2 (17q21.2) y codifica
para un polipéptido de 432 aminoacidos con un peso molecular de 48,000 Daltons, tiene
una longitud de 5 Kb e incluye 8 exones.

536 1045 438 600 501 86 970
I/bp\l/hw 2 -
110 129 83 157 162 126 221 236
E
bp bp bp bp bp bp bp bp RONES

Figura 2.3: Estructura del Gen de CK17. Representacién esquematica del los intrones y
exones que conforman el gen de CK17.

Normalmente se expresa en las células basales del complejo epitelial, pero no en los
epitelios simples no estratificados. Lo cual la convierte en un marcador que diferencia las
células de origen basal del complejo epitelial, por tanto, es un indicador de la presencia de

un tipo particular de célula troncal epitelial.®®

Funcién normal. La citoqueratina 17 es una proteina intermediaria filamentosa
expresada en el epitelio estratificado, ademés de su utilidad en el soporte estructural del
citoesqueleto, regula el crecimiento celular mediante su unién con la proteina adaptadora
14-3-3-0, hay dos aminoécidos localizados en la porciéon amino-terminal de la KRT17 que
son necesarios para el transporte sero-dependiente de 14-3-3-0 desde el niicleo hacia el
citoplasma, y para la estimulacién de la actividad de mTOR.%7

Integrina § 4 (ITGp4).

El gen ITGf4 se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, locus 25.1 (17¢25.1),
codifica para la proteina Integrina (-4, la cual cuenta con una regiéon transmembranal
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que divide a la molécula en un dominio extracelular (el extremo amino-terminal) y un
dominio citoplasmatico (el extremo carboxilo-terminal). El dominio extracelular exhibe
un plegamiento cuadruple rico en cisteina que tiene un 35 % de relacién con el de otras
integrinas-3. El dominio citoplasmatico es mucho méas grande que el de otras integrinas

con subunidades § y no tiene una relacion significativa con ellas, pero su extension sugiere
68, 69

que la I'TG/4 puede interaccionar con otras proteinas citoplasmaticas.
La longitud total en DNA del gen ITG34 es de 36498 pb®? y tiene 13 posibles transcritos

(experimenta splicing alternativo), de los cuales 3 se traducen a isoformas funcionales
81

“sanas” de la proteina.

1335 pb
92 pb
951 pb
4979 pb
1065 pb
pb
1062 pb
Intrones

= 411 pb

=113

149 pb
205 pb
Exones

180 pb

Figura 2.4: Estructura del Gen ITGBA4. Representacion esquemaética del los intrones y
exones que conforman el gen de ITGS34.

Funcién normal. Las integrinas son receptores glicoprotéicos transmembranales que
median la adhesion célula-matriz o célula-célula y participan en la transduccion de
senales que regulan la expresion génica y el crecimiento celular. Estas moléculas consisten
en subunidades a y [ unidas por enlaces no covalentes. Diferentes combinaciones de
polipéptidos « y B forman complejos que varian su especificidad de unién a ligandos.
Tanto las subunidades o como las 8 presentan: un dominio citoplasmético que interactua
con el citoesqueleto, una regién transmembranal y un extenso dominio extracelular, que
interactia con la matriz extracelular. En particular, la integrina (-4 interactua con la
integrina a-6 para regular la adhesién de la célula a la matriz.™

Sitios de expresién. Las integrinas forman dimeros «/; en los queratinocitos de las
capas basales del epitelio humano se suelen expresar los complejos de integrinas: a-2//3-
1, a-3/3-1 y a-6/3-4. Mientras que los primeros dos se localizan principalmente en la
superficie lateral de los queratinocitos y median la adhesion célula-célula, el complejo a-
6/0-4 se encuentra en la zona ventral de la célula, lo que explica su rol en la adhesién
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célula-matriz.”™ La isoforma -4D se expresa en colon y placenta, mientras que la isoforma
B-4F se expresa en epidermis, pulmén, duodeno, corazén, bazo y estémago.®

Relacion con el cancer de mama. El complejo a-6/3-4 parece jugar un papel
importante en la biologia de los carcinomas invasivos. Se ha demostrado que, en la linea
celular MDA-MB-35 de céncer de mama humano, el complejo receptor a-6/5-4 promueve
la invasividad a través de la activacion de la fosfoinositil-3-OH-cinasa (PI3K).

La estimulacién del receptor a-6/5-4 estimula mucho mas la actividad de PI3K que
los receptores con integrinas (5-1. La regulacién de PI3K mediante el complejo a-6/3-4
se requiere para la formaciéon de los sitios dinamicos de motilidad presentes en las células

cancerigenas’!

Laminina beta-1 (LAMf1).

El gen LAMf1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 7, locus 31.1.%8° Tiene una
extension de 80kb y esta compuesto de 34 exones; puede generar hasta 13 transcritos por
splicing alternativo, de los cuales solo 1 codifica para la proteina funcional.®!
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1228 pb 219 pb
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~>1436 pb
> 2711 pb
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Figura 2.5: Estructura del Gen LAM/f1. Representacién esquematica del los intrones y
exones que conforman el gen de LAMf1

La molécula de laminina pesa aproximadamente 1 millon de Daltons, y esta compuesta
por una cadena « y tres cadenas [ unidas entre si por enlaces disulfuro. Hasta la fecha
se han descrito tres especies distintas de cadenas 3. Cada laminina varia en funcion de su
composicién de cadenas 3 y se denomina como a-1, 3-1 y y-1.73
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Funcién normal. Los componentes principales de la membrana basal del epitelio son
las glicoproteinas y el colageno IV, siendo ambos moléculas heterodimericas. Las lamininas
son proteinas cruciformes compuesta de cadenas, fueron asiladas por primera vez a partir
de la matriz extracelular de células tumorales.” Las isoformas de las lamininas varian
de una membrana basal a otra dependiendo del tipo de epitelio donde se encuentren. En
particular, la cadena (-1 se involucra en la quimiotaxis y en la union con el receptor de

laminina en la membrana basal.”

Relacién con el cancer de mama. FEn 1987, se descrubrié que la laminina -1 y su
forma de amida tienen cierta capacidad para inhibir la metastasis. Especificamente, un
derivado pentapéptido de la proteina original demostré reducir la formacién de colonias
tumorales en ratones con xenotransplantes de melanoma, ademas de que evidencié que
inhibe la capacidad de invasién de las células tumorales en estudios in vitro.™

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog (C-KIT).

El gen C-KIT se encuentra en el brazo largo del cromosoma 4, loccus 12. En su forma
inmadura tiene una extension de mas de 70 kb de ADN e incluye 21 exones. El transcrito
mas largo es de 5,230 pares de bases y presenta splicing alternativo.”
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Figura 2.6: Estructura del Gen C-KIT. Representacion esquemdtica del los intrones y
exones que conforman el gen de C-KIT

C-KIT expresa una proteina transmembranal glicosilada que funciona como un receptor
con actividad cinasa de tirosina (KIT) de 145 KD compuesta por un dominio extracelular,
una region transmembranal y un dominio cinasa de tirosina. Cuando es estimulado, el
receptor membranal mKIT libera una forma soluble de KIT (sKIT).™
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Funcién normal. La senalizacion dependiente del receptor C-KIT es esencial para el
control del crecimiento, supervivencia y proliferacion de las células germinales primordiales
para la gametogénesis y la hematopoyesis. Ademas, regula la movilidad, adhesion y forma
de la célula a través de cambios en el citoesqueleto.”™

Integrina-a6 (ITGa6).

El gen ITGa6 se localiza en el brazo largo del cromosoma 2, locus 31.1 (2g31.1), tiene
una extension de 79,100 pb, esta compuesto por 26 exones y produce hasta 14 transcritos
por splicing alternativo.®!

La proteina resultante de la traduccion del transcrito representativo tiene 1130
aminoacidos y pesa 126,606 Daltons; se trata de una integrina de cadena a compuesta
por una cadena pesada y una ligera unidas entre si por un puente disulfuro
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Figura 2.7: Estructura del Gen I'TGa6 Representacién esquematica del los intrones y exones
que conforman el gen de ITGa6

Funcién normal. La integrina a-6 se asocia con la integrina (-4 para generar un
receptor de superficie celular que se expresa en las plaquetas y células epiteliales para
su interaccién con las lamininas en el control de la adhesién celular®*

Metalotioneina 1X (MT1X).

El gen MT1X se localiza en el brazo largo del cromosoma 16, locus 13 (16¢q13).”™ Tiene
una longitud de 1,773 bases y puede generar un maximo de 4 transcritos distintos por
splicing alternativo.®!
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Codifica para una proteina de 61 amoniacidos, con un peso de 6068 Daltons, esta
proteina contiene 2 dominios quelantes: el sitio A del dominio «, compuesto por 11 cisteinas
que tiene capacidad para 4 iones divalentes; y el sitio B, que corresponde a una regién
dentro del dominio 3, comptiesto por 9 cisteinas y capaz de unirse a tres iones divalentes.?*
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Intrones

lAl/\-

66 pb

145 pb
239 pb
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Figura 2.8: Estructura del Gen MT1X Representaciéon esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de MT1X

Funcién normal. Las metalotioneinas tienen un alto conteindo de residuos de cisteina,
lo cual les permite quelar varios metales pesados; la expresion de estas proteinas esta
regulada de manare directa por la concentracién de metales pesados y los glucocorticoides®

Proteina de unién a acidos grasos 7 (FABPT).

FABP7 es un gen codificante de proteina, que se localiza en el brazo largo del
cromosoma 16, locus 22.31.8° El gen tiene una longitud de 4,600 pb,** presenta 4 exones
y se pueden obtener 2 transcritos distintos por accién de splicing alternativo.®!
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Figura 2.9: Estructura del Gen FABPT7 Representaciéon esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de FABP7

Codifica para una proteina de 132 aminodcidos y 14,889 Daltons. La familia de
las proteinas de unién a acidos grasos estd compuesta por proteinas citoplasmaticas
pequenas altamente conservadas, que se unen a acidos grasos de cadena larga y otros
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ligandos hidrofébicos para favorecer su transferencia intracelular; ademas, tiene un efecto
estimulante sobre las enzimas que se involucran en los procesos metabélicos de los mismos
acidos grasos.®

Funcion normal. FABPT se involucra en el transporte de distintos ligandos hidrofébicos
con potencial actividad morfogénica durante el desarrollo del SNC, es necesaria para la
migracién de las neuronas inmaduras a sus correspondientes capas corticales.®

Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).

EGFR es un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 7, locus 12 (7p12),%" tiene

88

una longitud de 237,600 pares de bases; contiene 28 exones®™ y puede dar lugar hasta un

méximo de 11 transcritos mediante splicing alternativo.5! 84
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Figura 2.10: Estructura del Gen EGFR Representacion esquemética de los intrones y exones
que conforman el gen de EGFR

La proteina codificada por este gen es una glicoproteina transmembranal miembro de la
superfamilia de las cinasas; es un receptor para factores de crecimiento celular epitelial.®*
La molécula EGFR cuenta con 3 regiones: una proyeccion extracelular que contiene el sitio
de unién al factor de crecimiento epitelial (EGF); una regién transmembranal y una regién
citoplasmatica. EGFR es una cinasa que fosforila los residuos de tirosina de las proteinas
de sefalizacién a las que regula.®”

Funcién normal. El receptor EGFR interviene en varias cascadas de senalizacion, entre
ellas, modular las pequenas GTPasas de la familia Rho y Rab interconectando ambas vias
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de senalizacion mediante EPS8 que es un sustrato de EGFR el cual se acopla con SOS1 por
accion de E3B1, mediando de ese modo la activaciéon de RAC. A través de su dominio SH3,
EPSS8 interactua con RNTRE, que és una proteina activadora de GTPasa cuya actividad
se regula por EGFR. Si RNTRE se acopla con EPS8, juntas, actuan sobre RAB5 e impide
la internalizacion de EGFR. Ademas RNTRE inhibe la accion activante de EPS8 sobre
RAC, lo que resulta en la atenuacion de la via de RAC. Por lo que su funcion en la via de
RAC o RAB depende de si su interaccién se da con E3B1 6 RNTRE.

Otra de sus funciones, al ser activado mediante HBEGF al ocurrir una lesion en la piel,
es propiciar la secrecion de los polipéptidos antimicrobianos S-defensina-103, lipocalina-2
y SLPI, lo que incrementa la resistencia a una infeccién o a la colonizaciéon microbiana del

sitio de lesion.?!

Cadherina 3, tipo 1 (CDH3).

El gen CDH3 se localiza en el brazo largo del cromosoma 16, locus 22.1 (16¢22.1);%?

tiene una longitud de 86,428 pares de bases. Cuenta con 16 exones y puede generar hasta

10 transcritos mediante splicing alternativo.5!

30634 pb

3328 pb
391 pb

2267 pb
Intrones

2
2105 pbﬁ

a4 a4 ooo40 9 449 O w
oo o oo o oo o @
o n L Sno o v NYe N 1]
0 - 0w S~ N ® o =]
[Tl ] L i e B ] [ ] ™ m

£

o

o

N}

-

Figura 2.11: Estructura del Gen CDH3 Representacion esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de CDH3

Codifica para una proteina de 829 aminoécidos con un peso de 991,418 Daltons, cinco
cadherinas extracelulares, una region transmembranal y una cola citoplasmatica altamente
conservada.

Funcién normal. Las cadherinas son glicoproteinas membranales calcio-dependientes
responsables de la adhesién celular. CDH3 Se expresa en el borde célular e interviene en
las uniones estrechas o tight-union (célula-célula).”® En estudios de inmunohistoquimica
se han encontrado altos niveles de Cadherina 3 en la leche humana provenientes de las
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células epiteliales del tejido lactoforo. A través de estudios de Western blot revelaron que
la cadherina contenida en la leche humana es una isoforma soluble que cuenta el dominio
extracelular pero no el intracelular.”*

Relacion con el cancer de mama. La sobreexpresion de cadherina 3 se ha asociado con
lesiones proliferativas de alto grado histologico, polaridad celular baja y corta esperanza
de vida de pacientes con cancer de mama. Se ha propuesto que la actividad reducida del
receptor alfa estrogeno (ESRA) es la causa de una sobreexpresién aberrante de cadherina
3, promoviendo la migracion celular y la invasividad del cancer de mama. Por otro lado
CEBPB regula positivamente la expresion de CDH3 en las células de cancer de mama,
asi pues, la expresion de CDH3 estd asociada con un mal prondstico para la paciente con

cancer de mama.”®

Factor Nuclear « 3, sub-unidad 1 (NFx/1).

El gen NFr 31 se localiza en el brazo largo del cromosoma 4, locus 24 (4q24).% Cuenta

con 24 exones y tiene una longitud total de 115,974 pares de bases,®* 97

1

puede generar
hasta 12 transcritos por splicing alternativo.®
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Figura 2.12: Estructura del Gen NFkxS1 Representacién esquemédtica de los intrones y
exones que conforman el gen de NFx51

El gen codifica para una proteina de 968 aminoacidos y un peso de 105,000 Daltons.
NFxf es un regulador transcripcional que se activa por estimulos tanto intra como extra-

celulares.®*

Funcién normal. NFxf1 es un factor de transcripcién pleiotrépico presente en casi
todos los tipos celulares y es el eslabon final de varias vias de senalizacién participantes en
multitud de procesos biologicos tales como inmunidad, inflamacién, crecimiento celular,

diferenciacién celular, tumorogenesis y apoptosis.?® 10
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Relacion con el cancer de mama. En estudios realizados en lineas celulares de cancer
de mama con afinidad metastdsica a hueso; se encontré que la actividad de NFx(51 en
las células cancerigenas promueve la reabsorciéon del hueso, caracteristica de la metastasis
osteolitica. Infiriendo que un blanco de NFx /31 es CSF2, que media la metastasis osteolitica
de cancer de mama estimulando la activacién de los osteoclastos.!%?

2.4.2. Marcadores de origen para CaMa de tipo Luminal.
Receptor de estrégeno tipo 1 (ESR1).

El gen ESR1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 26, locus 25.1 (26¢25.1). Se
trata de un gen codificante con una longitud de 472,929 pares de bases con 8 exones y, que
mediante splicing alternativo genera hasta 13 transcritos, estos suelen diferir inicamente

en sus regiones 5’ no traducidas y los polipéptidos resultantes presentan poca variabilidad
entre si. 103 104
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Figura 2.13: Estructura del Gen ESR1 Representacién esquemética de los intrones y exones
que conforman el gen de ESR1, incluyendo su tamaiio (pb)

La proteina resultante de la traducciéon del mensajero tiene una longitud de 595
aminoacidos y un peso de 66,216 Daltons. Como su nombre lo indica, funciona como
un receptor a estrégeno, es un factor de transcripcién que se activa por la unién con su
ligando. Contiene 3 dominios: uno para la unién al ligando (estrégenos), un sitio de unién

a DNA y un sitio de activacién de la transcripcion.®

Funcion normal. Mediante estudios de inmunocitoquimica se ha analizado la
localizaciéon de ESR-a y ESR-3 en diversos tejidos humanos, observandose en ovario,
utero, vagina (solo ESR-«), testiculos, conductos eferentes (solo ESR-(3), células de Sertoli,
células de Leydig, prostata y epididimo. En la mama, se han observado ambos tipos de
receptores, tanto en las células epiteliales como en las estromales'?”
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En 1988 se logré demostrar que el gen se expresa en las levaduras, usando un constructo
que contenia el cDNA del receptor humano ESR1 y un promotor PGK de levadura.
La iniciaciéon de la transcripcion en dicho sistema se opera de manera estrictamente
hormono-dependiente y se documenté un alto nivel de conservacion de este mecanismo
de activacion.1%

Se ha planteado que la progresion del cancer de mama dependiente de estrogenos a
su forma independiente, esté mediada por la expresién de formas mutantes y/o variantes
de ESRI. Existen 2 isoformas funcionales del gen ESR: ESR1 (ESR-«) y ESR2 (ESR-f),
cada una se presenta en distintos tejidos y tiene su propio patron de expresion celular y se
sospecha que juegan un papel importante en el desarrollo del tumor mediando su respuesta
a estrogenos, lo que conlleva a una mayor o menor eficacia de las terapias hormonales sobre

los carcinomas.!%6

Relacion con el cancer de mama. La presencia de ESR1 categoriza a los pacientes
en el grupo de bajo riesgo de recidivas y con mejor esperanza de supervivencia.!'? La
cuantificacion de ESR se ha convertido en una prueba estandar para el monitoreo clinico
del cancer de mama. La expresion de este receptor provee una panoramica de aquellos
tumores que tienen probabilidades de responder a una terapia hormonal; sin embargo,
solo la mitad de los pacientes ESR (4) tienen una respuesta favorable al tratamiento con
hormonas, e inclusive aquellos que inicialmente tuvieron una respuesta positiva pueden
desarrollar una modalidad de cancer resistente a la terapia endocrina

Mediante ensayos de transfeccion, se ha demostrado que BRCA1 suprime la
dependencia de estrégenos del epitelio mamario que se encuentran en proliferacion, esto
mediante la inhibicién de las vias de control transcripcional mediadas por ESR, y la pérdida
de esta propiedad contribuye al aumento de la proliferacién tumoral.!%®

EL extremo carboxilo-terminal de MUCT se asocia con ESR1 uniéndose directamente
con su dominio trascripcional y estabiliza a ESR1 impedimento de su ubiquitinizacion
y degradacién, estimulando de esta forma la transcripcion mediada por ESRI1 y

contribuyendo al crecimiento y supervivencia de las células de cancer de mama.'%”

Forkhead Box Al (FOXA1) / Factor nuclear de hepatocitos 3-a (HNF3A)

El gen FOXA1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 14, locus 21.1 (14¢21.1).'!

Tiene una longitud total de 10,057 pares de bases y estd compuesto por 2 exones,
mediante splincing alternativo puede generar hasta 5 transcritos, de los cuales solo 2 son

codificantes.8!> 84
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Figura 2.14: Estructura del Gen FOXA1 Representacién esquemaética de los intrones y
exones que conforman el gen de FOXA1, incluyendo su tamaiio (pb)

Codifica para una proteina de la familia de los factores nucleares de los hepatocitos,
inicialmente se crefa que eran exclusivos del higado, por lo que se les denomind como
activadores transcripcionales para transcritos especificos del higado (HNF) de donde recibe
su nombre. La familia HNF3 incluye a HNF3a (FOXA1), HNF33 y HNF3~ los cuales
tambien son miembros del grupo de proteinas de unién a DNA con cabeza de tenedor
(Forkhead).

La proteina FOXA1 tiene una cadena de 472 aminoacidos y pesa 49148 Daltons,
se expresa en tejidos que tienen origen embrionario endodérmico como son: estémago,

intestinos, higado y pulmén.!'3

Funcién normal. FOXA1 es un factor de transcripcion involucrado en: el desarrollo
embrionario, el establecimiento de la expresion genética especifica de cada tejido y en la
regulacién de la expresién génica de los tejidos diferenciados. Se ha sugerido que actua
como un factor “pionero” abriendo la cromatina compacta a otras proteinas mediante
interacciones con las histonas presentes en el nucleosoma, modificando la unién de las
histonas a los sitios promotores y sitios de potenciadores de la transcripcién (enhancers).
Su accion sobre la cromatina depende de la distribuciéon de la histona H3 metilada en
“Lys-5” (H3K4me2). Por estas razones, se propone que juega un papel importante en la
traduccion de las firmas epigenéticas a programas transcripcionales tejido especifico que
son comandados por enhancers especificos.®

Modula la actividad transcripcional de los receptores nucleares de hormonas.

Originalmente fue descrito como un activador de la transcripcion de genes hepéaticos como:
AFP, Albimina, ATT y PEPCK, entre otros.5

Relaciéon con el cancer de mama. Se ha detectado una alta expresion de FOXA1
en tumores de cancer de mama ESR(4). Se involucra en la transcripcion de los genes
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mediada por ESR1; es requerido para la unién de ESR al promotor de NKX2-1 en las
células de cancer de mama; se une al promotor de RPRM y se requiere para la represion
inducida por estrogenos de RPRM. Casi todas las interacciones de ESR con la cromatina
y los cambios de expresién genética en las células cancerigenas dependen de FOXAT.
Curiosamente FOXA1 también se requiere para que ocurra la actividad inhibitoria del
tamoxifen contra tumores ESR(+).'*

FOXAT1 inhibie la expresion de BCL2 y de esta forma controla el proceso de apoptosis.
Interviene en la regulacion del ciclo celular activando la expresion de CDKNI1B lo que
conlleva al arresto celular en las fases GO/G1, lo cual puede hacerlo por si mismo, o en
conjunto con BRCA1.%4

Proteina de unién GATA-3 (GATA3).

El gen GATAS3 se localiza en el locus 14 del brazo largo del cromosoma 10.%° Tiene una
longitud de 21,598 pares de bases, cuenta con 6 exones y es sometido a splicing alternativo,

proceso que generar hasta 4 variantes de transcritos, de los cuales solo 2 codifican para la

proteina.®!
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Figura 2.15: Estructura del Gen GATA3 Representacién esquemética de los intrones y
exones que conforman el gen de GATAS3, incluyendo su tamafio (pb)

El gen traduce para una proteina que pertenece a la familia de factores de transcripcion
GATA, la variante 3 posee una cadena de 443 aminodcidos y pesa 47,916 Daltons.®?
Contiene dos dedos de zinc que le permiten ser un regulador del desarrollo de las células
T, ademés tiene un papel importante en la biologia de las células endoteliales.!

Funcién normal Las células T CD4 potencian el proceso inflamatorio de la respuesta
inmune mediante la accion de las células Thl y Th2; GATAS3 es expresado en altas
concentraciones en las células de la estirpe Th2 virgenes y recién activadas, donde es
necesaria para la expresion de los genes de citocinas. GATA3 se une al promotor del gen
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IL5 y es critico para su expresion, de tal forma que regula el balance del reclutamiento de
las células Thl y Th2.17

GATA2 y GATA3 se expresan en los precursores de los adipocitos blancos, y su
expresion es necesaria para la maduracién de dichas células. Su efecto en la maduracién
celular esta mediado por la inhibicién directa del PPARG (peroxisome proliferator-
activated receptor-v). Las células madre embrionarias deficientes de GATA3 presentan
una alta tendencia a diferenciarse en adipocitos: por otra parte, una expresion defectuosa
de GATA2 y GATAS se asocia con predisposicién a obesidad.!'®

En estudios hechos en ratones, se encontré que GATAS es el factor de transcripcion
con mayor expresion en el epitelio mamario durante la pubertad. La delecién dirigida de
GATA3 provoca graves defectos en el desarrollo mamario, debido a un fallo en la etapa
final de la formacion de los lobulos durante la pubertad. En ratones adultos sometidos
a knock-in de GATAS3 las células luminales presentan alteracion en su diferenciacién que

conllevan a desprendimiento de la membrana basal y apoptosis.!!?

Relacién con el cancer de mama. Se involucra en el desarrollo epitelial mamario
y en la progresion del cancer de mama, actualmente se categoriza como un marcador
inmunohistoquimico. Esté asociado con la sefializacion de los receptores de estrogeno (ER),
y aunque se ha reportado expresiéon de GATA3 en cancer de tipo ER(-) su funcién en estos
tipos de cdncer aun no estd completamente dilucidada.'?°

Citoqueratina 8 (KRTS).

El gen KRTS se localiza en el brazo largo del cromosoma 12, locus 13.13 (12q13.13),'*!

tiene una longitud total de 52,768 pares de bases® y cuenta con 9 exones, es sometido a
splicing alternativo lo que genera 18 transcritos, de los cuales solamente 3 son funcionales.®!
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Figura 2.16: Estructura del Gen KRTS8 Representacion esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de KRTS, se incluye el tamaifio en (pb) de cada uno
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El gen codifica para una proteina de 438 aminoacidos y 53,704 Daltons, se teoriza
que existen 2 isoformas, pero hasta la fecha no hay una confirmacion experimental de su

existencia.®*

Funcién normal. La citoqueratina 8 se expresa en conjunto con la citoqueratina 18 para
formar los filamentos intermedios en las células epiteliales de capa simple. Esta proteina
mantiene la integridad estructural de la célula y también interviene en la transduccion de
senales que conllevan a la diferenciacién celular.®*

Citoqueratina 18 (KRT18).

El gen KRT18 se localiza en el brazo largo del cromosoma 12, locus 13.'?! Tiene una
extension total de 4,031 pares de bases y cuenta con 7 intrones. Mediante el proceso de
splicing alternativo puede generar hasta 7 transcritos.®!
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Figura 2.17: Estructura del Gen KRT18 Representacién esquematica de los intrones y
exones que conforman el gen de KRT18, se incluye el tamaifio en (pb) de cada uno

KRT18 codifica para una proteina de 430 aminodcidos y 48,058 Daltons. La
citoqueratina 18 es una citoqueratina de tipo I filamentosa que se expresa conjuntamente
con KRTS en las células de los tejidos epiteliales de capa sencilla, ambas, KRT8 y KRT'18
son las primeras proteinas filamentosas que aparacen durante el desarrollo murino. Las
queratinas de tipo I y II usualmente se expresan en proporciones iguales.!??

Funcién normal. Estd involucrda en la expresion de los complejos de trombina-
antitrombina en las células hepaticas, en su forma fosforilada se encarga de la
reorganizacion de los filamentos del citoesqueleto.®?

Factor 3 de Trebol [Trefoil Factor 3] (TFF3).

El gen TFF3 se localiza en el brazo largo del cromosoma 21, locus 22.3 (21¢q22.3),%
tiene una extension total de 3,985 pares de bases y posee 3 exones. Mediante splicing
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alternativo puede formar 4 transcritos.®!
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Figura 2.18: Estructura del Gen TFF3 Representacion esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de TFF3, se incluye el tamaifio en (pb) de cada uno

TFF3 codifica para una proteina de 80 aminoacidos cuyo peso molecular es de 8,641
Daltons, ésta proteina pertenece a la familia Trefoil, que se caracteriza por poseer al menos
una copia del patron trefoil, un dominio de 40 aminoacidos que contiene tres disulfuros
conservados que unen cada uno un par de cisteinas, formando una estructura caracteristica
de “trebol”. Son proteinas secretadas por la mucosa intestinal 8% 127

Funcién normal. Los péptidos de la familia TFF interactuan con las muscinas e influyen
en la viscosidad de las mucosas. Promueven la migracion de las células epiteliales y esta
ligado al proceso de inhibicién de la apoptosis, inducen la dispersion celular y disparan la

quimiotaxis en la respuesta inmune.'?”

X-box binding protein 1 (XBP1).

El gen XBP1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 22, locus 12.1 (22q12.1),'%8

tiene una extension total de 6,043 pares de bases y poseé 5 exones. Experimenta splicing
alternativo, lo que le permite generar hasta 7 transcritos distintos.®'Este gen codifica para

una proteina de 261 aminoacidos y 28,695 Daltons.®3
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Figura 2.19: Estructura del Gen XBP1 Representacion esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de XBP1, se incluye el tamano en (pb) de cada uno

Funcién normal. XBP1 es un factor transcripcional que regula el reconocimiento del
promotor X2 del complejo mayor de histocompatibilidad por las células B.'?*Controla la
expresion de IL4, IL6, e interviene en la produccion de IgM, regulando asi el crecimiento
y supervivencia de las células plasméticas.!*® En el higado, XBP1 es un regulador clave

requerido para la sintesis normal de dcidos grasos.'3!

Relacion con el cAncer de mama. Se ha reportado que XBP1 se activa en algunos
casos de cancer de mama y tiene un papel fundamental en su tumorogénesis y progresion de
esta patologia. En las lineas celulares de cancer de mama, su ausencia inhibe el crecimiento
tumoral y disminuye la probabilidad de recidivas, ademas reduce la poblacién de células
CD44(+)/CD24(-). Tambien se ha reportado la expresion de este gen en algunos casos de
cancer de mama Triple Negativo, en los que potencia la expresion de HIF1A, el cual suele
estar hiperactivado en este tipo de cancer de mama, lo que ha sido relacionado con un mal

pronéstico para la paciente.??

2.4.3. Marcadores de origen para CaMa tipo HER2(4).

Avian Erythroblastic Leukimia Viral Oncogene Homolog 2 (V-ERB-B2),
Tyrosine Kinese Type Cell Surface Receptor (HER2) o Neuroblastoma
/glioblastoma Derived Oncogen Homolog (NEU).

132 Tiene

HER2 se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, en el locus 12 (17q12).
una extension de 42,513 pares de bases® y cuenta con 26 intrones. Experimenta splicing

alternativo, a través del cual puede generar hasta 22 transcritos.®!
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Figura 2.20: Estructura del Gen HER?2 Representacién esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de HER2, se incluye el tamafio en (pb) de cada uno

El mRNA funcional traduce para una proteina de 1255 aminoacidos y 137,910
Daltons,®® que es un receptor con actividad cinasa de tirocina miembro de la familia
ErbB (a la que también pertenece EGFR), hasta la fecha se han identificado 4 miembros
de esta familia. Su via de senalizacion se inicia por la unién del ligando al dominio de uniéon
extracelular del receptor (en este caso HER2), lo cual inicia la homo/heterodimerizacién
y autofosforilacién del dominio intracelular (actividad cinasa de tirosina), estos cambios
resultan en la activacion del receptor, lo cual resulta en la activacion y fosforilacion de los
sustratos citoplasmaticos y el inicio de la cascada de senalizacion que puede controlar
varias respuestas celulares incluyendo cambios en la expresiéon genética, rearreglos de
citoesqueleto, anti-apoptosis e incremento de la proliferacion celular.

Funcién normal. Forma parte del complejo de receptores de superficie celular
pero, aparentemente requiere de un co-receptor para su uniéon con el ligando. Es un
componente escencial del complejo receptor de neuregulina, sin embargo, las neuregulinas
no interactuan con HER2 por si solo. GP3 es un ligando potencial para este receptor.

Regula el crecimiento y la estabilizacién de los microtibulos periféricos (Mts). Posterior
a la activaciéon de HER2, la via de senalizacion de MEMO1-RHOA-DIAPH1 promueve la
inhibicion de GSK3B en la membrana celular, lo cual evita la fosforilacion de APC y
CLASP2, permitiendo la asociacion de los mismos con la membrana celular. Asi, la unién
a membrana de APC permite la localizacién de MACF1 en la membrana celular, lo que se
requiere para la captura y estabilizacién de los microtibulos en la membrana. Se involucra
en la regulacién del crecimiento celular.®?

Relacién con el cancer de mama. En 1987, se demostré6 que basta con la
sobreexpresion del gen HER2 para convertirlo de un receptor para factores de crecimiento
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normal a un oncogen, sin que se requiera un cambio directo sobre la proteina expresada.!3?
También se ha observado que la sobrexpresion de HER2 propicia el crecimiento de los
carcinomas ductales de mama.'3*

Por otro lado, hay evidencia que indica que HER2 puede estar involucrado en
la determinaciéon de la quimiosensibilidad del cédncer de mama y de ovario.!?> 36 Sy
sobrexpresion le confiere al cdncer de mama resistencia al efecto apoptdtico del Taxol.
Normalmente el taxol activa a la cinasa CDC2, lo que provoca que la célula quede arrestada
en la fase G2/M del ciclo celular, lo que conlleva a la apoptosis. La sobre-expresién de
HER2 provoca el aumento de la expresiéon de CDKN1A, que se asocia con CDC2, lo que

impide que se pueda llevar a cabo el arresto celular y por tanto, la apoptosis no se activa.'?”

Growth Factor Receptor-Bound Protein 7, Epidermal growth factor receptor
(GRB7).

GRBT es un gen codificante localizado en el locus 12 del brazo largo del cromosoma
17 (12q17), tiene una longitud de 9,383 pares de bases,®! y estd compuesto por 15 exones,
mediante splicing alternativo puede dar lugar hasta a 14 variante de transcritos.5!
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Figura 2.21: Estructura del Gen GRB7 Representacion esquemaética de los intrones y exones
que conforman el gen de GRB7, se incluye el tamano en (pb) de cada uno

Codifica para una proteina de 532 aminodcidos de extensién y 59,681 Daltons de
peso molecular. El producto de este gen pertenece a una pequena familia de proteinas
adaptadoras que interactiian con una variedad de receptores con actividad cinasa de

tirosina y otras moléculas de sefializacion.!!®

Funcion normal. Interactia con el dominio citoplasmético de numerosos receptores de
cinasas y modula su senalizacion rio abajo. Promueve la activacion de cinasas downstream,
incluyendo STAT3, AKT1, MAPK1, y/o MAPK3. Promueve la activacion de HRAS. Juega
un papel importante en la transduccién de senial en respuesta a EGF. Interviene en la
regulacién de la proliferacion y migracién celular, cuando no esté fosforilado se une al
extremo 5’'UTR de algunos mRNA y reprime su traduccion.®® En estudios de silenciamiento
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de GBR7 a través de siRNAs se demostré que la expresion de GRB7 en las lineas celulares
de cancer de mama HER2 (+), disminuye la activacion de RAS, la proliferacion celular,
la formacion de colonias en 2D y 3D y la activacién mediada por la integrina RAC1 y
la migracion de células integrina-dirigidas, con estos estudios se disecciono la cascada de
senalizacion mediada por HER2 que conllevan a demostrar que el acople de GRB7 con

HER2 es necesario para inducir las seniales de proliferaciéon y migracion de las células
tumorales HER2 (+).1%8

2.4.4. Marcadores de origen para CaMa tipo Triple Negativo
(Basal-like TIN).

Baculoviral AP Repeat Containing 5 (BIRC5).

Se trata de un gen codificante para proteina localizado en el locus 25 del brazo largo
del cromosoma 17 (17¢q25).1%° Tiene una longitud de 11,451 pares de bases y posee 4
exones, experimenta el proceso de splicing alternativo, lo cual da lugar hasta 11 transcritos
distintos.®!
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Figura 2.22: Estructura del Gen BIRCS5 Representaciéon esquematica de los intrones y
exones que conforman el gen de BIRC5, se incluye el tamano en (pb) de cada uno

El gen codifica para una proteina de 142 aminoacidos y 16,389 Daltons de peso. Esta
proteina es miembro de la familia de inhibidores de apoptosis (IAP) que, como su nombre
lo indica, previenen la muerte celular por apoptosis. Los miembros de la familia TAP
usualmente contienen multiples dominios de repeticiones de baculovirus IAP (BIR), sin
embargo, la proteina de este gen en particular contiene un solo dominio BIR.®3

Funcién normal. Las proteinas de la familia IAP intervienen en la muerte y divisién
celular, asi como en la tumorogénesis. BIRC5 se expresa en la fase G2/M del ciclo celular
de manera regulada. Al principio de la mitosis, BIRC5 se asocia con los microtiibulos de los
husos mitéticos en una reaccién especifica y saturable que se regula por la dinamica de los
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mismos. La disrrupcion de las interacciones BIRCH-microtubulos provoca una pérdida de
la funcion apoptética de BIRC5 y un incremento en la actividad de CASP3, un mecanismo
involucrado en la muerte celular durante la mitosis.'*!

Citoqueratina 5 (KRT5).

KRT5 es un gen codificante de proteinas localizado en el brazo largo del cromosoma
12, locus 13.13; cuenta con un longitud de 6,113 pares de bases®® y estd compuesto por
9 exones. Sufre splicing alternativo, proceso mediante el cual genera un maximo de 11
transcritos, de los cuales 5 no codifican, 5 codifican para proteinas defectuosas y solo 1
codifica para su proteina funcional.®!
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Figura 2.23: Estructura del Gen KRTS5 Representacién esquematica de los intrones y exones
que conforman el gen de KRT5, se incluye el tamaiio en (pb) de cada uno

La proteina KRT5 posee una cadena de 590 aminoacidos y un peso de 62378 Daltons.
Suele formar heterodimeros con otras citoqueratinas, principalmente KRT14.83

Funcién normal. Se expresa en la capa basal de la epidermis en conjunto con KRT14
para formar filamentos intermedios constitutivos del citoesqueleto célular.®?
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Planteamiento del problema

En México, el cancer de mama es la principal causa de muerte de mujeres por
neoplasia.” A diferencia de los paises de primer mundo, en los cuales la incidencia de
cancer de mama es relativamente alta, pero la mortandad es baja. En México las tasas de
mortandad se mantiene en un estado de continuo crecimiento,® esto debido, entre otros
motivos, a la falta de un programa de deteccion oportuna del mismo, ya que la carencia
de equipos de mastografia, la sobresaturacion de los sistemas de salud, y el poco impacto
que han tenido las campanas de autoexploracién en la poblacién, dificultan el diagnéstico
en las etapas tempranas de la enfermedad, momento en el cual el tratamiento es mucho
mas simple y efectivo.

Aunado a lo anterior, no es solo importante la deteccién de la presencia del cancer,
ademas, la caracterizacion del mismo es de sumo interés para el equipo médico, ya que
mediante la categorizacion del tipo de tumor también es posible hacer un prondstico acerca
de la progresion de la enfermedad y determinar la mejor opcién para el tratamiento del
mismo® ** En la actualidad, los métodos de diferenciacién de los tumores mamarios se
llevan a cabo, primeramente desde el punto de vista anatémico-patolégico en la clinica
y durante cirugia, y, en segunda instancia a través de las caracteristicas moleculares
mediante estudios de laboratorio bajo técnicas de marcaje inmunohistoquimico, las cuales
son tardadas, caras y gran parte de su efectividad recaen en la habilidad del personal
técnico para interpretarlas, ademas de que requieren de una muestra del propio tumor.

De ahi que, se requieran de nuevos métodos para detecciéon oportuna y categorizacion
fiable del cancer de mama, que ademas, puedan ser aplicados de manera generalizada a
la poblacién sin que su costo supere las posibilidades de financiaciéon de los sistemas de
salud, tal como el metodo de deteccion de Células Tumorales Circulantes mediante la
identificacion de expresion genética que proponemos en este trabajo.
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Hipotesis

Partiendo de que:

1. El cancer de mama es una patologia caracterizada por la proliferaciéon descontrolada
de las células pertenecientes al area mamaria.

2. Dicha proliferacién descontrolada se acompana por una desdiferenciacion de las
mismas

3. La causa de esas modificaciones en la funcién celular se debe a cambios en la
expresion de genes especificos

4. Se ha observado que es posible categorizar al cancer de mama en subtipos moleculares
en funcién de los marcadores que son expresados por las células tumorales.

5. Durante la historia natural del cancer de mama se liberan células tumorales a la
circulacion sanguinea.

Se postula que:

Las células tumorales circulantes de cancer de mama conservan un patréon
transcripcional tejido especifico que permite la identificacién del tipo de cancer de mama,
aunque este se encuentre en etapa subclinica, por lo que consideramos que al determinar
el patron transcripcional expresado por las CTCs presentes en éstas pacientes se puede
determinar el origen celular del tumor.
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Objetivos

5.1. General

Determinar en muestras sanguineas de pacientes clinicamente sanas, la presencia de
células tumorales circulantes de cancer de mama y su perfil transcripcional mediante la
deteccién de genes marcadores de células cancerigenas en muestras de sangre de mujeres
clinicamente sanas, para el desarrollo y validacién de un método de diagnoéstico temprano
de cancer de mama.

5.2. Especificos

1. Determinar la frecuencia de muestras que sean positivas a Mammaglobina A.
2. Determinar la frecuencia de muestras que sean positivas a HER 2.

3. Determinar el perfil transcripcional de las muestras positivas para CK-17,
Mammaglobina A y HER 2.

4. Determinar el origen celular de las CTCs, a través de su perfil transcripcional.
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Metodologia

6.1. Tipo de estudio

Observacional prospectivo transversal descriptivo

6.2. Poblacion de estudio

Muestras de sangre pertenecientes a mujeres adultas clinicamente sanas, catalogadas
como aptas para donaciéon que acudan a donar sangre en la unidad de banco de sangre
del Hospital Regional “1° de Octubre” durante el periodo del abril de 2013 a septiembre
de 2014.

6.3. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacién

6.3.1. Inclusion

Participaron todas las mujeres que cumplieron los requisitos establecidos por la Norma
Oficial Mexicana NOM-253-S5A1-2012 “Para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos”, inciso 6 “Seleccién de donantes para uso terapéutico
alogénico” y verificados por el personal del banco de sangre, y que ademads, firmaron la
carta de consentimiento informado que autorice el uso de sus muestras en el estudio.

6.3.2. Exclusion

Las donadoras no deben tener antecedentes de tratamiento contra ningun tipo de cancer
ni ser rechazadas por el servicio de banco de sangre.
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6.3.3. Eliminacion

Las muestras de las candidatas que por estudios de serologia, o hematologia fueron

¢

declaradas como “no aptas” para la donacién por el servicio de banco de sangre seran
automaticamente eliminadas, asi como aquellas que expresamente pidan su salida del

proyecto, sin que esto demerite la atenciéon médica a su familiar o a ella misma.

6.4. Metodologia experimental

6.4.1. Fase Pre-experimental
Determinacién del tamano de la muestra

Se tomo como base primaria la presencia de los genes CK17, MamA y HER2, y a partir
de sus frecuencias de expresion se realiz6 una estimacion hipotética a un 6.5 % de muestras
positivas en el grupo de mujeres clinicamente sanas frente a un 98 % de positivos en los
grupos control.

En relacion con los datos reportados en la literatura para las pacientes con cancer de
mama diagnosticadas bajo las directrices de la NOM-041. La muestra se calculé usando
la incidencia del cancer de mama en la poblacién mexicana, con un nivel de confianza de
95% y un a variacién del 2.6 %, tomando en cuenta un error a de 0.5%, y, estimando la
poblacién femenina de México en 50,000,000 se calculdé que la muestra deberia integrarse
por 1420 mujeres, para facilitar los calculos de recursos se optdé por completar un bloque
de 1500 mujeres clinicamente sanas.

Obtenciéon del consentimiento informado y la muestra sanguinea

Se inform6, mediante exposiciéon hablada a las posibles donadoras acerca de los
objetivos del proyecto, la utilidad de su participacion y cudles serian los beneficios a largo
plazo y los posibles riesgos, haciendo hincapié en que la participaciéon es opcional y no
repercutiria en la calidad de la atencion que el hospital le brinde a ella o a su(s) familiares.

Se solicité a la donadora su participaciéon mediante la donacion del concentrado
leucocitario, mismo que se obtiene por el fraccionamiento de sangre total posterior a la
donacién altruista de sangre. A las Donadoras que aceptaron participar en el proyecto se
les solicité que firmaran la Carta de Consentimiento Informado, la cual les fue otorgada
de manera individual para su lectura (o, de preferirlo la donadora, le fue leida en voz alta)
y se les aclararon todas las dudas que expresaran. A cada muestra se le asigno un numero
control consecutivo como medida de proteccién de la privacidad de las donantes

La extraccion de sangre total se llevd a cabo siguiendo los estandares observados por
la NOM-253-SSA1-202, la muestra recolectada para el estudio consistio en el concentrado
leucocitario, residuo de la separacion de las fases sanguineas tutiles para la transfusion.
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Las bolsas con el concentrado leucitario fueron transportadas al laboratorio de Medicina
Gendmica en condiciones de refrigeracion (4°C), donde se rotularon con el correspondiente
numero control y se continuo con los procedimientos experimentales.

6.4.2. Fase Experimental
Separacién de células nucleadas (Ficoll-Paque)

Las bolsas contenedoras del concentrado leucocitario fueron sanitizadas empleando
etanol al 70 % y una gasa estéril. En un tubo falcon de 50mL se colocaron 12.5mL de
Ficoll-Paque (GE Healthcare ®) y se le anadieron 12.5mL de concentrado leucocitario
teniendo cuidado de no romper la tension superficial del Ficoll, la muestra asi preparada
se centrifugd a 3500rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente, desactivando el
frenado automéatico y permitiendo a la centrifuga desacelerar por si misma para evitar
romper el gradiente. Al finalizar el proceso de centrifugado se obtuvieron 4 fases: el paquete
eritrocitario, una interfaz de Ficoll®, la fase leucocitaria y el plasma de la muestra.

Con ayuda de una pipeta Beral se trasfirié la fase leucocitaria a tubos eppendorf de
1.5mL (tantos como fuera necesario).

La fase leucocitara obtenida fue centrifugada a 14,000rpm durante 10 minutos a TA, se
decanté el sobrenadante y se anadieron 500uL de TriZol LS (ambion®) a cada tubo para
posteriormente homogeneizar la mezcla usando un vortex, en este punto se puede proceder
a la extraccion del material genético o se puede almacenar la muestra en ultra-congelacién

(-80°C).

Extracciéon de RNA total mediante TriZol®

Trabajando siempre en hielo y con los reactivos frios (almacenados a -20°C) se procedio
a realizar el aislamiento del RNA total de las células obtenidas en el paso anterior usando
el método de Trizol-Cloroformo para obtener de 20 50uL. de solucién acuosa de RNA:
Las muestras adicionadas con TriZol®fueron resuspendidas y sometidas a una incubacién
durante Hmin a TA; a continuacién se agregaron 200uL. de Cloroformo a cada tubo y
se homogeneizd con agitacion vigorosa manual durante 15 segundos, esto para favorecer
la compactacién de las proteinas, se incubaron durante bmin a TA y, en seguida, se
centrifugaron a 12,500rpm durante 15min a 4°C.

Al terminar la centrifugacién anterior, se generaron tres fases en los tubos contenedores:

» Una fase orgénica (inferior, color rosado) que contiene los restos celulares
s Una Interfaz blanca, contenedora de DNA

» Una Fase acuosa sobrenadante (translicida) donde se encuentra disuelto el RNA
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Se procedié a recuperar las fases acuosas de cada muestra depositandola en tubos
Eppendorf nuevos (se recolecté la mayor cantidad de fase acuosa por cada muestra
en la menor cantidad de tubos), en seguida se adicionaron 500uL de isopropanol
homogeneizando suavemente por inversion e incubando durante 10min a TA, promoviendo
de esta manera la precipitacién del RNA.

Las muestras fueron centrifugadas a 12,500rpm durante 10min a 4°C. Al termino de la
cual se eliminé el sobrenadante.

La pastilla resultante del paso anterior se lavé con 1mL de etanol al 75 %, en caso de
tener mas de una pastilla en diferentes tubos para la misma muestra, estas se recolectaron
en un solo contenedor usando primero 500uL de etanol para arrastrar las pastillas y después
otros 500uL para arrastrar los posibles remanentes que pudieran quedar en las paredes de
los tubos excedentes (de cualquier manera, el volumen de etanol en el contenedor final fue
ImL).

Después del lavado las pastillas fueron centrifugadas a 8000rpm durante Smin a 4°C.

Finalmente, el etanol se decantd y los tubos se colocaron en posicion invertida sobre
un papel absorbente para eliminar los restos de etanol. Las pastillas de RNA seco se
resuspendieron en agua grado biologia molecular ajustando su volumen en funciéon del
tamano del botén obtenido.

La muestra de RNA disuelta se almacend a -80°C hasta su uso para retrotranscripcion
o para su cuantificacion y verificaciéon de integridad.

Cuantificacién de RNA obtenido (Espectrofotometria)

A partir del RNA obtenido por el procedimiento anterior, se prepararon 10l de una
diluciéon 1:10 usando agua grado biologia molecular como diluyente.

Se empled el equipo de espectrofotometria “NanoDropl000” o “NanoDrop8000”
(Thermo-Sientific®) para cuantificar la concentracion de acidos nucleicos (RNA) presentes
en 1uli de la dilucién 1:10 de RNA total. El equipo muestra, en su pantalla principal una
serie de datos:

= El tipo de muestra que se esta cuantificando

Identificador de muestra

Grafica del espectro de absorbancia de la muestra

Absorbancia a 260nm

Absorbancia a 280nm

Relacion de absorbancia 260/280
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» Relacién de absorbancia 260/230"

» Concentracién de RNA en la muestra (en ng/ul)

Multiplicar el valor de concentracion que calcule el equipo por 10 (factor de dilucion).

Verificacién de la integridad del RNA extraido (electroforesis en Gel de
agarosa)

Se preparon geles de agarosa al 1% con Buffer TAE 1x como disolvente. En el primer
pozo del gel se colocaron 2ul. de Marcador de peso molecular de 100pb.

A 7uLs de la dilucién 1:10 de RNA preparada anteriormente se le anadieron 2ul de
Buffer de carga “Cyan Orange 3x”, y se colocarén en el segundo pozo del gel (o subsecuentes
segin la cantidad de muestras a verificar, cada gel cuenta con 14 pozos)

El corrimiento electroforético se realizé induciendo una corriente de 80 volts durante
45 minutos, al termino de lo cual se revel6 el gel usando un fotodocumentador con
lampara de luz UV y se le tomé una fotografia. Optimamente se deberdn ver 3 bandas,
1 correspondiente a DNA genémico libre (parte superior del gel), 1 correspondiente a
la subunidad mayor del RNA ribosomal (~1900 pb) y 1 correspondiente a la subunidad
menor del RNA ribosomal (1000 pb). Las bandas deben observarse claras, la presencia de
barridos o la ausencia de bandas de RNA indican muestras degradadas.

Retrotranscripcién (mRNA — cDNA)

A partir del RNA extraido y verificado, se preparé un volumen de 10uL de dilucién
con concentracion de 1ug/ul. de RNA. Se emplearon 7ul de esta dilucién como templado
para el proceso de retrotranscripcion.

Para eliminar el DNA contaminante al templado se la anadio 1ul. de DNAsa
(Invitrogen) y 1uL de buffer para DNAsa (Invitrogen), incubando durante 15min a TA,
terminada la incubacion se procedié a inactivar la DNAsa adicionando 1ul. de EDTA e
incubando a 65°C durante 15min seguidos de una incubacién durante Imin en hielo.

Se adicion6 1ul. de Oligo dT y se incub6 a 70°C durante 10min, seguidos de
una incubaciéon en hielo durante 1min, acto seguido, se anadieron 7ul. de mezcla de
reaccién (Ver anexo) y se incubé durante 5min a 42°C, adicionando después 1uli de
retrotranscriptasa “SuperScript III” después se realizarén dos incubaciones, la primera
a 55°C por 50 min, y el segundo periodo a 70°C durante 15 minutos.

Por ultimo, y para deshacer los emparejamientos de RNA-cDNA | se anadio 1uL de
RNAsa H a cada reaccion y se llevo a cabo una incubacién a 37°C por 20min, posteriormene

La relacién 260/280 de la muestra debe estar entre 1.8 y 2.1, de lo contrario la muestra deberd
ser descartada y re-extraida ya que no serd viable para la retrotranscripcion debido a un exceso de
contaminantes quimicos.
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el cDNA se mantuvo a 4°C y se diluyé en relacion 1:5 para obtener un volumen final de
100uL de dilucién de trabajo. E1 cDNA diluido se almacené a -80°C hasta su uso.

Verificacién de la Retrotranscripcion (PCR de [-actina)

El procedimiento anterior permite obtener cDNA a partir de una muestra de RNA
mensajero, para verificar su viabilidad se realiz6 una PCR en punto final para el gen
de p-actina, para realizar esta prueba se emplearon, por cada muestra 2ul. del cDNA
previamente diluido al que se anadieron 22ul, de mezcla de reaccién (Ver anexo). Se
utilizaron los primers universales para [-actina disefiados por el Dr. José Francisco
Martinez Pérez y cuya secuencia es:

s Primer F: AAG AGA GGC ATC CTC ACC CT
s Primer R: TAC ATG GCT GGG GTG TTG AA

El protocolo de termociclado empleado fue el especifico para (-actina (Ver anexo).
Los amplicones se verificaron mediante su patréon de corrimiento electroforético en gel de
agarosa al 2%, con las siguientes condiciones: 60V, 400mAmp durante 60min.

PCR en tiempo real (RT-PCR), Panel béasico de deteccién de CTCs
(Marcadores: CK-17, Mammaglobina A y HER2)

La deteccién de CTCs en las muestras de sangre se llevo a cabo mediante la biisqueda
de los marcadores CK-17, Mammaglobina A, y HER2 usando la técnica de PCR en tiempo
real. Se emplearon Sondas TagMan marcadas con FAM, cada sonda usada fue disenada
especificamente para su respectivo gen.

Las reacciones se procesaron en placas MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate
(Applied Biosystems), usando un pozo por placa. A cada pozo se le anadieron 2.5yl de
cDNA muestra, 2.5uL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®)
y 0.25uLs de la respectiva sonda TaqgMan a una concentraciéon de 10uM. Se empled el
termociclador en tiempo real 7900 HT Fast (Applied Biosystems®), con las siguientes
condiciones de termociclado:

» 1 periodo de activacion (37°/10min)
» 1 Ciclo de desnaturalizacién inicial del cDNA (95°C/10min)
= 45 ciclos de amplificacién:

1 paso de desnaturalizacién del cDNA (95°C/30seg)

1 paso de hibridacién-extensién (60°C/1 min)

El equipo cuantificé la fluorescencia emitida por el fluoroforo FAM al final de cada
periodo de extension.
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Figura 6.1: Protocolo de Trabajo para la busqueda de los marcadores del Panel basico (Deteccién de CTCs). Se
utilizarén Sontas de hidrélisis TagMan a una concentracién 10pM.
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PCR en tiempo real (RT-PCR), Panel ampliado de Origen tumoral

Aquellas muestras en las que, a traves de la ejecucion del panel anterior fue detectada
la presencia de CTCs mediante la observacién de las combinaciones de marcadores:

HER2+/CK17+/MamA+
HER2+/CK17+/MamA-
HER2+/CK17-/MamA+
HER2-/CK17+/MamA+
HER2-/CK17-/MamA+

Se sometieron al escrutinio de origen tumoral mediante la aplicacién del panel ampliado
de marcadores de origen, que consta de los genes:

Se empled la técnica de RT-PCR y se usaron sondas TagMan marcadas con FAM
especificas para cada uno de los genes, las reacciones se procesaron en placas MicroAmp®
Optical 384-Well Reaction Plate(Applied Biosystems), usando un pozo por placa. Las
proporciones de los reactivos para la mezcla de reaccion fueron los mismos que para el panel
anterior. Se empled el termociclador en tiempo real 7900 HT Fast (Applied Biosystems),
con las mismas condiciones de termociclado usdadas para el panel basico. Para asegurar
la maxima calidad de los resultados de PCR se utilizaron los genes constitutivos: GAPDH
(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), ACTB (Actin, beta), CXCL11 (Chemiokine
“C-X-C motif” ligand 11) y CXCL16 (Chemiokine “C-X-C motif” ligand 16) como
controles positivos de amplificacion y agua grado biologia molecular como control negativo
en todos los casos.
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Resultados

Se recolectaron 1502 muestras de sangre total donadas por mujeres clinicamente sanas
en la unidad de Banco de sangre del Hospital Regional 1° de Octubre, de estas, un total
de 413 muestras fueron dadas de baja debido a varios factores, siendo la degradacion del
RNA extraido la principal causa de perdida; en un intento de recuperar la mayor cantidad
de muestras posibles se realizaron re-extracciones de aquellas muestras con disponibilidad
de sangre total.

Cuadro 7.1: Muestras estudiadas

RT: Retrotranscipciones
[B-Actina: Verificaciones de RT

Aquellas muestras que mediante la verificacién por electroforesis en gel mostraron
RNA de buena calidad, y cuya concentraciéon y volumen disponible fueron suficientes se
sometieron al proceso de retrotranscripcién para obtener cDNA, que se verificO mediante
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una posterior PCR para deteccién del gen de [-actina, seguida de una electroforesis en gel
de agarosa para revelar los amplicones. Las muestras que presentaron la banda de 218pb
correspondiente al amplicon del gen [-actina se dispusieron para el estudio de PCR en
tiempo real de busqueda de los marcadores del perfil basico para detecciéon de CTCs.

Muestras
ST N OKNOONOHNM
B0 0 0 0 ©OON DD
- E-R-E-E-E-E-E--]
b= = = = = == = = I~

= ADNg

2000 pb = = ARNr 28s

1500 pb -
= ARNr 18S

||-ARNm

= B-Actina

600 pb —

600 pb

100 pb -

Figura 7.1: Patrén de corrimiento electroforético de ARN total y [-Actina: La
fotografia muestra en el panel superior el patréon de corrimiento electroforético de ARN total
que presentaron algunas muestras donadas por mujeres catalogadas como: “Clinicamente sanas
y aptas para la donacién”, y en el panel inferior muestras la amplificacién de un segmento de 218
pares de bases del gen de 3-Actina, que corrobora el éxito del procedimiento de retrotranscripcién

Con las muestras positivas al amplicon de S-actina se procedié a estandarizar las sondas
para el panel basico de deteccién de CTCs. usando 5ul. de cDNA previamente diluido se
determiné el CT de cada una de las sondas a estandardizar, respetando las condiciones de
preparacién de las reacciones y termociclado anteriormente descritas. Observandose que
los genes problema mostraron CTs mayores a 25 ciclos. Se utilizé6 como control interno al
gen constitutivo GA3SPDH, cuya enzima producto es de vital importancia en el ciclo de
Krebs, este gen present6 CTs superiores a 20 ciclos. (Figura 7.2)
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Figura 7.2: Panel de identificacién: La identificacién de las mujeres clinicamente sanas
en las que se puede establecer un diagnéstico temprano de cancer de mama, se realizé con la
amplificacién por PRC en tiempo real de los genes: GA3PDH = Glyceraldehide 3 phosphate
dehydrogenase, MAM-A = Mammaglobin A (Secretoglobin, family 2A, member 2), HER2 = V-
erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 o neuro/glioblastoma derived oncogene
homolog (avian) y KRT17 = Citokeratin 17

Mediante la bisqueda de los genes del panel Basico (por la técnica de PCR en tiempo
real) se lograron identificar 11 pacientes positivas a los genes de rastreo de CTCs (Cuadro
7.4), incluso entre este pequeno grupo de pacientes positivas se encontré variacién en el
fenotipo expresado.

El panel basico para deteccion de CTCs en pacientes clinicamente sanas se conforma de
tres genes identificadores y un gen constitutivo. Solo se marcaron como positivas aquellas
pacientes que presentaron al menos 2 marcadores de identificacion, dandole mayor peso
a la presencia de Mam-A y CK-17, ya que dichos genes son especificos de tejido epitelial
(CK17) y del tejido secretor mamario (MAM-A), por lo cual no deberian estar presentes
en la circulacion; por otro lado HER2 cuenta con un nivel de alerta mas bajo y se considera
como complementario debido a que los leucocitos normalmente expresan dicho receptor.
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Cuadro 7.2: Fenotipos de las muestras positivas a cancer de mama, los marcadores de CTCs

en sangre periférica fueron identificados en experimentos realizados por triplicado.

MAM-A 4+ KRT19

119

MAM-A + HER2

7| 64

MAM-A + HER2 4+ KRT17 | 3 | 27

MAM-S = Mammaglobin A (Secretoglobin, family 2A, member 2)
HER?2 = V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived oncogene

homolog (avian)
KRT17 = Citokeratin 17

Usando las muestras positivas al panel basico se procedié a hacer la estandarizacién de

las sondas TagMan para los marcadores del panel ampliado de origen molecular, Los genes

se agruparon en funcién de los subtipos de Cancer de mama para los cuales son selectivos,
se us6 como gen constitutivo a GA3PDH. Se observé que los genes problema presentaron

C'Ts variantes entre los ciclos 22 y 34.

Los grupos de marcadores para el Panel ampliado (Origen tumoral) fueron los

siguientes:

Cuadro 7.3: Grupos de genes utilizados como marcadores moleculares de origen tumoral

Subtipo Molecular

Basal | Luminal | Basal-Like/TN
ITGB4 ESR1 BIRC1
LAMB1 | FOXA1 EGFR
C-KIT | GATA3 KRT5
ITGA6 | KRTS NOTCH1
MT1X | KRT18

FABP7 | TFF3

CDH3 | XBP1

EGFR

NFxB1
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Figura 7.3: A) Marcadores de subtipo Basal. B) Marcadores de subtipo Luminal y C) Marcadores de subtipo Triple Negativo/Basal-
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Una vez establecida la estandarizacion de las sondas para este panel se procedié a someter a todas las muestras positivas
al panel basico para intentar categorizarlas en alguno de los tres subtipos moleculares, obteniéndose la siguiente serie de
datos:

Cuadro 7.4: Resultados de expresion de los marcadores de Origen Tumoral

Muestra Cancer de mama tipo Basal Cancer de mama tipo Luminal Cancer de mama tipo Basal-Like/ TN
ITG4 LAMB1 C-KIT ITG6 MT1X FABP7 CDH3 EGFR NFxB1l| ESR1 FOXA1l GATA3 KRT8 KRT18 TFF3 XBP1l|BIRC5 EGFR2 KRT5 NOTCHI1
550 + - + + + - - - + + + + - + + + A - A 3
687 + - +F F 4 +F A - 4+ A 3 3 4 A - +
692 - - + - + + - + + - - + + 4
758 + - + + + + + - + + - + + +
759 - + + - + + - + + - + 4 4
765 + - + + + + + - + + - + - +
776 + +F i 4 +F +F A 4+ A 3 3 4 +
789 + - + + + + - + - - + + 4
798 + - 4 +F 4 i i +F - - + + +
810 - - + + + + + + + + + + 4
846 - + + + + - + - + +

KRT17 = Citoqueratina 17, ITGB4 = Integrina-54, LAMB1 = Laminina -1, C-KIT = v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline
sarcoma viral oncogene homolog, ITGA6 = Integrina 56, MT1X = Metalotioneina 1X, FABP7 = Proteina de unién a acidos
grasos 7, EGFR = Receptor del factor de crecimiento epidérmico, CDH3 = Cadherina 3, tipo 1, NFxB1 = Factor Nuclear B,
sub-unidad 1, ESR1 = Receptor de estrégeno tipo 1, FOXA1 = Forkhead Box A1, HNF3A = Factor nuclear de hepatocitos
3-ar, GATA3 = Proteina de unién GATA-3, KRT8 = Citoqueratina 8, KRT18 = Citoqueratina 18, SLC39A6 = Familia de
transportadores de solutos 39 (Transportadores de Zinc), miembro 6, TFF3 = Trefoil Factor 3, XBP1 = Proteina 1 de unién
a la caja X, HER2, V-ERB-B2 o NEU = Avian Erythroblastic Leukimia Viral Oncogene Homolog 2, Tyrosine Kinese Type
Cell Surface Receptor o Neuroblastoma/glioblastoma Derived Oncogen Homolog, GRB7 = Growth Factor Receptor-Bound
Protein 7 o Epidermal growth factor receptor, BIRC5 = Baculoviral IAP Repeat Containing 5, KRT5 = Citoqueratina 5.
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Capitulo

Discusion de resultados

8.1. Deteccion de Células tumorales circulantes

Para satisfacer el primer objetivo del estudio se establecié un panel de tres genes
cuya expresion en condiciones no patologicas estuviera preferentemente limitada a la
zona mamaria, y cuya expresion se mantuviera después de la transformacion a célula
tumoral circulante. Se tomaron en cuenta métodos de deteccién ya establecidos, muchos
de los cuales aun se basan en inmunohistoquimica y observamos los inconvenientes
que cada uno presenta por separado. Primeramente, que aquellos en EpCAM son poco
confiables debido a que algunas CTCs pierden su fenotipo epitelial durante el proceso
de transformacién epitelial-mesenquemial, lo cual incluye la expresion de EpCAM vy
algunas citoqueratinas.'® Considerando los factores anteriores y en vista de la necesidad
de desarrollar un procedimiento con la capacidad de permitir la deteccion de CTCs en
etapas subclinicas, y los limitantes de la técnica en si, se integré un panel de marcadores
diagnoésticos con la capacidad de detectar la presencia de CTCs a partir de una muestra
de sangre. Acorde a la bibliografia y en base a la importancia de ciertos marcadores
moleculares, se eligieron los siguientes tres: Mamaglobina A, Citoqueratina 17, y HER2.
Una vez aplicados los criterios anteriores se identificaron un total de 11 muestras positivas a
CTCs de 1217 analizadas. Estas 11 muestras se establecieron como "positivas a la presencia
de CTCs de cancer de mama'.

Mamaglobina-A corresponde a una secretoglobina exclusiva del tejido mamario que
se expresa normalmente en el tejido mamario sano, sin embargo, los tumores de cancer
de mama reflejan un aumento en su expresién permitiendo incluso que sea liberada al
torrente sanguineo y se generen anticuerpos, caracteristica que fue de especial utilidad
para nuestra meta. Ademas, su hallazgo en circulacién sanguinea es un marcador de mal
pronéstico para el paciente relacionado a altas probabilidades de metéstasis.!*® Durante
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el curso de este estudio se detectaron 11 muestras pertenecientes a pacientes clinicamente
sanas que mostraron la expresion de este marcador en la sangre venosa. No hay que soslayar
el hecho de que, debido a su alta especificidad, este marcador fue usado como el indicador
principal para determinar la presencia de CTCs en las muestras.

Citoqueratina 17 (CK-17) es una citoqueratina que en condiciones de normalidad
se expresa en la zona basal del tejido mamario, aumentando su nivel de expresién en los
tumores de cancer de mama, lo que permite que se le relacione con un cancer de subtipo
Basal o Basal Like; aunque el fenotipo del subtipo Basal Like no estd completamente
estudiado aun. En un andlisis de 995 muestras de tumores de cancer de mama bien
caracterizados, se observo que, en el 23% de las muestras se expresaba el marcador
CK17." En nuestro caso, de las 11 muestras consideradas como positivas a la presencia
de CTCs, 4 fueron positivas a la expresion de CK 17, es decir, un 36 % del total de casos
sospechosos. Ademas, no se detecté ninguna muestra que exhibiera CK17 en ausencia
de los otros dos marcadores de Identificacion, por lo cual consideramos que funciona de

manera adecuada como marcador de identificaciéon siempre que se use en conjunto con
Mam-A.

HER?2 esun receptor con actividad cinasa de tirosina perteneciente a la familia de EGFR
relacionado con la proliferacion celular. Es util para establecer las opciones terapéuticas
de los pacientes de cancer de mama, debido a que su expresion condiciona la efectividad
de terapias adyuvantes como el Taxol, Trastuzumab, y Lapatinib. Ademas, es uno de
los tres receptores decisivos para clasificar al subtipo triple negativo (EGFR, HER2 Y
PROG).% Pese a las ventajas que reporta la literatura del uso de HER2 como marcador
para clasificar el subtipo tumoral y predecir la viabilidad de la terapia adyuvante, en la
realizacion de este estudio el marcador HER2 se empleo principalmente como marcador de
identificacién de la presencia de CTCs en sangre asignandole una baja prioridad, ya que
se encontraron reportes documentados acerca de la expresion de HER2 de manera natural
en Leucocitos,!™ lo cual involucra un riesgo de generar un falso positivo debido a que
las muestras empleadas en el estudio fueron concentrados leucocitarios y, por lo tanto, la
deteccion de expresion de HER2 puede deberse a los leucocitos y no necesariamente a las
CTCs. Asi pues, se determiné que, para considerar una muestra que exhibiera el marcador
HER2 como positiva a la presencia de CTCs, este marcador debia estar acompanado
al menos por uno de los otros dos integrantes del panel. En los resultados observamos
que del total de las 1217 muestras que fueron sometidas al panel de identificacién
1040 fueron positivas a HER2, pero de las 11 muestras consideradas como positivas,
10 mostraron expresion de HER2. Asi, ante la baja selectividad del marcador se sugiere
momentaneamente removerlo del panel de deteccion de CTCs para mantenerlo unicamente
como marcador de clasificaciéon tumoral Hay que recordar que las muestras pertenecen a
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donadoras de sangre clinicamente sanas lo que resalta la capacidad de deteccién temprana
del método; sin embargo, para determinar por completo la fiabilidad del método, se
ha sugerido contactar a las donadoras cuyas muestras se catalogaron como positivas y
someterlas a un escrutinio completo que incluya los paneles aqui desarrollados y los
métodos tradicionales de diagnodstico de cancer de mama. La deteccion de CTCs en
sangre mediante este método, permite monitorizar también la respuesta del paciente
al tratamiento, pese a que la deteccién no cuantifica directamente CTCs, sino que se
fundamenta en la deteccion del transcriptoma de los genes de CK-17, MAM-A y HER2
mediante PCR de tiempo real, técnica que permite cuantificar la cantidad de material
presente de manera original en la muestra; asi, una vez que se obtengan las muestras
suficientes en el grupo de casos, se puede realizar una normalizaciéon de las curvas de
expresion de los genes, y, en base a esto, comparar los niveles de expresion de los marcadores
en las muestras de las pacientes, por lo que el hecho de que los niveles de transcripcion se
mantengan ain después de la terapia sugeriria la persistencia de las células en el torrente
circulatorio. Por otra parte es necesario considerar que de las moléculas seleccionadas para
el panel ampliado, estas nos permitieron realizar la siguiente clasificacion ver cuadro 7.3,
las cuales en base a lo reportado por la bibliografia nos permitira

Clasificar en subgrupos de acuerdo al perfil transcripcional de cada caso

Identificar marcadores prondsticos

Plantear el empleo de ciertos marcadores moleculares como sugerentes de
tratamiento.

Plantear el método aqui desarrollado como un instrumento de tamizaje que apoye
al area médica en la toma de decisiones, sobre todo en pacientes jovenes que no
son candidatas a mastografia o bien en areas donde no se cuente con el equipo de
radioimagen necesario, situiaciones donde la toma de muestra de sangre podria ser
una excelente opciéon para su toma, transporte, manejo y extraccion, asi como de
analisis por este método.

8.2. Determinacién de origen molecular

Con la llegada de la biologia molecular y la mejora de las tecnologias disponibles
para la investigacién y diagnostico, se logré categorizar los casos de cancer de mama
en varios subtipos moleculares dependientes de la expresiéon molecular que cada tumor
exhibe. Inicialmente dicha clasificacion se realiz6 mediante inmunohistoquimica, el cual
es un método costoso y poco fiable (ya que su interpretacion depende por completo
del analista), actualmente, las técnicas de PCR en tiempo final, secuenciacién, y
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microarreglos moleculares son cada vez mas accesibles a la vez que mucho mas fiables que
aquellas que involucran inminmunofluorescencia. Con base en estudios de secuenciacion y
microarreglos moleculares se ha establecido una clasificacion de 5 subtipos moleculares,
con 3 principales,? siendo estos:

» luminal (Subtipos A y B)
» Basal.

» Basal Like (Que incluye al Triple Negativo y Claudin-low)

8.2.1. Panel de deteccién correspondiente a cancer de mama
subtipo Luminal

De acuerdo al estudio de Perou y Sgrlie, el cancer de mama tipo luminal se caracteriza
por la expresién de los marcadores ESR1, FOXA1, GATA3, TFF3 y XBP1,% ademss,
nosotros anadimos al panel los marcadores de ciroqueratinas 8 y 18 como marcadores
auxiliares para el pronodstico de evolucion de la enfermedad.

ESR1 Segun la literatura, los genes ER son una familia sumamente ttil para determinar
la agresividad y la posible respuesta frente al tratamiento que cada tumor puede presentar.
Particularmente, ESR1 es un gen cuya expresion denota un buen prondstico para el
paciente ya que descarta la posibilidad de que el tumor pertenezca al tipo Triple negativo
el cual es de alta agresividad, ademas, su presencia denota un buen prondstico pues los
tumores que expresan este receptor responden al tratamiento con Tamoxifen, Fulvestrant
y otras terapias hormonales. En nuestros resultados, observamos que de las 11 muestras
catalogadas como positivas a la presencia de CTCs en el panel de origen expresan este
marcador, lo cual nos indica que: Se descarta su pertenecia al grupo basal-like Triple
negativo, ya que este grupo de tumores se caracterizan por no expresar los marcadores
ESR, HER2 ni PR. Este marcador es el principal determinante para la categorizacién
de un tumor como perteneciente al grupo luminal; de acuerdo a Perou y Sgrlie, ambos
subtipos de este grupo (Luminal a y b) solo se diferencian entre si por el nivel de expresién
de ESR1, por ende, las 11 muestras se clasifican dentro del tipo Luminal Las pacientes
podran responder a terapias adyuvantes de tipo hormonal.

FOXA1 La literatura menciona que FOXA1 es un marcador que suele estar ligado a la
expresion de ESR ya que refuerza la interaccién de ESR1 con la cromatina;'®' también
actiia como un factor de buen prondstico ya que su interaccion con ESR es necesaria
para que el tamoxifen pueda inhibir la proliferacion tumoral. Nosotros observamos que,
unicamente 2 de las muestras expresaron este marcador, lo cual descarta al tamoxifen
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como opcién terapéutica de eleccion en las pacientes restantes y empieza a genera un mal
prondstico para las mismas.

GATA3 GATA3 es un gen que se expresa normalmente en el epitelio luminal
mamario'®? y es sumamente importante en el desarrollo placentario, la hematopoyesis y la

? / s 4
% 18 o el cdncer de mama se ha documentado una estrecha relacién entre su

adipogénesis;
expresion y la expresién de ESR1% a través de un sistema autoregulador positivo; ademas,
se sospecha que su expresion disminuye el riesgo de que el tumor genere metastasis ya
que revierte la transicion epitelial-mesenquemial que es necesaria para dotar de actividad
metastésica a las células tumorales.'>® 1** También se ha observado que GATAS3 se expresa
en los tumores triple negativo, sin embargo, su funcién atin no esta del todo clara, aunque
se intuye que en dicho tipo de cancer de mama también actiia como un inhibidor de
metastasis. Aunque la gran mayoria de los tumores Luminales son positivos para la
expresion de este marcador, se han reportado casos en los que esto no se respeta y los
tumores, aunque positivos para ESR1, son negativos a GATA3 (Luminal subtipo B).%3
Nosotros encontramos que dentro de las muestras positivas (el 91 % son positivas a ESR1),
una (el 9%) es negativa a GATA3 y ademds es negativa a FOXA1 (muestra 846. Cuadro
7.4), lo cual nos sugiere que dicha muestra puede ser clasificada como Luminal B, mientras
que el resto se puede mantener dentro del tipo Luminal A.

TFF3 Los miembros de la familia Trefoil (TFF) son proteinas pequenas que co-expresan
con las mucinas en el tejido epitelial donde intervienen en la proteccion y reparacion de
las mucosas.'®® En el caAncer de mama, se observa que su expresién estd sumamente ligada
a la expresion de ESR1 aumentando en tumores bien diferenciados; hay sospechas de que
conforme avanza la patologia TFF3 favorece la metéstasis.'®® Nuestros resultados reflejan
que el 76 % de las muestras con presencia de CTCs presentan expresion de TFF3, con
excepcion de tres: 692, 798 y 846 (el 24 %).

XBP1 XBP1 es un gen cuya actividad se encuentra presente en la respuesta adaptativa
para la supervivencia de las células ante estimulos estresantes,'®” Este mecanismo es el
mismo que tiene lugar en los tumores mamarios, donde XBP1 estimula la supervivencia
y proliferacién de las células tumorales.'®® Su expresion suele estar fuertemente ligada a
la expresion de ESR1 y se piensa que ESR1 “recluta” al gen XBP1 para estimular su
propia transcripcién.!®® También se ha observado su activacién en cancer de mama triple
negativo, aunque suele ser poco frecuente. Los resultados del estudio permiten observar
que el 91 % de los positivos, salvo la muestra 765 expresan el gen XBP1, lo cual, por un
lado correlaciona con el perfil reportado en los estudios de Perou y permite explicar uno de
los mecanismos de proliferacion tumoral. Ahora bien, en el caso de la muestra 846 induce
a pensar en un mal prondstico ya que esta muestra no expresa los marcadores FOXA1 y
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GATA3 que son marcadores favorables, pero si expresa XBP1, lo que sugiere un fenotipo
agresivo que no responderd a la terapia con tamoxifen, tiene posibilidades de volverse
invasivo (al estar desactivado GATA3) ademas, tiene activa una via de supervivencia
celular, por lo que puede resistir a otras quimioterapias.

KRTS8 y KRT18 Estos marcadores corresponden a genes de citoqueratinas, que se
expresan en la porcion ductal de la mama y cuya funcién principal es la adherencia célula-
célula. En los procesos carcinogénicos, durante la adquisicion de la capacidad invasiva
mediante la transformacién Epitelial-Mesenquemial la expresién de estas se pierde,'®® por
lo cual pueden ser usadas como indicadores de capacidad invasiva del cancer de mama
tipo luminal. Observamos que en el 91% de las muestras positivas a la presencia de
CTCs, la expresion de estas citoqueratinas es positiva (al menos una de ellas), en todas
estas muestras el marcador GATA3 se mantiene activo, lo cual coincide con los reportes
documentales de que GATAS revierte la transformacion epitelial mesenquimal. Los casos
de las muestras 789 y 798 llaman la atencion, ya que en estos, aunque GATAS se encuentra
activo, se observa que las citoqueratinas no se estan expresando, lo cual podria indicar
un proceso invasivo favorecido por TFF3 patron presente en estas muestras. También se
observa que la muestra 846, recurrente de los marcadores anteriores no expresa KRTS
pero si KRT18, lo cual, unido a la ausencia del marcador GATA3 nos lleva a pensar que
una transformacién epitelial-mesenquemial podria estar teniendo lugar, con la respectiva
consecuencia que sugiere invasividad.

Asi, con la informacién obtenida desde el primer gen de este panel sabemos que las
11 muestras positivas pertenecen tienen como origen tumoral al grupo luminal. ademas,
con ayuda de los marcadores auxiliares podemos categorizar a 10 como pertenecientes al
grupo Luminal A con un buen prondstico en general; y a una sola muestra (la 846) como
perteneciente al grupo Luminal B y un mal prondstico.

8.2.2. Panel de deteccion correspondiente a cancer de mama
subtipo Basal

Con base en los estudios de Perou y Sorlie (2001), el cidncer de mama tipo basal
se caracteriza por no expresar ESR, en cambio presenta altos niveles de expresion de
citoqueratinas 5 y 17, lamininas y FABP7, nosotros, ademés anadimos otros 6 marcadores,
cada uno de los cuales tiene una utilidad para complementar la exploracion de la patologia
y que se fueron relacionando de lo particular a lo general. Dado que las muestras se han
categorizado como pertenecientes a una patologia del tipo luminal, es de esperarse que no
cumplan con los criterios de selectividad para formar parte del subtipo basal, sin embargo,
los genes contenidos en este panel atin pueden ser usados como auxiliares para el prondstico
de invasividad y resistencia de las células tumorales.
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LAMB1 En 1987 Iwamoto y colaboradores™ observaron que este gen es una proteina
de adhesion propia del basal del tejido epitelial, que en el ambiente tisular no patolégico
interviene en la adherencia de la célula al lecho del tejido; correspondiendo con estas
observaciones, Perou en 2001 determino que el gen es uno de los marcadores caracteristicos
de los carcinomas mamarios de tipo basal, por lo cual es de esperarse que en un carcinoma
mamario tipo luminal este marcador no esté expresado, en nuestros resultados vemos
confirmado esto ya que ninguna de las muestras expresé este marcador.

KRT5 Ya en 1988 Lersch y Fuchs'®! reportaron que la citoqueratina 5 se expresa como
proteina de adhesién en el epitelio escamoso estratificado, mas tarde, en 1989, Trask y
su equipo observaron que ésta citoqueratina se expresa en el epitelio basal de la mama,
curiosamente, en el estudio de Trask se reporta que la expresion de KRT5 es mucho mayor

1.192 Finalmente,

en tejido sano y disminuye hasta desaparecer en la transformacion tumora
Perou reporta, en 2001 que KRT5 se expresa en tumores mamarios de origen celular basal.
Por nuestra parte, en nuestros resultados observamos que KRT5 se expresa en una sola
de las muestras clasificadas como positivas a la presencia de CTCs, lo cual, al clasificarlas
como células tumorales circulantes de origen basal, concuerda con las observaciones de
Perou, y a medias con las de Trask, ya que, al ser células de origen luminal no deben
expresar este marcador selectivo para la zona basal. La expresion del marcador en una de
nuestras muestras es discordante con los estudios, ya que la muestra en cuestion expresa
todos los marcadores distintivos de la zona luminal y inicamente KRT5 de la zona basal, lo
que nos lleva a pensar en la heterogeneidad del tumor puede entrar en juego para explicar

este comportamiento anémalo.

KRT17 En 1990, Trask observo que la citoqueratina 17 se expresa en el tejido epitelial
basal de la mama;'? siguiendo esta linea, en 2001, Perou la establecié como un marcador
molecular especifico del cdncer de mama de origen basal.®® De acuerdo a lo anterior,
nuestras muestras clasificadas como positivas a CTCs de tipo luminal idealmente no
deberian expresar el marcador. Sin embargo, observamos que se presenta en 4 de las
11 muestras, pese a lo cual no cambiamos su clasificacién, debido a que cumplen con el
principal criterio de seleccién del subtipo luminal (la expresion de ESR1), y apenas con
dos criterios de importancia media para el subtipo basal; sin emabargo, esta decisiéon no
cierra la puerta a una posible heregoeneidad del tumor, simplemente nos lleva a pensar
que la principal poblaciéon tumoral es de origen luminal, pudiendo ocurrir que haya una
segunda poblacion de tipo basal.

FABP7 FABPT7 es un gen que se expresa de manera normal en las células basales del

163, 164

epitelio mamario, por lo cual, el hecho de que ninguna de nuestras muestras lo

expresen es congruente, dado que las mismas han sido categorizadas como pertenecientes al
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subtipo celular luminal A. Pese a que en los resultados obtenidos no se usa este marcador,
hay que mencionar que fue incluido en el panel como un auxiliar ya que, gracias a los
estudios de Shi y Wang, se sabe que este gen aumenta su expresion en los cancer de mama
de tipo basal y Basal-like, en los cuales ademaés juega un papel protector, ya que inhibe la

1163 v favorece la diferenciacién celular al mediér la via de sefalizacién

proliferacion tumora
JAK/Stat.'®® Por otro lado, se ha observado que en otras patélogias, como los melanomas
y los gliomas su sobrexpresién correlaciéona con una mayor proliferacién tumoral, lo que

conlleva a un mal pronéstico para los pacientes.'6

ITGS4 e ITGab6 Como se describié anteriormente, la mama se manetiene como
un organo en si misma gracias a una arquitectura que inicia su desarrollo desde el
periodo embrionario. Particularmente, las integrinas toman una gran importancia en la
morfogénesis de las estructuras mamarias, la expresion coordinada de ITGS4 e ITGab
conecta las lamininas de la membrana basal a la matriz extracelular anclandose a los
Hepidesmosomas del tejido mioepitelial dotando asi de polaridad y adhesion a las celulas
basales.'®” Sin embargo, en el cancer de mama, las células tumorales pierden su polaridad y
su organizacion estructural, esto debido a que el complejo ITG54/ITGab interacciona con
HER2 para favorecer la proliferacién y la capacidad invasiva tumoral.!%® %9 En el cancer
de mama Basal o Basal-like, se ha observado que la sobrexpresién de I'TG/4 interacciona
con CDH3 para aumentar la invasividad y agresividad del tumor.'”™ Finalmente, se tiene
constancia de que I'TGS4 cuando se combina con la accion de HER2 o EGFR promueve
resistencia a la quimioterapia con Tamoxifen y su accion combinada con NFx 1 provoca
resistencia a la radioterapia.!™ 2 De acuerdo a la investigacion documental que tenemos
y se ha resumido en los parrafos anteriores, se podria considerar la expresion del complejo
ITGB4/ITGab como marcadores de mal prondstico, sin embargo hay que tener en cuenta
algunos factores:

= Que estas interpretaciones son especificas para cancer de mama tipo basal, por lo
que no pueden ser usados para nuestras muestras, ya que fueron catalogadas como
pertenecientes al subtipo Luminal. El haber encontrado positivo la expresion del
complejo puede deberse a la presencia de células epiteliales de la membrana basal
pertenecientes al sitio de la puncién, donde tambien se expresa el complejo.

= En caso de que nuestras muestras fueran de tipo basal, el mal pronostico relacionado
a estos marcadores depende de una co-expresion con otros marcadores, no se da de
manera independiente, por lo que la interpretaciéon se debe realizar en base a la
expresion de HER2, CDH3 y EGFR.

= Finalmente, para el complejo de integrinas, su actividad como oncogenes viene dada
por su sobreexpresion, por lo que una interpretacién de cualitativa como la usada
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en este trabajo no es determinante para definir un mal prondstico en las pacientes
donde son detectadas.

Por lo anterior, la expresion de las integrinas en nuestras muestras no aporta informacién
concluyente para nuestros pacientes; ademas se sugiere que el complejo de integrinas no
se aplique en un panel de expresién absoluta.

Panel de deteccién correspondiente a cancer de mama Triple Negativo

La caracteristica descriptiva de este grupo de tumores mamarios es precisamente el
que no expresan los genes de Progesterona, HER2 ni ESR1. Nuestro estudio tiene dos
de estos tres genes contemplados: ESR1 y HER2, que fueron encontrados, sin exepcién
en todas las muestras donde se detectd la presencia de CTCs, y, dado que basta con la
presencia de uno solo de ellos para descartar a este grupo se puede afirmar que ninguna
de las muestras detectadas positivas tienen como grupo de origen tumoral al cancer de
mama triple negativo, que se conoce como el mas agresivo y con el peor pronostico.
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Capitulo

Conclusiones

El método propuesto, permite detectar muestras positivas a la presencia de Células
Tumorales Circulantes (CTCs) en una poblacion femenina abierta. Ademds, de poder
realizar una clasificacién de las mismas de acuerdo a su origen celular para asi proponer
posibles escenarios de evolucion de la patologia, y finalmente, predecir la respuesta a ciertos
tratamientos y por ende elegir la mejor estrategia terapéutica a seguir.
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Perspectivas

Se propone:

» Realizar un seguimiento epidemiolégico a las donadoras cuyas muestras fueron
positivas, para monitorizar su evolucién y constatar las predicciones arrojadas por
el proyecto, buscando brindarles atencion oportuna.

= Realizar un estudio de validacién y estandarizacion para este método, contrastando
los perfiles moleculares de sujetos sanos, pacientes con diagnodstico de cancer de
mama, y con otras afecciones benignas mamarias.

= Realizar un estudio control, para observar el comportamiento de las CTCs presentes
en sangre de pacientes con diagnéstico de cancer de mama, antes, durante y después
del tratamiento.
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HOSPITAL REGIGNAL 1o, OF OCTUERE

27 JUN. 2012

W
ISSSTE “Identificacién de Células Tumorales Circulantes, de Céncer de mama,

en mujeres clinicamente sanas, que acuden a donar sangre”.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

“Identiticacion de Células Tumorales Circulantes,. de Cancer de mama, en
mujeres clinicamente sanas, que acuden a donar sangre”.

Por favor, lea detenidamente la siguiente carta y témese el tiempo necesario para
decidir si estd de acuerdo o no, en participar en este proyecto. Pregunte libremente
cualquier duda que pueda tener, al personal médico que le haya proporcionado esta
informacion.

El proyecto de "Identificacion de células tumorales circulantes de cancer de mama, en
mujeres clinicamente sanas, que acuden a donar sangre "tiene como objetivo emplear
una prueba de laboratorio con la que se pretende demostrar que es posible identificar
genes que caracterizan a las células tumorales circulantes, en etapas subclinicas de
la enfermedad. El proyecto esta coordinado por la Dra. Maria del Rocio Thompson
Bonilla, personal adscrito al Laboratorio de Medicina Gendémica del Hospital “Regional
1° de Octubre". Este proyecto cuenta con la aprobacién de los Comités de Etica e
Investigacion del Hospital Regional “1° de Octubre". Estos Comités rigen a los
investigadores para que desarrollen sus estudios siguiendo siempre las pautas éticas
y legales aplicables.

Se me ha explicado, que mi participacion consistira en: 1) donar una muestra de 20
mL de sangre 2) saber que yo no realizare gasto alguno, 3) que no recibiré
ninguna remuneracién econémica por mi participaciéon en este estudio, 4) que
es responsabilidad del médico, el responder las preguntas que normalmente
realizamos en una consulta y 5) que los beneficios de éste estudio, no seran
inmediatos, sino a futuro.

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

1. Por la toma de sangre, un hematoma o morete y dolor en el lugar del piquete de la
aguja, que de ser necesario sera atendido por el personal medico del hospltal

3. Por la sangre, ninguna.

Asi mismo entiendo que me reservo el derecho de retirarme o retlrar mls muestras
biolégicas, en el momento que yo creyese conveniente, sin que esto afecte la atencién
medica que recibo o recibe mi familiar en el instiluto. Para la revocacién de su
consentimiento, debera dirigirse por escrito a la Dra. Maria del Rocio Thompson
Bonilla al Email: thompson_068@hotmail.com o al teléfono Tel. 51415300 a la
Extension 16610, de lunes a viernes de las 8:00 a las 14:00 h.

Ademas hago saber que se me ha preguntado, si consiento que mi mueslras

“bloldgmas sean empleadas en otros estudios relacionados con el cancer y para ello
=mis muestras seran almacenadas por un periodo de 15 afos, a -80° C, en los ultra-
t:congeladores del Servicio de Medicina Gendmica del Hospttal “Regional 1° de
QOctubre” del ISSSTE en México, DF., a partir de la toma de muestra y que pasado
= este tiempo sera desechada. ‘
gEl investigador principal, se ha comprometido a orientarme oportunamente sobre
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ISSSTE “|dentificacién de Células Tumorales Cir:ulantes, de Cancer de mama,
en mujeres clinicamente sanas, que dcuc len a donar sangre”.
CARTA DE CONSENTIMIENTO IIIFORMADO.

cualquier procedimiento alternativo-que pudiese ser w ntajoso para mi tratamiento, asi
como también a responder cualquier pregunta y a a:larar las duF!as que yo pla_nlee
sobre los procedimientos que se llevaran a cabo, lale:i, como los riesgos, bengﬁc:os o}
cualquier otro asunto relacionado con la investigaci¢n, corno por ejemplo orientar a
aquella participante en la que identificaramos los marcadores moieculare_s que
asocian con células tumorales circulantes; para que: (|uien no sea derechohabiente a
nuestra H. Institucién, pueda recibir la orientacion de las posibles instituciones a
donde podria dirigirse para su seguimiento y en cas.» de ser derechohabienle.'se le
asignara al servicio correspondiente para que s:¢ vigilada y tratada, segun se
requiera.

El investigador principal ha brindado las seguridades tle que no se me identificara en
las presentaciones, o publicaciones derivadas de los resultados del estudio y que los
datos relacionados con mi identidad seran manejacios con absoluta confidencialidad.
Para dar cumplimiento a lo anterior, el investigador empleara una base de datos con
mi informacién clinica , asi como las respuestas clel r:uestionario que se me aplicara,
con numero de folio y codigo de barras, sin emplear mi nombre y de esta forma
conservar mi anonimato.

Datos de los investigadores principales con los cuil:s usted puede comunicarse en
caso de dudas o preguntas relacionadas con el estucli.

Usted puede contactar al Dr. Ricardo Juarez Ocafia @l nimero telefénico 5141-5300
red 16555, al Dr. Jests Moreno Garcia al tel. 5141-£300 red 16635, al Dr. Francisco
Javier Alvarado Gay al nimero telefénico 5141-i300 red 16558, responsables
clinicos; con el Dr. Juan Antonio Gonzalez Barrios asesor del proyecto al numero
telefonico 5141-5300 red 16605 o con la Dra. Mar @ del Rocio Thompson Bonilla
responsable técnico del proyecto al numero telefdlico 51415300 en la extension
16610, con horario de lunes a viernes de 8:00 a 14:00.

ISSST
HOSPITAL REGIONAL fo. DE OCTUBRE
27 JUN, 2012

C
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ISSSTE “|dentificacién de Células Tumorales Circulantes, de Cancer de mama,
en mujeres clinicamente sanas, que acuden a donar sangre”.
CARTA. DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

He leido y entendido toda la informacion contenida en este consentimiento informado.
Todas mis dudas fueron resueltas a mi entera satisfaccion por lo que acepto que una
muestra de mi sangre, sea tomada para la realizacién del estudio molecular. Entiendo
que recibiré una copia de este documento y que al firmar este consentimiento
informado, no he renunciado a los derechos legales que tengo como derechohabiente,
en caso de serlo, por lo que autorizo la recoleccién de una muestra de mi sangre para
que sea incluida en este estudio.

Yo quiero donar una muestra de mi sangre.

Nombre:

Para que sea incluida en el estudio: “Identificacion de células tumorales circulantes de
cancer de mama, en mujeres clinicamente sanas que acuden a donar sangre"”

Firme aqui Fecha de la firma

Nombre del investigador Fecha de la firma Firma del investigador
Nombre del Testigo 1 y parentesco Firma del Testigo 1
Direccién del Testigo 1 Fecha de la Firma
Nombre del Testigo 2 y parentesco Firma del Testigo 2
Direccion del Testigo 2 Fecha de la Firma

ISSSTE

HOSPITAL REGIONAL 10. DE OCTUBRE
27 JUN. 2012
2015 /4
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Cartél para difusion del Proyecto

e\, . ISSSTE Hospital Regional "1° de Octubre"

Laboratorio de Medicina Genomica
§ Proyecto de Investigacion Aplicada

Identificacion de células tumorales circulantes
de cancer de mama en mujeres clinicamente
sanas que acuden a donar sangre

4

Por un d:agnost:co temprano
del cancer de mama

Tt puedes ayudar donando un poco de tu sangre
\\
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ARTICULO DE REVISION
Rev Esp Méd Quir 2014;19:45-51.

Células tumorales circulantes en
cancer de mama: un posible riesgo
biolagico

RESUMEN

El cdncer es una enfermedad que afecta a millones de personas en el mundo. Por
esto, la investigacion que se realiza dia a dia es extenuante. Sin embargo, atin
falta mucho por esclarecer. Hoy por hoy se sabe que, desde estadios muy tem-
pranos, un proceso neopldsico maligno puede desprender hacia la circulacion
sanguinea células con caracteristicas similares a las del tumor (células tumorales
circulantes, CTC) las cuales, cumpliendo algunas condiciones, pueden tener la
capacidad para anclarse a casi cualquier tejido sano, diferente al de su sitio de
origen, y asi generar un nuevo crecimiento tumoral (metdstasis). El objetivo de
esta revision es describir como se comportan estas células, asi como su identi-
ficacién, importancia clinica en el diagnéstico, prondstico y como agentes de
riesgo bioldgico en la terapia transfusional.

Palabras clave: CTC, cincer de mama, diagndstico molecular, hemotransfusion,

Circulating tumor cells in breast cancer:
a potential biological hazard

ABSTRACT

At the present time, cancer affects millions of persons worldwide. Due
to this fact, research in this area is thorough. Nevertheless, there are
many voids in knowledge. Today it is known that from early stages, a
neoplastic process can deliver cells to the bloodstream that have simi-
lar characteristics to the tumor cells (Circulating Tumor Cells, CTCs).
Given certain condition, these cells can anchor to almost any tissue
different to the original and generate a new tumor growth (metastasis).
The purpose of this revision is to describe the behavior, identification
and clinical relevancy in diagnosis and prognosis of these cells, as well
as a risk agent in transfusion therapy.

Keywords: CTCs, Breast cancer, Molecular diagnosis, Blood transfusion.
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El cancer es una enfermedad que se caracteriza
por un crecimiento sin control y diseminacion de
un determinado tipo de células en practicamente
cualquier sitio del cuerpo: pulmén, estémago,
higado rinén, etc.’

Especificamente, el cancer de mama es un tumor
maligno originado en los conductos o lobulillos
(Figura 1). A escala mundial se registran 411,000
muertes al ano a causa de esta enfermedad y se
estima que en los Gltimos 5 afios 4.4 millones
de mujeres han sido diagnosticadas con la en-
fermedad. La tasa de supervivencia del cancer
mamario varia mucho en todo el mundo, desde
80% o mds en América del Norte, Sueciay Japdn,
pasando por un 60% aproximadamente en los
paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores
a 40% en los paises de ingresos bajos.’ A partir
de 2006 el cancer mamario ha sido la segunda
causa de muerte general en mujeres de 30 a 50
aios; y la primera por cancer, desplazando al
cancer cérvico-uterino.’

Metastasis
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Figura 1. Historia natural del cincer de mama. En
su estadio incipiente se encuentra localizado en la
mama; sin embargo, desde esta etapa se produce la
diseminacion hematogena de células tumorales que
pueden tomar dos caminos. A) Células tumorales
diseminantes (CTD) las cuales se alojan en la médula
6sea y posteriormente se reproducen y diseminan
a otros tejidos coaccionando metastasis. B) Células
tumorales circulantes (CTC) que se desprenden del
tumor primario y originan metdstasis de forma directa.
C) La metdstasis es el resultado de la implantacién
de las CTD o CTC en el parénquima de un tejido
especifico.
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A través de varios estudios se ha determinado que
las células tumorales se desprenden del tumor
primario en las etapas iniciales de la progresion
maligna. De esta manera, las células liberadas
invaden capilares viajando por el torrente sangui-
neo; por ello se les conoce como células tumorales
circulantes (CTC). Al adherirse a las paredes de los
capilares y escapar del vaso sanguineo (extravasa-
cion) pueden establecerse en otro 6rgano diferente
al del tumor primario generando metastasis.* Sin
embargo, las CTC no se establecen en un lugar al
azar. Stephen Paget propuso, en 1889, la teoria del
suelo y la semilla, misma que sostiene que ciertas
células tumorales (semillas) tienen afinidad para
implantarse en las condiciones de un érgano en
particular (suelo), y cuando ambas condiciones se
dan se propicia la metdstasis.”

Identificacion de células tumorales circulantes

Las células tumorales circulantes (CTC) pueden
distinguirse de las células normales en sangre
periférica mediante sus caracteristicas fisicas y
biolégicas. Para ello se requieren de técnicas
sensibles y especificas que permitan su correcta
identificacion dado que la concentracion de CTC
en sangre periférica, incluso en pacientes con un
proceso metastdsico en curso, no supera el indi-
ce de una CTC por cada 107 células leucocitarias;
es por ello que la mayoria de los sistemas de de-
teccion consisten en una fase de enriquecimiento
seguida del proceso de deteccién en si mismo.®
Generalmente, podemos decir, que los sistemas
de deteccion se categorizan en dos tipos:

1. Técnicas basadas en la identificacion de
dcidos nucleicos.

2. Separacion de las células tumorales cir-
culantes (citometria).”

Técnicas basadas en dcidos nucleicos: aunque
la deteccion de alteraciones genéticas en ADN
presente en la circulacién sanguinea, tales como
mutaciones en protooncogenes, genes supresores
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de tumor o ADN metilado aberrante, pueden
emplearse como marcadores de ADN derivado
del tumor primario; la deteccion de ADN aso-
ciado con el tumor en el plasma puede deberse
simplemente a la presencia de ADN circulante,
sin indicar necesariamente la presencia de CTC ya
que el ADN libre tiene una vida media prolongada
en el plasma y puede ser detectable mucho tiem-
po después de que fue liberado por un derrame
en el tumor primario, haciendo que la deteccién
de ADN en sangre pueda reflejar meramente la
presencia de ADN libre y no de células tumorales
circulantes. Otro inconveniente es que, debido
a que los cambios como la metilacién del ADN
ocurren en los estadios tempranos del proceso
de tumorogénesis, tales anormalidades pueden
ser detectadas en ADN liberado de lesiones
displdsicas de pacientes que no tienen lesiones
neopldsicas. Asi pues, aunque la posible detec-
cién de CTC basada en ADN es prometedora, atin
tiene muchos retos que superar antes de poder ser
usada en la prdctica clinica.

Por otra parte, las técnicas de retrotranscripcion y
posterior amplificacion de ADNc a partir de ARN
permiten estimar indirectamente la presencia
de CTC al evaluar la expresion de marcadores
especificos de ARNm?® tales como CK19, MUCT,
Mam-A y antigeno carinoembrionario. Estos
marcadores, st se emplean en paneles, es decir,
un sistema de evaluacion de mds de un marca-
dor de manera simultanea, permiten elevar la
especificidad de la técnica.?

En definitiva, las principales ventajas de la reac-
cién en cadena de la polimerasa de marcadores
basados en ARNm son su gran sensibilidad y la
amplia gama de iniciadores disponibles aunadas
a la posibilidad de emplear dichos marcadores
no sélo para detectar CTC sino para hacer pre-
dicciones y prondsticos mediante el andlisis de
los marcadores expresados. Sin embargo, esta
modalidad también tiene limitaciones, entre las
cuales se incluyen:

ISSSTE

1. La propia inestabilidad del ARN que
hace necesaria la aplicacion de medidas
especificas durante los procesos de ex-
traccion, como son el almacenamiento
y la preparacion de la muestra.

2. Elriesgo de falsos negativos debidos a que
las CTC estén presentes pero no expresen
los marcadores a estudiar.

3. Falsos positivos provocados por una so-
breexpresion de marcadores en células
normales, contaminacion de la muestra
o transcripcion ilegitima de genes.

La técnica, al requerir la destruccién de las
células hace imposible su caracterizacion
morfolégica.®® También existen ventajas, como
por ejemplo; el uso de paneles con miltiples
marcadores y la creacion de nuevos y mejores
oligonucléotidos disminuyen la cantidad de
falsos positivos, mientras que los avances en la
técnica de reaccién en cadena de la polime-
rasa cuantitativa en tiempo real permiten una
mayor seguridad al diferenciar entre células
cancerigenas y no cancerigenas, estableciendo
qué valores de transcripcién corresponden a las
células tumorales.®

Métodos citométricos: incluyen una gran varie-
dad de técnicas basadas en inmunohistoquimica,
inmunofluorescencia in situ y citometria de
flujo.” Estos sistemas aislan la célula completa
permitiendo su caracterizacién morfolégica y
molecular.” A continuacién se mencionan algu-
nos de los mas utilizados.

1. Sistema CellSearch: se trata de un dispositivo
automatizado de enriquecimiento y deteccién
inmunocitoquimica desarrollado por laempresa
Veridex (N], USA). El sistema de enriquecimiento
usa particulas magnéticas marcadas con anti-
cuerpos dirigidos a las moléculas de adhesion
epitelial (EpCAM) que permite separar a aquellas
células que expresen dichos antigenos. Después
del enriquecimiento, las células capturadas
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son enfrentadas con anticuerpos fluorescentes
monoclonales contra leucocitos (CD45) y célu-
las epiteliales (citoqueratinas 8, 18 y 19), acto
seguido, se generan fotografias de las muestras
que pueden ser evaluadas por un analista ca-
pacitado.”'® Las CTC se definen como células
mononucleares con un perfil inmunolégico
CD45-/CK+.%"" Este método esta autorizado por
la FDA para ser usado en la deteccién de CTC en
pacientes diagndsticados con cancer metastasico
de mama, colon y préstata. La sensibilidad del
método se encuentra en el orden de hasta una
CTC por cada 7.5 mL de sangre periférica, este
dato ha sido evaluado y confirmado en varios
estudios realizados por distintas instituciones.”
El sistema también tiene sus desventajas, como
el exceso de tiempo gastado para la revision de
las imagenes y la necesidad de personal bien ca-
pacitado destinado a realizar dichas revisiones.
Ademds, en estudios recientes han reportado
que el genotipo “normal” del cancer de mama
invasivo (que representa aproximadamente 10%
de todos los casos) es tipicamente negativo para
la expresién de EpCAM y esto puede propiciar la
aparicion de falsos negativos en las determina-
ciones de CTC mediante el sistema CellSearch.™

2. Ensayo de microfiltrado en membrana: en este
método se aprovecha la diferencia de tamafo
entre las CTC y las células sanguineas normales.
Los filtros de policarbonato fueron los primeros
en desarrollarse y son relativamente eficientes,
baratos y sencillos de usar; recientemente se han
logrado fabricar microfiltros a base de parileno
C especializados en separar CTC. Después de la
separacion las células se someten a un proceso
de reaccién en cadena de la polimerasa directa-
mente en la membrana de filtrado. Aun no se han
reportado ensayos clinicos usando esta técnica
y tampoco tiene fecha de salida al mercado.””

3. Adna Test: la prueba Adna es otro sistema ba-
sado en enriquecimiento de CTC mediante el uso
de perlas con recubrimiento magnético; sin em-
bargo, a diferencia de CellSearch, el sistema usa

2015

Volumen 19, Ndm. 1, enero-marzo 2014

como blanco del sistema de captura una mezcla
de antigenos de superficie en lugar de uno solo.
Después del enriquecimiento inmunomagnético
el sistema extrae el ARNm que serd usado en una
subsecuente reaccion en cadena de la polimerasa
para determinar de manera indirecta el nimero
de CTC a través de la deteccidn de 3 marcadores
asociados: MUCT, HER2 vy la glicoproteina de
superficie GA733-2. Al combinar las técnicas
tradicionales de anticuerpos con la reaccién en
cadena de la polimerasa se obtiene sensibilidad
superior a la de CellSearch.”” Al dia de hoy el
sistema se comercializa en la Unidn Europea para
su uso en cancer colorrectal y de mama, pero no
ha obtenido la aprobacién regulatoria de la FDA
para su comercializacién en Estados Unidos.

4. CTC-chip: es un método en el cual una pla-
ca de micropostes cubiertos con anticuerpos
anti-EpCAM interacciona con una muestra de
sangre periférica anticoagulada del paciente
que se hace circular por la placa mediante un
sistema de flujo laminar; se produce un drea de
contacto mayor que se refleja en una recoleccion
de células EpCAM+ mis eficiente. Las CTC cap-
turadas son identificadas mediante microscopia
de fluorescencia: positivas para citoqueratinas y
negativas para el antigeno de superficie CD-45.
La sensibilidad del CTC-chip es mucho mayor
a la del sistema CellSearch debido a la mayor
superficie de contacto disponible y al lento flu-
jo de la muestra de sangre a través de la placa
(1-2 mL de sangre por hora). Ademds, atrapa
menos leucocitos obteniéndose rendimientos de
CTC superiores a 50% de las células capturadas,
en comparacién con el 0.1% de los sistemas
magnéticos.'"'* Este sistema atin no se encuentra
disponible en el mercado pues todavia esta en
fase de desarrollo 1

Ademas de los mencionados existen otros sis-
temas: EPISPOT, FAST, Citometria de Escaneo
Lasser entre otros, los cuales adn estan en desa-
rrollo y s6lo se emplean en investigacion clinica
y no se encuentran disponibles en el mercado.
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Valor diagnéstico

Las células tumorales circulantes (CTC) son uno
de los principales biomarcadores para el diag-
nostico y la terapia en el cdncer sistémico. Sin
embargo, la tecnologia para su deteccion ain se
encuentra en fase de validacién, especialmente
en el cdncer no metastdsico, hecho que en la
actualidad impide el uso clinico de las CTC
como marcadores diagndsticos. A la fecha so-
lamente se ha aprovechado su poder predictivo
para la evolucién del tratamiento y las recidivas.
Recientemente, en el 2013, se determind que el
andlisis de las células mononucleares obtenidas
por leucoféresis (LA) de sangre periférica permite
el enriquecimiento de CTC pues estas Gltimas
tienen una densidad similar a los mononucleares
y por lo general involucra el procesamiento de
toda la sangre circulante de un individuo. Con
esta aproximacion se han podido detectar CTC
en mas de 90% de los pacientes con céncer
de mama no metastasico, obteniendo aproxi-
madamente 100,000 CTC, con una media de
7.500 CTC por paciente, determinandose una
correlacion positiva entre el nimero de CTC con
la propagacién anatomica de la enfermedad. Se
ha propuesto que la aféresis se puede combinar
facilmente con el sistema CellSearch aprobado
por la FDA de Estados Unidos para la cuantifica-
cién de las CTC. La comparacién directa entre la
cuantificacién de CTC a partir de 7.5 mL de san-
gre total reveld un mayor poder de resolucién de
la aféresis combinada con la inmunodeteccion
por CellSearch para la evaluacién pronéstica de
pacientes con cancer de mama no metastasico.

Se han hecho mdiltiples aproximaciones diag-
nosticas de CTC en diferentes tipos de cancer y
la identificacién de ARNm que transcribe para
los genes mucina-1, citoqueratina 19, HER2 vy
mamaglobina A; estos son los mejores biomarca-
dores de CTC en pacientes con cancer de mama
y tienen su principal aplicacién en la evaluacién
del tratamiento y el prondstico de la enfermedad.
Asi, la mamaglobina tuvo con una sensibilidad

ISSSTE

de 80% y una especificidad de 100% mientras
que la mucina-1 tuvo una sensibilidad de 86%
y una especificidad de 100%. '

En estudios previos se ha demostrado que en la
etapa 1 de ciertos tipos de cancer se pueden
detectar CTC. Con base en éstos se realizé un
estudio en el cual se detectd que 19.3% (n = 88
pacientes) con cancer pulmonar en etapa |
presentaban CTC y en 2 de los 17 pacientes
positivos a CTC se evidenci6é metdstasis.'®

Valor pronostico

Un estudio prospectivo para evaluar la impor-
tancia prondstica de la deteccién de CTC en
pacientes con cancer de mama avanzado incluyé
80 pacientes con los siguientes criterios: muje-
res con diagnéstico histolégico de cancer de
mama, con evidencia de enfermedad metastasica
mediante estudios de imagen, empezando una
nueva linea de tratamiento o tratamiento para la
enfermedad avanzada, con un maximo de dos
lineas de tratamiento. Al inicio del estudio se
reportaron 49 pacientes que tenia > 5 CTC en
7.5 mL de sangre total. El nimero de referencia
de CTC se asoci6 con la supervivencia libre de
progresion (HR 2.5, intervalo de confianza del
95%: 1.2 a5.4). En la dltima extraccion de sangre
las pacientes con aumento o CTC persistente-
mente = 5 demostraron mayor riesgo estadistico
significativo de progresion que las pacientes con
CTC<5(HR 6.4, 1C95%: 2.8 a 14.6)."7

Diversos estudios han permitido estimar que
las CTC se encuentran en 70-100% de los pa-
cientes con metastasis, asi como en 46-71% de
pacientes con afectacion local. Ademads, se ha
observado que en estadios tempranos de cancer
pueden encontrarse, en promedio, 16 CTC en
20 mL de sangre.'®

En un estudio para evaluar el valor pronéstico

de las CTC en pacientes con cancer de mama
metastasico recién diagnosticado se demostré
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que 30.3% (n = 59) de las pacientes con enferme-
dad metastdsica de novo y 69.7% (n = 129) que
presentaron reincidencia de cancer de mama, asf
como 61.6% (n = 114) de las pacientes tenian
una concentracionde CTC <5 y38.4% (n=71)
de las que tenian una concentracion de CTC =5
(Figura 2). La mediana de supervivencia global
fue de 28.3 meses en las pacientes que tuvieron
<5 CTCpor cada 7.5 mL de sangre total y de 15
meses en pacientes con>5 CTC por cada 7.5 mL
de sangre total (p < 0.0001). Hecho que es inde-
pendiente de la expresion del receptor HER-2/
neu. Se reportd una supervivencia superior entre
los pacientes con CTC < 5 si el paciente tenia
reincidencia o si la enfermedad metastdsica era
de novo. Los pacientes con CTC = 5 tenfan una
relacién de riesgo de muerte de 3.64 (IC 95%:
2.11-6.30) en comparacion con los pacientes
con < 5 CTC (modelo multivariado).™®

Comentario (riesgo biologico)
En reportes previos se ha demostrado que las

CTC se encuentran presentes en pacientes con
estadios 1 de cancer de mama; sin embargo,

Etapa Diagnésticoy  Radioterapia
Quinirgico
[\
Valor \  Respuesta Valor
\ Terapéutica Prondstico
\ \
\
\\
\
\ \\ \\ _____
\\\ \\

Paciente Normal 1 2 3 a Recidiva
Estadio Tumoral

Figura 2. Curso temporal de las células tumorales
circulantes y su valor clinico. Evolucion natural de
las CTC desde los estadios tempranos del cancer de
mama hasta estadios tardios. En los paises en vias
de desarrollo el diagndstico del cancer de mama se
realiza en estadios 2 y 3 que se caracterizan por alta
concentracion tanto de células tumorales circulantes
como de células tumorales diseminantes.
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alrededor del mundo la gran mayoria del diag-
nostico temprano de esta enfermedad se realiza
en estadios 2 o 3, por lo que las pacientes no
diagnosticadas que se encuentran en etapa
subclinica pudiesen ser admitidas por los ser-
vicios de banco de sangre como donadoras
clinicamente sanas y las CTC presentes en los
concentrados globulares provenientes de éstas
pacientes podrian estar siendo transferidas a
pacientes sanos, tanto hombres como muje-
res. Aunado a esto, la realizacién de pruebas
cruzadas asegura que estas CTC tengan un
nicho adecuado para su desarrollo y pueden
ser un factor condicionante y desencadenante
de cancer metastasico de origen desconocido.
La estabilidad y viabilidad de las CTC en los
concentrados globulares sin desleucocitar de-
pende de las condiciones de almacenamiento
y del tiempo que transcurre entre la extraccion,
separacion y trasfundicion de los paquetes
globulares.” Quizd en esta parte habria que
agregar porqué las pruebas cruzadas garantizan,
lo que se propone en el texto, fundamentandolo
en la base de la técnica, es decir, qué son las
pruebas cruzadas.

DISCUSION

La cuantificacion de las CTC ha demostrado su
utilidad como valor pronéstico, como marcador
de la supervivencia en pacientes con cancer de
mama. El futuro del diagnéstico de CTC es el
andlisis molecular, aunque adn se encuentra en
desarrollo y depende de ensayos de aislamiento y
purificacion que generen mayores cantidades de
CTCYy, por lo tanto, una mayor cantidad del ADN
tumoral, ARN mensajero tumoral y micro-ARN
tumoral que faciliten la realizacién de técnicas de
biologia molecular encaminadas al diagnéstico e
identificacion de las CTC, que las discriminen de
las células leucocitarias contaminantes.

En estudios previos se ha demostrado que las
proteinas de enriquecimiento inmunomagnético
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utilizadas en las pruebas de deteccion de CTC
(CellSearch), basada en la expresion de EpCAM,
arrojan falsos negativos ya que ésta no se expre-
sa en todos los subtipos de cancer de mama.”
Sin embargo, al utilizar la proteina CD146 se
aumenta la sensibilidad para la deteccion de
CTC negativas a EpCAM.* Este hecho es comtn
a una gran cantidad de tumores cancerigenos,
por lo que se hace indispensable contar con
un conjunto especifico de biomarcadores que
identifiquen a cada tipo de cancer.

En el futuro la correcta purificacion y aislamiento
de las CTC permitird desarrollar los tratamientos
anti-microARNSs y tenerlos disponibles para su
uso terapéutico en el cancer de mama. Es muy
probable que algunos de estos microARNs tu-
morales sean detectables en la circulacién, lo
cual podria simplificar y establecer las pruebas
de farmacos encaminados a suprimir o a activar
la maquinaria mirnémica con finalidad farma-
coterapéutica.
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Protocolos de trabajo

88




Origen tumoral Jorge Rodriguez-Gallegos

D.1. Protocolo de extraccion de RNA de células
nucleadas
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D.2.

Protocolo de Retrotranscripcion

RTCAMA P20
Fecha

lezcla para hibridizacié, Reacciones
Reactivos 1 X
PCR buffer 10X 2 #iVALOR!
MgCl2 50 mM 1 #iVALOR!
dNTP mix 10mM 1 #iVALOR!
DTT0.1 M 2 #iVALOR!
H20 inyectable 1 #iVALOR!
Total 7 #iVALOR!

7 uL
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D.3. Protocolo de PCR en Tiempo Real para -actina

PCR para el gen constitutivo 3 actina
CaMa RT 16 diluido 1:5

Preparar la siguientes mezcla de reaccion

Reactivos 1 Rx 4 Rx

H20 18 72 18
Buffer del PCR 10X | 2.5 10 25
MgCl2 50mM 0.75 3 0.75
dNTP mix 10mM 0.5 2 0.5
Oligo F (10 uM) 0.5 2 0.5
Oligo R (10 uM) 0.5 2 0.5
Taq Platinum 0.25 1 0.25
cDNA 2

Vol Total 25 92 23 |

Adicionar 23 L en cada tubo de reaccion y 2 uL de cDNA

Tamano esperado ~250 pb
Protocolo de termociclado

Ciclo Proceso T° Tiempo
1 Desnat 94 5 min
Desnat 94 30seg
35 Alin 55 30seg
Ext 72 13 seg
1 Ext final 72 5 min
Mantenimiento 4 inf
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D.4. Protocolo de PCR en tiempo real para el panel de deteccién de

CTCs

Protocolo para gPCR con Kit EXPRESS qPCR Supermix Universal (invitrogen) 2204115
PLACA 11

Preparar la siguiente Mezcla de reaccidon (suficiente para el nimero de reacciones programadas +1 de cada sonda)

Reactivo
FCR Mastarhix 2x Hs00000203_m1
Fluorescent primer (Sonda) Hs00170433_m1 FAM
Agua GBM cbp Hs01588578_m1 FAM
Vol. MIX (L Hs00935348_m1 FAM
Vol.
Vol. Final
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1211 1268 1268 | 1478 wre | 148 1486
Frograma de ciclado en equipo To00HT:

Cubrir la placa con film dptico y dar un Push
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