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RESUMEN

INTRODUCCION. La evaluacion de los receptores estrogénicos beta (ERB) no se
realiza en el abordaje convencional de las pacientes con cancer de mama. Durante
mas de 30 afios se ha determinado Unicamente la presencia de los receptores
estrogénicos alfa (ERa) y de progesterona como factores pronostico y predictivo.
En la actualidad sabemos que hasta un 30 a 40% de los tumores que de acuerdo
con su estatus hormonal expresan receptores hormonales positivos, no responden
a la terapia endocrina, sin poder explicar de forma clara este suceso, incluso, hasta
un 10% presentan recaida durante el tratamiento. Por otro lado, se ha observado
que pacientes que muestran un estatus hormonal negativo se benefician del
tratamiento hormonal, lo que ha servido como base para el desarrollo de multiples
estudios tanto en lineas celulares, tejido frescos congelado, como en tejidos
conservados en bloques de parafina, en los que se ha tratado de identificar la
presencia de ERB y correlacionarlos con las caracteristicas clinico-patoldgicas. Sin
embargo, el receptor de estrogenos beta presenta 6 isoformas, cuya ausencia o
presencia en el tejido tumoral pudieran explicar la falta de correlacién entre el
estatus hormonal y la respuesta al tratamiento que se ha reportado en muchos
casos. En este contexto, en la mayoria de las investigaciones enfocadas en la
identificacion de isoformas del ER[, se ha buscado principalmente las isoformas 1
y 2, y los estudios se han realizado mayormente en lineas celulares. OBJETIVO:
Identificar el perfil de expresion génica de las 6 isoformas del receptor estrogénico
tipo B en pacientes con cancer de mama invasor, unilateral, tratadas con cirugia de
forma inicial en el Instituto Nacional de Cancerologia. METODOLOGIA: Estudio
descriptivo, retrospectivo, pacientes diagnosticas con cancer de mama invasor,
unilateral, tratadas de forma inicial con cirugia, del 01 de enero al 31 de diciembre
de 2012, en el Instituto Nacional de Cancerologia; y cuyas muestras de tejido
tumoral conservadas en bloques de parafina y en cantidad suficiente para el
estudio. La expresion génica de las seis isoformas del ER[B se realizo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, a partir de las muestras de
tejido. RESULTADOS. Se incluyeron un total de 40 tejidos de pacientes con

diagnoéstico de cancer de mama que cumplieron los criterios de inclusion. La edad



promedio de las pacientes fue de 54 afios con un rango de 29 a 73 afios, IMC
promedio de 28.38 + 5.45. Con respecto a las caracteristicas patoldgicas el tamafio
del tumor tuvo un promedio de 20.85+9.36 mm, con axila patologica positiva a
macrometastasis en 13 pacientes (13/40); con respecto a las etapas patoldgicas,
16 fueron IA, 17 IIA y 5 IIB, mientras que 2 se identificaron como etapa IlIA. La
estirpe mas frecuente fue el Ductal (38/40), el grado histolégico mas frecuente fue
el G2 con 17/40, presentaron permeacion linfovascular 14 pacientes, receptores
estrogénicos mas de 20% en 36 pacientes, y receptores de progesterona mas de
40% en 28 pacientes. Con base en el perfil molecular, el HER -2 se sobreexpresé
en 6 pacientes, 34 fueron luminal, y ninguno result6 triple negativo. Todas las
pacientes fueron seguidas durante al menos 48 meses, tiempo en el cual se
presentaron 4 recurrencias: una local, dos locorregional y una a distancia, con un
fallecimiento. El periodo libre de enfermedad fue de 51+7 meses, con una sobrevida
global de 62.54+£3.82 meses. Resultaron positivas de las 40 pacientes para la
expresion de las diferentes isoformas: 31 pacientes para B1 (77%), 23 para 32
(57%), 12 para 33 (30%), ninguna para 34, 26 para 35 (65%) y 2 para 36 (5%). La
expresion relativa promedio de cada una de las seis isoformas en estas pacientes
fue la siguiente: 6.38 para 31, 3.37 para 32, 1.25 para 33, 0.05 para 34, 6.2 para
5y 6.26 para 36. CONCLUSIONES: En pacientes con cancer de mama invasor,
unilateral, tratadas de forma inicial con cirugia, las isoformas que mostraron mayor
expresion génica en el tejido tumoral fueron 1, 32, y R5 del total de nuestra
poblacion. Es importante sefialar que la mayor expresion génica de la isoforma 5
correspondio al perfil molecular de HER-2 sobreexpresado. Este hallazgo permitira
realizar la busqueda intencionada por inmuhohistoquimica de estas isoformas
mayormente expresadas, Yy sienta las bases para futuros estudios en los que se
evalle el papel prondéstico y/o predictivo de la presencia de las isoformas 31, 32 y
35; y la nula o muy baja expresion de las isoformas 33, 34 y 36.
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INTRODUCCION



1.1. Antecedentes

La evaluacion de los ER no se realiza en el abordaje convencional de las pacientes
con cancer de mama, durante mas de 30 afios se ha determinado Unicamente la
presencia de los ERa y de progesterona, como factores pronéstico y predictivo. En
la actualidad sabemos que hasta un 30 a 40% de los tumores que de acuerdo a su
estatus hormonal expresan receptores hormonales positivos no responden a la
terapia endocrina, sin poder establecer de forma clara este suceso.! Si bien no es
del todo claro el papel que juegan los ERB en el cancer de mama, en los Ultimos
afios se han realizado avance importantes tanto a nivel de los mecanismos de
accion de los estrégenos, como de su expresion en tejido tumoral, que apuntan
hacia una funcion clave de estos receptores en el desarrollo de células tumorales y

en los resultados de las terapias hormonales.

Cowley et al. en 1997 demostraron que la afinidad de los dimeros ERa-ERa y ERa-
ERB1 por los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en el DNA es mayor que
la afinidad que muestran los dimeros ERB1-ERB1, requiriendo en estos casos la
unioén del ligando para que los complejos receptor-ligando puedan interactuar con
los ERE en el DNA.? Sin embargo, ERB2 puede formar heterodimeros con ERa o
ERpB1 sin la necesidad de unirse con su ligando, pudiendo inhibir la union de ERa y
ERB1 a los ERE. Esto plantea la posibilidad de que ERB2 actue como un modulador
funcional de ERa y ERB1.3

Se desconoce el grado de expresion de estos receptores en el tejido mamario
normal, se sabe que la expresion génica del ERa esta incrementada en el cancer
invasivo de la glandula mamaria, mientras que el ERpB lo esta en tejido mamario
normal. Se ha sugerido que existen cambios en la expresién génica de los
receptores estrogénicos ERB1, ERB2 y ERB5 durante los inicios del desarrollo del
cancer, con predomino en la expresion de los ERB2 y ERB5. Por otro lado, se ha
propuesto que la expresion del ERB1 tiene una relacion inversa con el nivel de
malignidad del tumor y el grado de inflamacién, mientras que el ERB2 se eleva

significativamente con el grado de infiltracion de linfocitos en el tejido tumoral.*



Se ha investigado la posible asociacién entre los niveles de mRNA del ERB con
algunos parametros clinicos del cancer de mama. Aunque sigue siendo motivo de
controversia, la mayoria de los reportes sefialan que un incremento en la expresion
del gen del ERB1 se correlaciona significativamente con un buen prondstico, y que
la expresion tiende a disminuir durante la progresion de esta enfermedad,®%81 por
ejemplo, Jarvinen et al., en el 2000 publicaron un andlisis de 92 especimenes de
pacientes con cancer de mama de los cuales 55 tumores presentaban positividad
para el ERB, y éstos a su vez se relacionaban de forma estadisticamente
significativa con ganglios negativos, grado histolégico bajo y pacientes en estado
premenopausico, por lo que Jarvinen et al. concluyeron que los tumores ERP
positivos se asocian con caracteristicas biolégicas menos agresivas, que
tedricamente responderian mejor a la terapia hormonal y que el ERB podria ser un

factor predictivo independiente.!

Huang et al., en el 2014 mostraron que el 32% del cancer ductal expresa receptores
de estrogeno beta tipo 2, de los cuales el 83% correspondid a pacientes
postmenopausicas, también mostraron que hay una diferencia marcada entre el
cancer ductal y el lobulillar en cuanto a la expresion del receptor beta, sugiriendo
gue el tamoxifeno podria ser mas efectivo en el cancer en etapas tardias vs
tempranas cuando la estirpe es lobulillar, asi como un papel por mucho mas
potencial en la prevencion del cancer ductal in situ para la conversién a carcinoma
invasor en tejido que expresa el receptor beta.® Dentro de su revisién encontraron
expresion de no mas del 10% de receptores beta en las areas de tejido normal,
mientras que el tejido canceroso 80% mostraba expresion para este receptor. En
todas las areas donde se expreso el receptor 2 estaba lleno de colageno denso y
los ndcleos celulares expresaban factor 1 inducible por hipoxia (HIF1A). La
expresion del receptor B2 no esta limitada solo a células malignas sino a la zona
estromal y células endoteliales. En el cancer ductal invasor de alto grado no se
expresaron receptores alfa ni beta, en el lobular de alto grado se perdi6 la expresion
del receptor beta y la expresion del receptor alfa, mientras que el Ki-67 se mostro

muy abundante.®



Por otro lado, en relacién con la proporcion ERa/ER[, también se ha correlacionado
con la resistencia a los diferentes tratamientos, no solo hormonales sino citotdxicos.
En lineas células donde se tiene una proporcion ERo/ERB alta con una
sobreexpresion del ERB, se ha visto que la accidon del cisplatino (CDDP) se ve
incrementada tanto en la apoptosis como en la produccion de estrés oxidativo, es
decir la sobreexpresion del ERB incrementa la sensibilidad al CDDP por las células.®
La inhibicion del receptor ERpB en la linea célular T47D incrementa la eficacia del
tratamiento con tamoxifeno, con aumento en la produccion de estrés oxidativo y
apoptosis; mientras que en la linea célular MCF-7 la sobreexpresion de ERB mostro
una mejor respuesta al tamoxifeno con un incremento en la muerte celular y
autofagia. Asi mismo Razandi et al. en el 2013, evidenciaron que la presencia de
ERPB en la mitocondria podria mejorar la respuesta al tamoxifeno en el cancer de

mama resistente a este tratamiento.1°

Al-Bader et al.!! estudiaron la expresion de distintas variantes de procesamiento del
ERa y distintas isoformas del ER en siete lineas celulares de cancer de mama, tres
de las cuales se conoce que son ER positivos de acuerdo con la literatura (MCF7,
T-47D y ZR-75-1), y cuatro se reportan como ER negativos (MDA-MB-231, MDA-
MB-453, SK-BR-3 y HCC1954). Los investigadores encontraron que el ERa se
expreso en las lineas celulares ER positivos y en algunas lineas ER negativos. Por
ejemplo, las variantes 3, 5 y 7 del ERa se expresaron en las lineas celulares MCF7
y T-47D (ER positivos), mientras que las variantes 5y 7 fueron detectadas en células
ZR-75-1 (ER positivos), MDA-MB-231 y HCC1954 (ER negativos). Con respecto al
ERB, este grupo demostré que el ERB1 se expreso en todas las lineas celulares
estudiadas, el ERB2 se expreso en todas las lineas celulares ER positivos y en
algunas ER negativos (MDA-MB-231, MDA-MB-453 y SK-BR-3). Las lineas MCF7,
ZR-75-1, MDA-MB-453, HCC1954 y T-47D expresaron la variante ERB5. Esto
demuestra que, en estas lineas celulares de cancer de mama, las cuales son
ampliamente utilizadas en investigacion y que se conocen como ER negativos,
expresan ARN mensajero y proteina correspondientes a genes de receptores

estrogénicos alfa y/o beta. Asimismo, pone en evidencia que nuestro entendimiento



sobre la expresion génica de las distintas variantes o isoformas de los receptores

estrogénicos a nivel funcional requiere de més investigacion.



1.2. Planteamiento del Problema

En el abordaje del cancer de mama se realiza de forma rutinaria la basqueda de la
expresion de receptores de estrégenos alfa (ERa) y de progesterona, ya que esto
no solo es un factor prondstico, sino que ademas es un factor predictivo, sin
embargo se ha observado que hasta un 30 al 40% de las pacientes que muestran
un estatus hormonal positivo no responden al tratamiento enddécrino, incluso hasta
10% presentan recaida durante el mismo, de la misma forma se ha observado que
pacientes que muestran un estatus hormonal negativo se benefician de tratamiento

hormonal.

Lo anterior se ve respaldado por investigaciones mayormente realizadas en lineas
celulares de cancer de mama, donde se ha encontrado que estas lineas a pesar de
ser identificadas como ER negativas, expresan RNA mensajero y proteinas

correspondientes a genes de receptores alfa y/o beta.

Con base en estas observaciones es posible plantear que las diversas respuestas
al tratamiento que se han observado en la practica clinica y en la literatura pudieran
estar influenciadas por la presencia o ausencia de las diferentes isoformas del

receptor de estrégeno tipo beta.

El presente estudio es el primero en el que se propone identificar la expresion de
las seis isoformas del ER[ en tejido tumoral de glandula mamaria, y el primero que
se realiza en una poblacion de pacientes mexicanas con diagnéstico de cancer de

mama.

1.3. Pregunta de Investigacion

¢ Es posible que los tumores de pacientes con cancer de mama invasor, unilateral,
con tratamiento inicial quirdrgico, expresen distintas isoformas del receptor

estrogeénico tipo beta?



1.4. Justificacion

La evaluacion de los ERB no se realiza en el abordaje de las pacientes con cancer
de mama, no existe trabajo previo que haya analizado las diversas isoformas de
este receptor, ni en tejido fresco congelado, en espécimen de bloques de parafina
y/o en lineas celulares. Las isoformas mas estudiadas son la 31 y 32 sin poder
concluir el papel que juega su presencia o ausencia en el desarrollo del cancer o en
la respuesta al tratamiento. Algunos autores han concluido que la expresion de
estas isoformas se relacionan como factores de buen prondstico en tumores de
menor tamano, axilas negativas y tumores de bajo grado; otros han documentado
gue la presencia de la expresion del receptor beta incrementa la respuesta a los
tratamientos con aumento del estrés oxidativo y la apoptosis, esto en lineas
celulares, asi mismo se ha documentado la expresion de estos receptores en lineas
células altamente conocidas con estatus hormonal negativo, por lo que se plantea
que las pacientes con perfil molecular triple negativo pudieran beneficiarse de

tratamientos hormonales.

Por lo anterior, este trabajo tiene como objetivo identificar la expresion génica de las
diferentes isoformas del receptor de estrégeno tipo beta en pacientes con cancer de
mama tratadas inicialmente de forma quirdrgica. Esperamos que una 0 mas de las
isoformas de este receptor se expresen en el tejido tumoral, con lo cual se podria
justificar la busqueda dirigida de una o mas isoformas por inmunohistoquimica, y
finalmente determinar si la presencia o no del ERP tiene un impacto prondstico o

predictivo en el abordaje de las pacientes con cancer de mama.



1.5. Objetivos

Objetivo General

Identificar el perfil de expresion génica de las isoformas del receptor estrogénico
tipo B en pacientes con cancer de mama invasor, unilateral, tratadas con cirugia de

forma inicial en el Instituto Nacional de Cancerologia.

Objetivos Especificos

1) Identificar las caracteristicas demograficas de las pacientes con cancer de
mama cuyo tejido expresa una o mas de las isoformas del ER.

2) ldentificar las principales caracteristicas del tumor de las pacientes cuyo
tejido expresa una o mas de las isoformas del ER[3.

3) Estandarizar la metodologia para la identificacion de la expresion génica de

las isoformas del receptor estrogénico tipo beta.



1.6. Hipétesis

Hipoétesis de Investigacion

El tejido tumoral de pacientes con diagnéstico de cancer de mama invasor,
unilateral, tratadas con cirugia de forma inicial, puede expresar una o mas de las

isoformas del receptor de estrogenos tipo beta.

Hipo6tesis Nula

El tejido tumoral de pacientes con diagndstico de cancer de mama, invasor,
unilateral, tratadas con cirugia de forma inicial, no expresa las isoformas del receptor

de estrdégenos tipo beta.
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2.1. Cancer de Mama. Generalidades.

El cancer de mama es la primera causa de muerte en las mujeres, y la segunda
causa de muerte mas comun a nivel mundial, con una incidencia registrada en el
2012 de 1,671,149 casos y una mortalidad de 521,907. En paises en vias de
desarrollo se presentaron 883,000 casos nuevos mientras que en los paises
desarrollados 749,000, con un incremento en la incidencia global anual de 0.5%. En
México segun el reporte Globocan 2012, se presentaron 20,444 nuevos casos con
una mortalidad de 5,680.%2 En el Instituto Nacional de Cancerologia, de 2007 a 2013
se reportaron 5,500 nuevos casos de cancer de mama, de los cuales 4,300 fueron
analizados por Mohar et al., quienes encontraron en este grupo, una edad promedio
de 52 +£12 afios, el 15.3% (645) correspondieron a pacientes menores de 40 afios,
41% en sobrepeso y 30% con obesidad. El 48.8% fueron premenopausicas, 36.6%
en etapa Il, 36.2% en etapa lll, la histologia mas frecuente correspondio a estirpe
ductal en el 85.1% de los casos, grado histolégico alto en el 51.3%, y con receptores
hormonales positivos y HER-2 negativo en el 60.7%, mientras que los triples

negativos se encontraron en el 16%.13

Existen diversos factores de riesgo relacionados con la presentacion del cancer de
mama, entre éstos podemos mencionar los factores biolégicos como el sexo
femenino, la edad (a mayor edad mayor riesgo), el antecedente personal o familiar
de cancer de mama, el antecedente de hiperplasia ductal atipica, el carcinoma
lobulillar in situ, una vida menstrual mayor a 40 afios, la densidad mamaria, ser
portadora de los genes BRCA1 y BRCAZ2; factores ambientales como la exposicion
a radiaciones ionizantes; factores relacionados con el estado reproductivo como la
nuliparidad, primer embarazo a término después de los 30 afios, el uso de terapia
hormonal de reemplazo; y finalmente los factores de riesgo relacionados con el
estilo de vida como la alimentacion rica en carbohidratos, baja en fibra, alta en
grasas, la presencia de obesidad, el sedentarismo, el consumo de alcohol y el

tabaquismo.**

La asociacion del riesgo incrementado de cancer de mama con niveles hormonales

circulantes se ha analizado en diversos estudios, como fue demostrado en un



trabajo publicado en 1997 en el cual se reporta un reanalisis de 51 estudios
epidemioldgicos que incluyd a 52,705 pacientes con cancer de mama, y 108,411
pacientes sin cancer de mama usuarias de terapia hormonal de reemplazo, en la
que se demostré un riesgo mayor asociado al uso de la terapia hormonal de
reemplazo e incrementado aun mas de acuerdo con el tiempo de uso (5 afios vs 10

afios).1®

Asi mismo la asociacion del cancer de mama con el peso de las pacientes ha sido
objeto de investigacion por multiples autores, como quedd demostrado en el 2010
por van den Brandt et al.!®, quienes analizaron la grasa corporal y la mala
alimentacion en pacientes con cancer de mama, entre sus hallazgos se encuentran
una alta prevalencia de sobrepeso y obesidad, con una asociacién positiva del
cancer de mama y el peso en pacientes postmenopdausicas, con riesgo relativo
estadisticamente significativo; por ejemplo el riesgo relativo para pacientes de 80 kg
0 mas, comparado con las pacientes de 60 kg o menos fue de 0.58 en pacientes
premenopausicas, mientras que dicho valor fue de 1.25 para pacientes
postmenopausicas, dejando claro que la asociacion del peso y el cancer de mama
se establece de acuerdo con el estado menopausico de la paciente.'® Lo anterior
podria deberse a que en las pacientes obesas postmenopausicas los niveles de
estrogenos se encuentran entre un 50 y 100% mas elevados que en las

postmenopausias con peso normal.®

El cancer de mama es una enfermedad muy compleja con caracteristicas biol6gicas
diversas y responsables de las multiples presentaciones clinicas y modalidades de
tratamiento. El analisis extenso del genoma de las lineas celulares cancerosas de
mama ha permitido establecer o identificar subtipos intrinsecos de esta patologia,
los cuales pueden ser identificados con base en los resultados de pruebas
moleculares como PAM-50 o MammaPrint/BluePrint, sin embargo, en la practica
clinica la pregunta no es como subdividir este tipo de cancer de acuerdo con la
biologia molecular, sino definir qué pacientes se beneficiaran o no de ciertas

terapias en particular.t’



2.2. Estadificacion del cancer de mama.

De acuerdo con la AJCC en su 72 edicion, el cancer de mama se estadifica y se

establece su etapa clinica segun los criterios que se muestran en las Tabla 1y 2.18

Tabla 1. Criterios para la estadificacion del cancer de mama segun la
AJCC en su 72 edicion.

Tumor primario (T)

X Tumor primario que no puede ser evaluado
T0 Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinomain situ

Tis CDIS Carcinoma ductal in situ

Tis LCIS Carcinoma lobular in situ

Tis Paget Enfermedad de Pagget no asociado a carcinoma invasor o in situ ( CDIS Y/O
LCIS) en el parénquima mamario.

T Tumor £ 20 mm en su mayor dimension
T1mi : tumor £ 1 mm en su mayor dimension
T1a : tumor > 1 mm pero = 5 mm en su mayor dimensién
T1b : tumor > 5 mm pero < 10 mm en su mayor dimension
T1c : tumor > 10 mm pero = 20 mm en su mayor dimensioén

T2 Tumor > 20 mm pero < 50 mm en su mayor dimension
T3 Tumor > 50 mm en su mayor dimensién
T4 Tumor de cualquier tamano que se extiende a la pared toracica y/o a la piel (

ulceracion o nédulos)

T4a : extension a la caja toracica, no incluye solo la adherencia/invasién al
musculo pectoral.

T4b : ulceracion y/o nédulos satelitales ipsilaterales y/o edema ( incluye piel de
naranja) de la piel, sin cumplir criterios para carcinoma inflamatorio.

T4c : ambas T4a + T4b

T4d : carcinoma inflamatorio

Ganglios linfaticos regionales (N)

Nx Los ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados

NO No hay metastasisen ganglios linfaticos regionales

N1 Metastasis a ganglios linfaticos axilares ipsilaterales delnivel | y Il. Moviles.

N2 Metastasis en nivel | y Il de ganglios linfaticos axilares, clinicamente detectados.

Ganglios en la mamaria interna ipsilateral en ausenciade metastasis
ganglionares linfaticas axilares por clinica.

NZ2a : metastasis a ganglios linfaticos axilares nivel | y Il ipsilaterales, fijo a otra
estructura u otras estructuras.

N2b: metastasis detectadas inicamente porclinica en la mamariainterna
ipsilateral en ausencia de metastasis en ganglios linfaticos axilares en nivel | y ||
por clinica.

N3 Metastasis a nivel lll axilar, infraclavicular ipsilateral con o sin involucro de
ganglios axilares nivel | y Il o detectados clinicamente en la mamariainterna con
evidencia clinica de metastasis a ganglios axilares ipsilaterales nivel | y Il o
metastasis a ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales con o sin involucro
de los ganglios linfaticos de la mamariainterna o axilares.
N3a : metastasis a ganglios linfaticos infraclaviculares ipsilaterales.
N3b : metastasis a ganglios linfaticos a la mamariainterna ipsilateraly ganglios
axilares.
N3c: metastasis a ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales.

Metastasis (M)
MO Sin evidencia clinica o radioclogica de metastasis a distancia.

cMO(i+) Sin evidencia clinica o radiolégica de metastasis a distancia, no mas de 0.2 mm
en pacientes sin signos ni sintomas de metastasis.

M1 Metastasis detectable a distancia determinado por clinica o radiolégica y/o
histolégicamente mayor de 0.2 mm.



Tabla 2. Criterios para establecer la etapa clinica del cancer de
mama segun el TNM de la AJCC en su 72 edicion.

Etapa Clinica AJCC Tumor Ganglios  Metastasis
0 Tis NO MO
IA T NO MO
B TO N1mi MO

T N1mi MO

A TO N1 MO

T N1 MO

T2 NO MO

IIB T2 N1 MO

T3 NO MO

A TO N2 MO

T N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

T3 N2 MO

1B T4 NO MO

T4 N1 MO

T4 N2 MO

nc Cualquier N3 MO

T

% Cualquier  Cualquier M1

T N

En la revision mas reciente de la AJCC se realizaron cuatro cambios que
basicamente se resumen en los siguientes aspectos: 1) Definicion del tamafio del
tumor. Se solicita que el tamafio del tumor sea lo milimétricamente mas cercano
posible, 2) Clasificaciébn ganglionar. Se define como ganglio positivo a cualquier
ganglio patoldgico que tenga una metastasis de al menos 0.2 mm o > 200 células
neoplasicas. El estado positivo del ganglio es subdividido por cuatro factores: a) el
tamafo de la metastasis, b) el ganglio anatdmico implicado, c) el total de ganglios
positivos y d) el método de deteccién ya sea por biopsia de tejido, BAAF o deteccién
clinica, y con respecto a este punto, por “deteccién clinica” la AJCC se refiere a
BAAF positiva, examen clinico positivo o hallazgos radiolégicos positivos; en cuanto
al tamarfio de las metastasis, pN1mic se refiere a 0.2 mm ( 0 > 200 células) o hasta
2 mm, y se define como micrometastasis. Mas de 2 mm como macrometastasis y
se otorgara pN1, pN2 o pN3 de acuerdo con el niumero de ganglios positivos; por el
sitio anatdbmico: mamaria interna, infraclavicular y supraclavicular; y de acuerdo con

el numero de ganglios positivos: de uno a tres como pN1, de cuatro a nueve como



pN2 y mas de nueve como pN3; se considera ganglio negativo como pNO o pNOi+,
aquel ganglio sin evidencia de tumor metastasico (pNO) o un ganglio con grupos de
células tumorales aisladas menores de 0.2 mm cada una o menos de 200 células
(pNOi+). 3) Clasificacion de metéastasis. En este aspecto la AJCC separa el cancer
detectado de forma incidental menor de 0.2 mm, en tejido nodal no regional distante,
sin evidencia clinica y/o radiolégica de metastasis, por ejemplo, en paciente
sometida a ooferectomia profilactica y que como hallazgo se reporte cancer menor
de 0.2 mm no debe ser manejada como metastasis a distancia pM1 sino como
pMOi+ en ausencia de cualquier evidencia clinica y/o radiolégica de afectacion
ovarica. Y, por ultimo 4) Aspectos especiales con respecto a los tejidos de pacientes
que reciben terapia neoadyuvante. En este punto la definicion de tumor residual
posterior a tratamiento neoadyuvante, la AJCC afirma que el ypT se basa en el foco
de mayor tamafio de cancer invasor residual, en caso de haber varios nidos
microscépicos se debe basar en el area de mayor contigiiidad de carcinoma. No

considerar la fibrosis del estroma en el lecho tumoral para incrementar el tamafio.*®

Para establecer el tratamiento en el cancer de mama, lo podemos dividir de la
siguiente forma: 1) Cancer no invasor puro que incluye el carcinoma lobulillar in situ,
y el carcinoma ductal in situ. 2) Cancer de mama invasor locorregional operable que
corresponde a las etapas I, Il y algunos tumores etapa IlIA, 3) Cancer de mama
locorregional no operable correspondiente a las etapas clinicas IlIB, IlIC y algunas
etapas IlIA y 4) Enfermedad metastasica o carcinoma recurrente.

En las etapas tempranas las pacientes con cancer de mama por lo general son
sometidas inicialmente a tratamiento quirdrgico, ya sea por cirugia conservadora o
mastectomia con o sin radioterapia, seguidos de tratamiento sistémico de acuerdo
con las caracteristicas bioldgicas del tumor, como es el tamafio, el grado histologico,
el involucro ganglionar, el estado de los receptores hormonales de progesterona y

estrogenos, asi como la expresion del oncogen HER-2.1°

Las limitaciones del tratamiento se definen con base en las caracteristicas
bioldgicas del tumor como son el tamafio, involucro ganglionar, grado histologico,

edad de la paciente, presencia de receptores de estrégenos, de receptores de



progesterona, asi como de receptores de factores de crecimiento, aunque en
ocasiones estas caracteristicas no son suficientes ya que tumores con presentacion

clinica y patoldgica similar muestran diferente comportamiento.?°
2.3. Clasificacion molecular del cancer de mama.

Se ha observado una diferencia significativa en la sobrevida global de acuerdo con
las caracteristicas biologicas por lo que se ha clasificado al cancer de mama en los
siguientes grupos: tumores con receptores de estrogenos positivos, los cuales se
caracterizan por una alta expresion de genes en las células luminales, por lo que
este grupo ha sido denominado como grupo luminal; tumores con receptores de
estrdgenos negativos, grupo que se divide en basal-like, ErbB2 positivo y normal—
like. Otro grupo de tumores corresponde a aquellos que se caracterizan por
expresar niveles altos del oncogen HER-2, y que muestra bajos niveles de
receptores de estrogenos. Se ha observado que los subtipos basal-like y ErbB2-
positivo estan asociados a periodos mas cortos de sobrevida, mientras que los

tumores del grupo luminal presentan mejor pronéstico.?°

Grupo Luminal. Aproximadamente el 75% de los canceres de mama son
receptores de estrégenos y/o progesterona positivos. El subgrupo luminal A es el
mas comun dentro de este grupo y representa del 50 al 60% de todos los canceres
de mama. Frecuentemente son de bajo grado, con baja actividad mitética e incluye
las histologias: tubular, cribiforme, mucinosa o lobular. Presentan buen prondstico
y altos niveles de receptores de estrogenos con niveles bajos en la expresion de
genes relacionados con la proliferacion. Por lo tanto, este subgrupo se define por la
presencia de receptores de estrégenos positivos y/o receptores de progesterona
positivos con HER-2 negativo y Ki-67 bajo por inmunohistoquimica. La recaida es
significativamente mas baja que en otros subgrupos, la recurrencia es comun a
hueso, mientras que a higado, pulmon y sistema nervioso central ocurre en menos
del 10%, el tratamiento de este subgrupo se basa principalmente en

hormonoterapia.



El subgrupo luminal B representa del 15 al 20%, tiene un fenotipo mas agresivo, con
grado histolégico alto, indice de proliferacion alto y de peor prondstico. También
presenta altas tasas de recurrencia y baja sobrevida comparado con el subgrupo
luminal A. La principal diferencia entre estos dos subgrupos es la expresion
incrementada de genes como v-MYB (avian myeloblastosis viral oncogene
homolog), GGH (gamma glutamyl hidrolase), LAPTMB4 (lysosome-associated
transmembrane protein 4-beta), NSEP1 (nuclease sensitive element binding protein
1) y CCNE1 (cyclin E1) en el subgrupo luminal B. Aproximadamente el 30% de los
tumores HER-2 positivos por inmunohistoquimica son del subgrupo luminal B.
También se ha considerado al Ki-67, un marcador de proliferacién que podria
contribuir a la diferencia entre el subgrupo luminal A y el subgrupo luminal B, y para
el cual se ha determinado un punto de corte del 14%, sin embargo, este marcador
tiene diversas limitaciones como lo es su baja reproducibilidad interlaboratorios. Con
base en lo anterior, el subgrupo luminal B se define por la presencia de receptores
de estrogenos positivos, HER-2 negativo y Ki-67 alto, o por la presencia de

receptores de estrogenos positivos y HER-2 positivos?°,

Grupo HER-2 positivo. Este grupo representa entre el 15 y 20% de los canceres
de mama. Tienen presentaciones clinicas y biolégicas mas agresivas. Se
caracterizan por una alta expresion del gen HER-2, con alta proliferacion, el 75%
cursan con alto grado histoldgico y el 40% presentan mutaciones en p53, por lo
general son receptores de estr6genos positivos, aunque sus niveles son bajos.
Muestran sensibilidad incrementada a agentes citotdxicos y una relativa resistencia

a la hormonoterapia, con tendencia a metastatizar a cerebro y 6rganos viscerales.

Grupo con receptores de estrogenos negativos. Este grupo se subdivide en
basal-like, ErbB-2 positivo y normal-like. El subgrupo basal-like representa entre el
8y 37% de los canceres de mama, se caracteriza por una pobre diferenciacion, alto
grado histoldgico, presentacion clinica agresiva y metastasis a cerebro y pulmén.
Muestran altos niveles de marcadores mioepiteliales como CK5, CK14, CK17 y
laminina. No expresan receptores de estrogenos ni de progesterona, ni el oncogen

HER-2 por lo tanto son referidos como triple negativo, sin embargo, los términos



“triple negativo” y “basal-like” no son sinénimos, lo cual ha sido respaldado por
diversos estudios en los que se ha encontrado entre un 20 y 30% de discordancia
entre  sus caracteristicas. El término triple negativo se define
inmunohistoquimicamente por la ausencia de receptores de estrégenos, receptores
de progesterona y de HER-2, mientras que el subgrupo basal-like se define por la

expresion de genes con base en un analisis de microarreglos.

En la actualidad es determinante la clasificacion molecular del cAncer de mama para

definir la modalidad del tratamiento.2°
2.4. Factores prondsticos y predictivos.

Se consideran factores prondsticos en el cAncer de mama la edad, la etapa clinica,
el estado ganglionar, el tamafio tumoral, el grado histologico, el indice de
proliferacion, la expresion del HER-2, asi como de los receptores de estrégenos y
progesterona, siendo estos Ultimos tres también considerados como factores

predictivos.??

El cancer de mama invasor debe ser gradado, y se recomienda por la NCCN se
utilice el sistema de Nottingham, conocido también como modificacion de Elston-
Ellis del sistema de gradacion de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), el cual se basa
en las siguientes caracteristicas: formacion de tabulos, pleomorfismo nuclear y
conteo mitético con una puntuacion de 3 a 5 que corresponde a G1 de bajo grado o
bien diferenciado, 6 a 7 corresponde a un G2 que es grado intermedio o
moderadamente diferenciado, y de 8 a 9 a un G3 que es de alto grado o

escasamente diferenciado.1922

Los receptores de estrégeno y progesterona se recomiendan sean medidos en el
cancer invasor primario y también en las lesiones metastasicas ya que su resultado
puede influir en el tratamiento planeado. Tanto en las pacientes premenopausicas
como postmenopausicas se deben evaluar para identificar a las pacientes que
tengan mayor beneficio de la terapia endocrina tanto en cancer de mama en etapas
tempranas como metastasica. Con respecto a la evaluacion del HER-2 su expresion

y/o amplificacion debe ser evaluado en el cancer de mama primario invasor al



momento del diagndstico, asi como en la recurrencia para guiar la seleccion del

tratamiento adyuvante con trastuzumab.??
2.5. Receptores de estrogenos.

Los estrégenos son hormonas naturales con un papel importante en la proliferacion
tanto normal como neoplasica del epitelio mamario.?® La mayoria de los efectos que
producen las hormonas estrogénicas en sus tejidos blanco son mediados por dos
clases de receptores nucleares: el receptor estrogénico alfa (ERa), el cual fue
clonado por primera vez en 1985 a partir de una linea celular de cancer de mama
humano (MCF-7),%* y el receptor estrogénico beta (ERp), el cual fue descubierto en

tejido prostéatico de rata en 1996.%°

Los genes que codifican para la expresion de estos receptores contienen 8 exones
y se localizan en diferentes cromosomas: el gen para el ERa se localiza en el brazo
largo del cromosoma 6, mientras que el gen para el ERB se ubica en el brazo largo
del cromosoma 14, lo que demuestra que la expresion de cada receptor se da a
través de genes independientes.?” Por otro lado, la variaciéon en la expresion de
estos receptores en los distintos tejidos del organismo sugiere que cada receptor es

mediador de actividades biolégicas distintas.?8:2%:30

En cuanto a la distribucion tisular de estos receptores, el ERa se expresa
principalmente en Organos sexuales como mama, ovario, Utero, testiculo y
epididimo; también en otros 6rganos con metabolismo alto como son corazon,
higado, tracto intestinal, misculo esquelético y tejido adiposo,?® asi mismo en
organos como rifion, glandulas adrenales, glandula pituitaria e hipotalamo. Se ha
reportado que este receptor se expresa en el 50 a 80% de los tumores de mama.?*
La expresiéon génica del ERB no predomina en drganos sexuales, éste se localiza
en piel, hueso, cerebro, pulmoén, vejiga, vasos sanguineos, linfocitos y tejido
adiposo, sin embargo, su papel e impacto en el cancer de mama continua bajo

investigacion.2°:31-32

En la glandula mamaria la expresion del receptor estrogénico alfa esta limitada a las

células luminales, pero el receptor estrogénico beta esta extensamente distribuido,



tanto en las células epiteliales basales como en las luminales, en los fibroblastos,

células adiposas, linfocitos y células endoteliales.33-%°

Ambos receptores presentan 6 dominios funcionales similares a los de otros
miembros de la superfamilia de receptores esteroideos, los cuales son
denominados como regiones A, B, C, D, E y F. Se ha logrado determinar la
estructura cristalina de los ERa y ERB pudiéndose establecer que sus dominios de
union al ADN (region C) presentan 12 segmentos con estructura secundaria
helicoidal y que conservan un alto grado de homologia (96%). Por otro lado, y en
relacion con el domino de unién al ligando (region E), estos receptores muestran un
58% de homologia. Estas caracteristicas estructurales de los ERa y ER[ sugieren
que ambos podrian unirse a los mismos elementos de respuesta a estrogenos
(ERE) y por lo tanto promover la expresion de los mismos genes blanco, pero
presentarian diferente especificidad de ligando.?> La unién del ligando a su receptor
induce cambios conformacionales en el complejo receptor-ligando lo que provoca el
reclutamiento de proteinas que actian como co-activadores o co-represores para

un adecuado control de la transcripciéon génica.3®

Se conocen dos mecanismos a través de los cuales los receptores estrogénicos alfa
y beta pueden mediar la transcripcion génica. Por un lado, la unién del complejo
receptor-estréogenos a los sitios del ADN denominados elementos de respuesta a
estrogenos (ERE), da como resultado el reclutamiento de diversas proteinas
incluyendo a la RNA polimerasa, para el correcto inicio de la transcripcién de uno o
varios genes blanco; por otro lado, esta la via en la que participa AP1, un conocido
e importante factor de transcripcion nuclear que participa en la induccion de

respuesta de factores de crecimiento.?37-39

Diversos estudios han demostrado que estos receptores presentan distintas
afinidades por algunos ligandos. El ERa tiene una mayor afinidad por el estradiol
(E2) que el ERpB. Se ha calculado una constante de disociacion para E2 de 0.06 nM
para el ERa, y de 0.24 nM para el ERB. El ERB puede unir otros ligandos con una
afinidad mayor que el ERa, como el 4-hidroxitamoxifeno, el fitoestrégeno

genesteina, y algunos derivados de la testosterona.?®> También se han identificado



novedosos ligandos que actian como estrogenos selectivos o anti-estrogenos para

ambos tipos de receptores.*°

El ERa es el receptor principal para la funcion estrogénica de la mama y es esencial
en la homeostasis normal de la glandula. La activacion del ERa puede inducir el
ciclo celular y la estimulacion del crecimiento celular, lo que puede conllevar al
desarrollo del cancer.*r Clinicamente la evaluacién de la expresion de los
receptores estrogénicos alfa en el cancer de mama es esencial para determinar el
tratamiento, sin embargo la respuesta a la hormonoterapia no puede ser
exactamente predicha por el estado de los ERa, se ha observado que el 60% de
estos tumores responden a la hormonoterapia, sin embargo menos del 10% de los
tumores con receptores estrogénicos alfa negativos también responden a este
mismo tratamiento,?® y 10% del 60% que inicialmente responden, presentan

recaida.?®

Por otro lado, la funcion de los ERB no esta bien establecida, multiples estudios en
lineas celulares han demostrado que la presencia de estos receptores disminuye la
proliferacion in vitro y previene la formacion de tumores en respuesta al estradiol,
sin embargo otros estudios han demostrado una disminucion del crecimiento
tumoral al disminuir la expresion del factor de crecimiento endotelial y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas, por lo que el papel de estos receptores no es

claro.*?

En 1997 Dotzlaw et al., fueron los primeros en demostrar la expresion de receptores
estrogénicos B en 40 biopsias de glandula mamaria, tanto en tejido mamario normal
como en neoplasico.*®* Omoto et al. en una serie de 88 pacientes con cancer de
mama demostraron que los tumores con receptores de estrogenos tipo B positivos
mostraban un mejor prondstico en comparacion con los tumores B negativos.??
Vladusic et al., en su estudio publicado en 1998, describieron la expresion de las
variantes del mRNA de los receptores 3 en lineas celulares de cancer de mama,
especulando que la expresion de deleciones en este tipo de receptores podria
contribuir a la progresién del cancer, incluso sefiala que la expresion de este

receptor en pacientes con cancer de mama podria interferir en la respuesta a la



hormonoterapia en pacientes con receptores estrogénicos alfa positivos, es decir,
contribuye a la resistencia hormonal.?° Otros estudios clinicos han demostrado que
la presencia del ERB en cancer de mama esta relacionado significativamente con
un buen pronaostico y que la expresion de este receptor tiende a disminuir durante
la progresion.t Por otro lado, un analisis multivariado de 442 canceres de mama
invasivos tratados con tamoxifeno como adyuvante demostré que el receptor
estrogénico B1 es un predictor independiente de recurrencia y mortalidad
especialmente en pacientes triple negativo. Sin embargo, a pesar de que ciertos
estudios han relacionado la sobreexpresion del receptor estrogénico § con un
incremento en la sensibilidad a la respuesta con terapia hormonal a base de
tamoxifeno,** en el 2015 Pons et al., publicaron un trabajo en el que demuestran
que la presencia del ERPB juega un papel importante en la respuesta a los agentes

citotdxicos como cisplatino y tamoxifeno. °
2.6. Variantes del receptor estrogénico beta.

Se han identificado distintas isoformas del receptor estrogénico beta, las cuales se
generan por variaciones en el procesamiento de los transcritos primarios durante la
expresion del ERPB1, conocido como receptor tipo silvestre.*4’ Estos
procesamientos alternativos (delecion de exones, inserciébn o procesamiento del
extremo carboxilo terminal) permiten explicar la formacién de las isoformas que hoy
conocemos como ERB2, ERB3, ERB4 y ERB5.4° Asi por ejemplo, ERB2 (también
llamado ERBcx) se diferencia de ERB1 unicamente en que el exén 8 es reemplazado
por una secuencia Unica de 26 aminoacidos. Hoy se sabe que la expresion del RNA
mensajero del ERB2 se encuentra incrementada en tejido tumoral de glandula
mamaria, en relacion con la expresion del ERB1,484° lo que pudiera indicar que esta
variante (ERB2) tendria una funcion especifica en la iniciacion o desarrollo del
cancer de mama. Sin embargo, las implicaciones clinicas de la sobreexpresion de
la variante ERB2 no son del todo claras, a pesar de que algunos estudios sefialan
gue el incremento en su expresion correlaciona con un pobre prondstico en cancer

de prostata.>®



Algunas de estas variantes, como ERB2 y ERB5, se encuentran incrementadas
durante el crecimiento y progresion del cancer de mama. Los niveles de RNA
mensajero, producto de la expresion génica de estas isoformas, son superiores a
los niveles de RNA mensajero de la variante tipo silvestre (ERB1). Sin embargo, la
significancia de la expresion de las proteinas respectivas y su funcién no se conoce
del todo.*

Mediante técnicas de transcripcion reversa acoplada a PCR se ha logrado detectar
RNA mensajero del ERB2 en una gran variedad de tejidos, siendo el tejido testicular
el que muestra una mayor abundancia de esta variante.*>%!  Por su parte, las
variantes ERB4 y ERB5 también se han encontrado expresadas en testiculo, ovario
y otros tejidos, asi como en diversas lineas celulares. En los tejidos estudiados, con
excepcion del testiculo, la expresion de la variante ER[34 es considerablemente mas

baja que la expresién de la isoforma ERB5.4°

Con base en la presencia de uno o ambos tipos de receptores en cierto tejido,
pueden formarse homodimeros (ERa-ERa o ERB1-ERB1) o heterodimeros (ERa-
ERB1).252 Cowley et al. en 1997 demostraron que la afinidad de los dimeros ERa-
ERa y ERa-ERB1 por los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en al DNA
es mayor que la afinidad que muestran los dimeros ERB1-ERB1, requiriendo en
estos casos la unién del ligando para que los complejos receptor-ligando puedan
interactuar con los ERE en el DNA.? Sin embargo, ERB2 puede formar
heterodimeros con ERa 0 ER[31 sin la necesidad de unirse con su ligando, pudiendo
inhibir la union de ERa y ERB1 a los ERE. Esto plantea la posibilidad de que ERB2

actie como un modulador funcional de ERa 'y ERB1.3

Si bien se desconoce el grado de expresion de estos receptores en el tejido mamario
normal, se sabe que la expresion génica del ERa esta incrementada en el cancer
invasivo de la glandula mamaria, mientras que el ERB lo esta en tejido mamario
normal. Se ha sugerido que existen cambios en la expresion génica de los
receptores estrogénicos ERB1, ERB2 y ERB5 durante los inicios del desarrollo del
cancer, con predomino en la expresion de los ERB2 y ERB5. Por otro lado, se ha

propuesto que la expresion del ERB1 tiene una relacion inversa con el nivel de



malignidad del tumor y el grado de inflamacién, mientras que el ERB2 se eleva

significativamente con el grado de infiltracion de linfocitos en el tejido tumoral.*

Diversos estudios han investigado la posible asociacion entre los niveles de RNA
mensajero del ERB con algunos parametros clinicos del cancer de mama. Aunque
sigue siendo motivo de controversia, la mayoria de los reportes sefialan que un
incremento en la expresion del gen del ERB1 se correlaciona significativamente con
un buen prondstico, y que la expresion tiende a disminuir durante la progresion de
esta enfermedad,>°® por ejemplo, Jarvinen et al. en el 2000 publicaron un analisis
de 92 especimenes de pacientes con cancer de mama de los cuales 55 tumores
presentaban positividad para el ERJ, y éstos a su vez se relacionaban de forma
estadisticamente significativa con ganglios negativos, bajo grado histolégico y
pacientes en estado premenopausico, por lo que Jarvinen et al. concluyeron que los
tumores ER[ positivos se asocian con caracteristicas biolégicas menos agresivas,
que responderian mejor a la terapia hormonal y que el ERB podria ser un factor

predictivo independiente.?

La evaluacion de los ERB no se realiza en el abordaje de las pacientes con cancer
de mama, Unicamente se determina la presencia de los ERa?%, por lo que este
trabajo tiene como objetivo identificar la expresion génica de las isoformas del
receptor de estrogeno tipo beta en pacientes con cancer de mama tratadas
inicialmente de forma quirdrgica. Esperamos que una o varias de las isoformas de
este receptor se expresen en estos tumores, con lo cual podremos justificar en una
investigacion posterior la busqueda intencionada de esa o esas isoformas por
inmunohistoquimica, y finalmente determinar si la presencia o no del receptor
estrogénico B tiene un impacto prondstico o predictivo en el abordaje de las

pacientes con cancer de mama.
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3. METODOLOGIA

3.1. Tipo de Investigacion
Estudio descriptivo, retrospectivo.
3.2. Poblacién de Estudio

Pacientes con diagnostico de cancer de mama tratadas de forma inicial con cirugia,

del 01 de enero al 31 de diciembre de 2012, en el Instituto Nacional de Cancerologia.
3.3. Seleccién y Tamaiio de la Muestra

Se incluyeron todas las pacientes con diagnéstico de cancer de mama invasor,
unilateral, en etapa temprana o localmente avanzada, tratadas de forma inicial con
cirugia, del 01 de enero al 31 de diciembre de 2012 en el Instituto Nacional de

Cancerologia, que cumplieron con los criterios de seleccion.
3.4. Método de Muestreo

Muestreo no probabilistico.

3.5. Instrumento para la Recoleccion de Datos

Se elaboré un formato en excel para la recoleccién de los datos sociodemograficos

de las pacientes, asi como para la recoleccién de las caracteristicas patologicas.
3.6. Criterios de Seleccién
3.6.1. Criterios de Inclusién

e Pacientes femeninas con diagnoéstico de cancer de mama unilateral invasor
en etapa temprana o localmente avanzada, tratadas de forma inicial con
cirugia, del 01 de enero al 31 de diciembre de 2012, en el Instituto Nacional

de Cancerologia.



e Pacientes de las que se conserve tejido en bloque de parafina suficiente (2-
3 cortes de 10 um) y en condiciones adecuadas para el analisis de la

expresion génica de las isoformas del receptor ERp.

3.6.3. Criterios de Eliminacion

ePacientes que no cuenten con la informacion completa en el expediente
electrénico y/o fisico.

ePacientes con pérdida de seguimiento.

ePacientes en los que la calidad de la muestra de acidos nucleicos no sea
adecuada para su estudio

3.7. Descripcioén de las Variables
3.7.1. Variables Independientes

Cancer de mama

Definicién conceptual: Tumor maligno que se desarrolla a partir de células mamarias

como resultado de mutaciones o cambios andmalos en los genes que regulan el
crecimiento celular.

Definicion operacional: El diagndstico de cancer de mama se obtendra a partir del

reporte histopatolégico del expediente fisico o electronico.

Tipo de variable: Cualitativa dicotdmica.

Escala de medicién: Nominal.

Nivel de medicién: Presente o ausente.

Edad

Definicién conceptual: Afios cumplidos desde el nacimiento hasta el dia del inicio

del tratamiento.

Definicién _operacional: Se registrara la edad en afios referida en el expediente

clinico al momento del inicio de tratamiento.

Tipo de variable: Cuantitativa discreta.

Escala de medicion: De Razoén.

Nivel de medicién: Afios




Tipo de cirugia

Definiciébn conceptual: Procedimiento quirdrgico realizado para la extirpacion del

tumor.

Definicidon operacional: El tipo de cirugia se obtendra a partir del reporte de la nota

postquirdrgica realizada por el cirujano y registrada en el expediente electronico y/o
fisico del Instituto en la seccion de notas médicas.

Tipo de variable: Cualitativa politomica.

Escala de medicidon: Nominal.

Nivel de medicidon: Cirugia conservadora, cirugia conservadora mas ganglio

centinela, cirugia conservadora mas diseccion radical de axila, mastectomia total
simple, mastectomia total simple mas ganglio centinela, mastectomia radical

modificada.

Estadio clinico

Definicidon conceptual: Clasificacion clinica para definir la extensién anatémica del

tumor.

Definicién operacional: Se determinara con base en los hallazgos clinicos, reportes

de patologia y estudios de imagen obtenidos a partir del expediente clinico y/o fisico;
el estadio clinico se catalogara con base en el TNM de la AJCC de la 7ma. edicion.

Tipo de variable: Cualitativa politbmica.

Escala de mediciéon: Ordinal.
Nivel de medicién: 0, | (IA, IB), Il (1A, 11B), Il (HIA, HIB, HIC), IV.

Tipo histolégico

Definicidon conceptual: Clasificacién de la estructura microscépica que presentan las

células.

Definicién operacional: Se determinara a partir del reporte del Servicio de Patologia

y del Servicio de Patologia Quirdrgica del Instituto, obtenidos del expediente
electrénico y/o fisico del paciente.

Tipo de variable: Cualitativa politomica.

Escala de medicion: Nominal.

Nivel de medicidn: ductal, lobulillar, mixto, mucinoso, medular, papilar, apocrino.




Perfil molecular del tumor

Definicién conceptual: Clasificacion o agrupacion del cancer de mama con base en

las caracteristicas biologicas del tumor (expresién de RE, RP, HER-2, Ki67).

Definicidon operacional: Se obtendra de los reportes del Servicio de Patologia y del

Servicio de Patologia Quirdrgica del Instituto, los cuales se encuentran en el
expediente electronico y/o fisico del paciente.
Tipo de variable: Cualitativa politdmica.

Escala de medicidon: Nominal.

Nivel de medicién: Luminal A, Luminal B, Triple Negativo, HER-2 sobreexpresado.

Sitio de recurrencia

Definicion conceptual: Aparicion de la enfermedad en un sitio donde no se origind.

Definicién operacional: El sitio anatémico de recurrencia se obtendra del expediente

clinico electrénico y/o fisico del paciente.

Tipo de variable: Cualitativa politomica.

Escala de medicién: Nominal.

Nivel de medicion: sin recurrencia, local, ganglionar, pulmén, 6sea, higado, SNC.

3.7.2. Variables Dependientes

Sobrevida global

Definicién conceptual: Periodo que transcurre a partir del diagndstico o de haber
iniciado un tratamiento hasta el ultimo control realizado o el fallecimiento del
paciente, independientemente de la causa de muerte.

Definicidon operacional: Tiempo transcurrido entre la fecha de inicio de tratamiento

de la paciente y la fecha registrada de muerte o fecha de Ultima visita en caso de
pacientes pérdidas o vivas al momento del analisis

Tipo de variable: Cuantitativa continua

Escala de medicidon: De razén

Nivel de medicién: Meses

Supervivencia libre de recurrencia



Definicidon conceptual: Periodo que transcurre después de terminar un tratamiento

para el cancer durante el que el paciente sobrevive sin signos o sintomas de la
enfermedad.

Definicidon operacional: Tiempo transcurrido entre el término del tratamiento de la

paciente y la fecha registrada de la recurrencia de la enfermedad.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Escala de mediciéon: De razén

Nivel de medicidon: Meses.

Expresiéon génica de los receptores tipo beta (ERB1, ERB2, ERB3, ERB4, ERB5
y ERB6)

Definicibn _conceptual: Proceso mediante el cual los genes de los ERB son

transcritos a RNA y éstos a su vez procesados y traducidos a una estructura
proteica.

Definicidon operacional: Cuantificacion de RNA mensajeros por PCR en tiempo real

para cada uno de los ER[ presentes en una muestra de tejido de cancer de mama.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Escala de medicion: De Razoén.

Nivel de medicién: Unidades relativas de expresion.

3.8. Procedimientos
3.8.1. Obtencion de Muestras de Tejido tumoral.

A partir del total de pacientes valoradas de primera vez en el Instituto Nacional de
Cancerorologia del 01 de enero al 31 de diciembre del 2012, se identificé nuestra
poblacién de estudio: pacientes femeninas con diagndéstico de cancer de mama en
etapa temprana o localmente avanzada. Posteriormente se eliminaron todas
aguellas pacientes que recibieron tratamiento neoadyuvante (quimioterapia,

radioterapia u hormonoterapia).

Una vez identificadas las pacientes con dicho diagndéstico y con tratamiento

quirargico inicial se revisé en el Servicio de Patologia del Instituto Nacional de



Cancerologia si se contaba con tejido suficiente en bloques de parafina para el

andlisis: 2-3 cortes de 10 pm.

Las muestras de tejido canceroso provenientes de pacientes que cumplieron con
los criterios de seleccion, fueron agrupadas segun la clasificacion del tumor con
base en su perfil molecular en: luminal A, luminal B, triple negativo, y con sobre-

expresion del oncogen HER-2.
3.8.2. Identificaciéon de la Expresion Génica de las Isoformas del ERB

La metodologia para la evaluacién de la expresion génica de las isoformas del
receptor estrogénico tipo beta a partir de tejido pacientes con cancer de mama

conservado en cuadros de parafina, fue la siguiente:
Obtencion de RNA total a partir de la muestra de tejido tumoral.

Se obtuvo una muestra de 20 um de tejido canceroso conservado en parafina, el
cual fue cortado con un micrétomo y colocado en tubos eppendorf estériles de 1.5
mL de capacidad. La muestra de tejido fue desparafinada para lo cual se colocé en
una solucién amortiguadora conteniendo xilol y se incub6 a 50 °C durante 2 horas.
El tejido desparafinado se colocé en una solucibn amortiguadora de lisis
conteniendo Proteinasa K y se incub6 a una temperatura entre 50 y 90 °C durante

2 horas.

Para la obtencion del RNA total se utilizé un kit comercial de extraccién (FFPE
RNA/DNA Purification Plus kit, Norgen Biotek Corp., CAN) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este kit utiliza columnas de extraccion para la obtencion

y purificacion del RNA total.

La concentracion del RNA extraido se determind mediante un espectrofotometro de
microplaca (Epoch, Biotek, USA) a 260 nm, y la pureza a traves del cociente de las
lecturas a 260 y 280 nm (Abs a 260/Abs a 280). La integridad del material obtenido
fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con soluciéon
amortiguadora TAE 1X. Finalmente el RNA obtenido de cada muestra fue

almacenado -20 °C hasta su posterior uso.



Sintesis de cDNA a partir del RNA total extraido.

La sintesis de cDNA se realiz0 partiendo de 500 ng de RNA total. Este
procedimiento se llevo a cabo mediante la reaccion de la transcriptas inversa (RT-
PCR) utilizando el kit comercial “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits”
(Applied Biosystems, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. En las
Tabla Xy Y se muestra la composicion de la mezcla de reaccion y las condiciones

de reaccion en el termociclador, respectivamente.

Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion para la sintesis
de cDNA mediante la RT-PCR.

Componentes para la RT-PCR Volumen (pL)
10X RT Amortiguador 2

25X dNTPs (100 mM) 0.8

10X Random primers 2
cDNA (500ng) 10
Transcriptasa reversa MultiScribe 1

H-O libre de nucleasas 4.2
Volumen total 20

dNTPs=Desoxirribonucledtidos, cONA=DNA complementario

Tabla 4. Condiciones de reaccién para la sintesis de cDNA
mediante la RT-PCR.

Condiciones del Termociclador

Pasol | Paso 2 | Paso 3 | Paso 4

Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo (Min.) 10 120 5 w

La concentracion del cDNA sintetizado se determiné mediante un espectrofotometro
de microplaca (Epoch, Biotek, USA) a 260 nm, y la pureza a través del cociente de
las lecturas a 260 y 280 nm (Abs a 260/Abs a 280). Finalmente, este material fue
almacenado a -20 °C para ser utilizado en las PCR punto final y PCR cuantitativo

(gPCR o PCR en tiempo real).



Disefo de los oligonucledétidos (primers) para el analisis de expresion génica.

Esta seccion fue crucial para el desarrollo de la presente investigacion ya que se
sabe que la diferencia en las secuencias entre las diferentes isoformas es muy
pequefia. Se realiz6 una busqueda de las secuencias de las diferentes variantes
reportadas a nivel de RNA mensajero en las bases de datos del GenBank (Anexo
A) “National Center for Biotechnology Information (NCBI)’. En esta misma
plataforma NCBI/Primer-Blast

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cqgi) fueron disefiados los

oligonucledtidos, tomando en cuenta las siguientes consideraciones: 1) Se
identificaron las regiones no compartidas entre las diferentes isoformas ubicadas
hacia la region 37; 2) el par de oligonicleétidos seleccionado para cada isoforma no
amplificé fragmentos mayores a 250 pares de bases (pb), con la finalidad de poder
usarlos para la PCR punto final y PCR cuantitativa; 3) La ubicacion de la zona de
hibridacién en el cDNA molde incluyo regiones inter-exonicas para garantizar que
solo se reconozca el RNA mensajero maduro y disminuir las probabilidades de
reconocimiento de la secuencia del DNA gendmico; 4) Las se secuencias de los
oligonucledtidos seleccionados fueron probadas en analisis computacionales de
“PCR-in silico” (http://rohsdb.cmb.usc.edu/GBshape/cgi-bin/hgPcr) para comprobar
la especificidad para cada isoforma, asi como para calcular la temperatura de
alineamiento Optima; 5) Con base en todas estas especificaciones, los
oligonucledtidos seleccionados fueron sintetizados por la compafiia Integrated DNA
Technologies (IDT, CA, USA).

Los oligonocledtidos sintetizados, los cuales se muestran en la Tabla 3, fueron
reconstituidos para obtener una solucién stock a una concentracion de 100 uM, la
cual fue diluida 1:10 para generar una solucion de trabajo 10 uM. Los

oligonucléotidos reconstituidos fueron almacenados a -20°C.


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0ahUKEwjI743Cg-LSAhVj_4MKHdK7CHoQFggZMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEOu39WKX3irKwSl_cuNAU9JVaHQA&bvm=bv.149760088,d.amc
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi

Tabla 5. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para cada una de las
isoformas de los RE. Se incluyen las respectivas temperaturas de fusion (Tm).

Oligonucléotido Secuencia Temperatura

(5-3) (Tm)
[ Forward primer |
HsmRNA_ERB_1 GTCAGGCATGCGAGTAACAA
Reverse primer 59°C
GGGAGCCCTCTTTGCTTTTA
Forward primer
HsmRNA_ERB_2 TCTCCTCCCAGCAGCAAT CC
Reverse primer 60.2°C
GGT CAC TGC TCC ATC GTT GC
Forward primer
HsmRNA_ERB_3 ATGTACCCTCTGGTCACAGC
Reverse primer 60°C
GCTTTTCTCCCCATCTCGCAT
Forward primer
HsmRNA_ERB_4 GTG ACC GATGCTTTG GTT TG
Reverse primer 60°C
ATC TTT CAT TGC CCA CAT GC
Forward primer
HsmRNA_ERB_5 GAT GCT TTG GTT TGG GTG AT
Reverse primer 60.2°C
CCT CCG TGG AGC ACATAATC
Forward primer
HsmRNA_ERB_6 CATCTCCTCCCAGCAGCAAT
o :

AIAYeA ArimAar EO Ezorm

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) punto final.

Para establecer las condiciones Optimas de amplificacion de los oligonucleoétidos
sintetizados para cada isoforma, se realizaron PCRs utilizando diferentes
temperaturas de alineamiento y con la ayuda de cDNA de lineas celulares como
controles positivos de expresion para cada par de oligonucleétidos. El producto de
la amplificacion fue visualizado mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%,
utilizando como amortiguador de corrida TBE 1X y tefiidos con bromuro de etidio.
El patron electroferético (tamafio de los fragmentos obtenidos en relacion con los
esperados) fue analizado mediante un fotodocumentador equidado con una
lampara de luz UV (GelDoc, Bio-Rad).



Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR o PCR en tiempo

real).

Se evalud la expresion relativa de cada RNA mensajero de las isoformas del ER
en las muestras de tejido canceroso mediante la técnica de PCR en tiempo real,
para lo cual se consideraron las condiciones de alineamiento previamente
establecidas para cada par de oligonucledtidos. Para la gPCR se utilizaron 800 ng
de cDNA de cada muestra, un kit comercial de amplificaciéon “Luminaris color
HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), asi como un termociclador

Light Cycler 480 Instrument Il (Roche - Mannheim, Germany).

Para cada ensayo se utilizaron muestras por duplicado. Los datos fueron
normalizados con el valor de expresion del gen constitutivo de [-actina
(Housekeeping). El analisis de los datos se realiz6 mediante el método comparativo
de Ct, el cual se basa en las caracteristicas de la fase exponencial de la curva

sigmoide de emision de fluorescencia (AACt) para cuantificar el nivel de expresion,

la cuantificacion relativa fue calculada como la 2-AACt respecto al gen normalizador.
3.9. Analisis de datos

Las variables de interés se analizaron mediante estadistica descriptiva. Para
obtener las diferencias de expresion de las distintas isoformas del ERp se utilizé la
prueba U de Mann-Whitney, con un valor de P < 0.05. Se utilizé el paquete

estadistico Prism 6.

3.10. Aspectos Eticos, Normativos y de Seguridad

El presente estudio se desarrolld, hasta su conclusién, en apego a las disposiciones
legales de la Ley General de Salud de los Estados Unidos Mexicano, la Norma
Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion
de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos; a la legislacion
aplicable en materia de proteccion al ambiente como la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos

peligrosos biolégico-infecciosos - Clasificacion y especificaciones de manejo.



El proyecto se sometié a consideracion del Comité de Etica e Investigacion del
Instituto Nacional de Cancerologia de México, asignandosele el numero de
seguimiento INCAN/CI1/478/17. (Anexo B)
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4.1. RESULTADOS

Se incluyeron un total de 40 tejidos de pacientes con diagnéstico de cancer de
mama invasor, unilateral, vistas por primera vez durante el periodo del 01 de enero
2012 al 31 de diciembre del 2012, tratadas de forma inicial con cirugia, con muestras
de tejido tumoral conservadas en bloques de parafina aptas para ser analizadas. La
edad promedio de las pacientes fue de 54 afios con un rango de 29 a 73 afios, con
un IMC promedio de 28.38+5.45 kg/m?2. Participaron 17 pacientes premenopausicas,
23 postmenopausicas, afectando principalmente la glandula mamaria derecha, el
tamafo del tumor clinicamente en promedio fue de 21.01+13.68 mm, 21 pacientes
correspondieron a etapa IA, 15 a lIA y 4 a |IB; la axila por deteccion clinica fue
positiva en 11 pacientes de las 40. Sometidas a un procedimiento conservador

fueron 29 pacientes y a mastectomia 11. Estos datos se muestran en la Tabla 6.

Con respecto a las caracteristicas patoldgicas el tamafio promedio de los tumores
fue de 20.85+9.36 mm, con axila patoldgica positiva a macrometastasis en 13/40;
por etapas patoldgicas, 16 fueron IA, 17 IIA 'y 5 1IB, mientras que 2 fueron etapa IlIA.
La estirpe mas frecuente fue el ductal (38/40), el grado histolégico mas frecuente
fue el G2 (17/40), presentaron permeacion linfovascular 14 pacientes, receptores
de estrogeno mas de 20% en 36 pacientes y receptores de progesterona mas de
40% en 28 pacientes. El HER-2 se sobreexpreso en 6 pacientes, de acuerdo con
los perfiles moleculares 34 fueron luminal, 6 resultaron con HER2 sobreexpresado
y en ningun caso se obtuvo triple negativo. Esta informacion se muestra en la Tabla
7.



Tabla 6. Caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de las pacientes.

Caracteristica Resultado
Antropométricas

Edad (afios) 54 (29-73)8
IMC (kg/m?) 28.38 + 5.45*
Estado Hormonal

Premenopausicas 17
Postmenopausicas 23
Glandula mamaria afectada

Derecha 27
Izquierda 13
Tamafio tumor clinico (mm) 21.01 £13.68*
Etapa Clinica

1A 21

A 15

1B 4
Axila

Positiva 11
Negativa 29
Procedimiento Quirurgico

CC+GC 25

CC + DRA 4

MT + GC 4
MT+ GC + DRA 4
MRM 3
Adyuvancia

HT 5

HT + QT 4

HT + QT + TRASTUZUMAB 3

RT + HT 19

RT + HT + QT 6

RT + HT + QT + TRASTUZUMAB 1

RT + QT + TRASTUZUMAB 1

RT + HT + SOB 1

SMedia y entre paréntesis el rango, *Media * desviacion estandar,
El resto de los valores representa nimero de pacientes.



Tabla 7. Caracteristicas patolégicas de los tumores.

Caracteristica Resultado
Tamafio tumor patolégico (mm) 20.85+9.36*
Axila patologica

Macrometastasis 13
Micrometastasis 0
Negativa 27
Etapa patologica

IA 16
1B 0
A 17
IIB 5
A 2
B 0
nc 0
Estirpe

Ductal 38
Lubulillar 2
Escala de Scarf-Bloom-Richardson (SBR) 6.6+£1.53*
Grado Histologico

Gl 9
G2 17
G3 14
Permeacion Linfovascular (PLV) 10
linfiltrado Linfoplasmacitario (ILP) 9
Receptores Estrogénicos

<20 % 4
>20 % 36
Receptores de Progesterona

<40 % 12
>40 % 28
Sobre-expresion de HER-2

Negativo 34
Positivo 6
Ki-67

<20 % 33
>20 % 7
Perfil molecular por grupos

Luminal 34
HER2 sobreexpresado 6
Triple negativos 0

*Media + desviacion estandar. El resto de los valores representan

namero de pacientes.



Todas las pacientes fueron seguidas durante al menos 48 meses, tiempo en el cual
se presentaron 4 recurrencias: una local, dos locorregional y una a distancia con

una muerte (Tabla 8).

Tabla 8. Resultado del seguimiento a 48 meses con respecto a la
recurrencia, periodo libre de enfermedad (PLE) y sobrevida global (SG).

Seguimiento a 48 meses

Recurrencias n
Local 1
Locorregional 2
Distancia 1
Muerte 1

PLE (meses) 51+7*
SG (meses) 62.54+3.82*

*Media + desviacion estandar.

Para obtener el perfil de expresion de las isoformas mas frecuentes, asi como los
niveles de expresion relativa de cada una de las isoformas del receptor beta de
estrogenos en pacientes diagnosticadas con cancer de mama, obtuvimos el RNA
total de las muestras incluidas en parafina de 5 afios de almacenamiento para en
ellas evaluar los niveles de expresion a nivel del RNA mensajero por medio de PCR
cuantitativa (RT-gPCR) de las 6 isoformas reportadas para el receptor estrogénico
tipo beta: ER-B1, ER-B2, ER-B3, ER-B4, ER-35, y ER-6. El valor de AACt obtenido
para cada una de las isoformas respecto a la expresion relativa del gen de la beta
actina mostraron diferencias en los niveles de expresion de cada una de las
isoformas en las diferentes muestras evaluadas, asi como entre las isoformas,
demostrando que los oligonocledtidos disefiados son capaces de discriminar entre

las diferentes variantes a nivel del RNA mensajero (Figura 1y Tabla 9).



Figura 1. Niveles de expresion de las isoformas del receptor
estrogénico tipo beta.
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Tabla 9. Resultados de la expresion relativa de las isoformas
del RE en la poblacién estudiada.

Isoforma del Positivos Promedio de la Expresion
ERpB N (%) Relativa

R1 31 (77) 6.38

R2 23 (57) 3.37

R3 12 (30) 1.25

R4 0 (0) 0.05

R5 26 (65) 6.20

R6 2 (5) 6.26

Tabla 10. Nivel promedio de expresién de las isoformas del Erb por perfil
molecular del tejido tumoral. Los valores estan expresados en Unidades
Relativas de Expresion.

Perfil
Molecular ER_B1 ER_B2 ER_B3 ER_B4 ER_B5 ER_f6
HER2 6 8.68 2.17 0.70 0.09 7.19 0.08
Luminal B 5 2.91 0.82 0.65 0.04 0.66 0.00
Luminal A 29 4.55 2.18 0.55 0.05 4.12 0.42
Triple Negativo 0 NA NA NA NA NA NA

SE= Sobre-expresado, NA: No aplica



Tabla 11. Resultados por paciente de la expresion génica de las distintas
isoformas del ERp. Los resultados estan expresados en Unidades
Relativas de Expresion.

Relacién de muestras positivas/negativas ]# isoformas
orden  INo. Muestra ER_B1 ER_B2 ER_B3 ER_B4 ER_B5 ER_B6
1 5
2 14
3 15
4 22
5 25
6 28
7 29
8 34
9 39
10| 41
11 47
12 49
13 62
14 65
15 66
16 71
17 77
18 94
19 96
20 97
21 1
22 4
23 6
24 10
25 12
26 13
27 35
28 16
29 24
30 26
31 30
32 38
33 44
34 48
35 51
36 56
37 58
38 84
39 72
40| 80

PROM 4.96 2.01 0.58 0.05 4.15 0.32



4.2. DISCUSION

Sabemos el importante papel que juegan los estrogenos en el cancer de mama,
actualmente los manejos de las pacientes en su mayoria reciben terapia endocrina,
lo cual se ha observado claramente cémo disminuye el riesgo de recurrencia
ipsilateral y en la mama contralateral hasta en un beneficio del 50% a 5 afos. La
terapia hormonal no solo es méas sencilla de administrar a la poblacion, sino que
ademas es mucho mas econOmica que otras terapias, afortunadamente este
porcentaje de pacientes que reciben estos tratamientos es alto, ya que esta en
relacion con el perfil molecular del tumor, que cuando se trata de un luminal, el mas
frecuente de todos los canceres de mama (hasta en un 70%), se espera un beneficio

mayor con este tratamiento.

Sin embargo, también un alto porcentaje (hasta un 40%) muestra resistencia a la
terapia endocrina,! e incluso el 10% de todas las pacientes que reciben tratamiento
hormonal presentaran recaida durante su seguimiento.?® Esto concuerda con lo
encontrado en nuestra poblacion de estudio, donde todas las pacientes mostraron
positividad para los receptores hormonales, encontrando 4 recurrencias de 40
pacientes (10%) durante el seguimiento de 48 meses, lo que coincide con lo

documentado.

Si bien hablamos de un estatus hormonal que es medido en todas las pacientes
desde hace mas de 30 afos, es importante conocer que en la glandula mamaria se
encuentran dos tipos diferentes de receptores de estrogenos, los receptores alfa y
los beta, que de éste ultimo no se realiza un andlisis en las pacientes con cancer de
mama y que su papel no es claro, ni esta establecido si su presencia es benéfica o
incluso su ausencia sea benéfica en el seguimiento y tratamiento de las pacientes.
Este receptor descubierto en 1996, ha sido estudiado por multiples autores tanto en
lineas celulares, como en tejido fresco congelado y bloques de parafina, sin
embargo, los resultados no son claros y suele haber discrepancia entre los distintos
autores, lo que quiza pudiera explicarse por la existencia de 6 isoformas para el

ERB. Por otro lado, en la gran mayoria de las investigaciones Unicamente se han



estudiado el ERB1 y ERB2, mayormente en lineas celulares muy bien conocidas por

sus perfiles hormonales tanto positivos como negativos.

Cowley et al. fueron de los primeros en demostrar que la afinidad de los dimeros
ERa-ERa y ERa-ERB1 por los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) en el
DNA es mayor que la afinidad que muestran los dimeros ERB1-ER[B1, requiriendo
en estos casos la unién del ligando para que los complejos receptor-ligando puedan
interactuar con los ERE en el DNA.? Sin embargo, ERB2 puede formar
heterodimeros con ERa o ER[31 sin la necesidad de unirse con su ligando, pudiendo
inhibir la unién de ERa y ERB1 a los ERE. Esto plantea la posibilidad de que ERB2

actiie como un modulador funcional de ERa y ERB1.3

Se ha sugerido que existen cambios en la expresién génica de los receptores
estrogénicos ERB1, ERB2 y ERB5 durante los inicios del desarrollo del cancer, con
predomino en la expresiéon de los ERB2 y ERBS. Por otro lado, se ha propuesto que
la expresion del ERB1 tiene una relacién inversa con el nivel de malignidad del tumor
y el grado de inflamacién, mientras que el ERB2 se eleva significativamente con el
grado de infiltracion de linfocitos en el tejido tumoral.# Por otro lado, Jarvinen et al.
analizaron 92 especimenes de pacientes con cancer de mama en tejido fresco
congelado, de los cuales 55 presentaron positividad para el ERB, y éstos a su vez
se relacionaban de forma estadisticamente significativa con ganglios negativos,
grado histoldgico bajo y pacientes en estado premenopausico, por lo que Jarvinen
et al. concluyeron que los tumores ER[ positivos se asocian con caracteristicas
biolégicas menos agresivas, que tedricamente responderian mejor a la terapia

hormonal y que el ERB podria ser un factor predictivo independiente.!

Por otro lado, la proporcion ERo/ERB también se ha correlacionado con la
resistencia a los diferentes tratamientos, no solo hormonales sino citotoxicos. En
lineas celulares con una proporciéon ERa/ER alta y una sobreexpresion del ER se
ha visto que la accion del cisplatino (CDDP) se ve incrementada tanto en la
apoptosis como en la produccién de estrés oxidativo, es decir, la sobreexpresion del
ERP incrementa la sensibilidad al CDDP por las células.® La inhibicion del ERB en

la linea célular T47D incrementa la eficacia del tratamiento con tamoxifeno, con



aumento en la produccion de estrés oxidativo y apoptosis, en la linea célular MCF-
7 la sobreexpresion de ERB mostré una mejor respuesta al tamoxifeno por aumento
de la muerte celular y autofagia. Asi mismo Razandi et al. en el 2013 evidenciaron
que la presencia de ERB en la mitocondria podria mejorar la respuesta al tamoxifeno
en el cancer de mama resistente a este tratamiento.° Al-Bader et al.,'* demostraron
que el ERB1 se expresd en todas las lineas celulares estudiadas, el ERB2 se
expreso en todas las lineas celulares ER positivos y en algunas ER negativos (MDA-
MB-231, MDA-MB-453 y SK-BR-3). Las lineas MCF7, ZR-75-1, MDA-MB-453,
HCC1954 y T-47D expresaron la variante ERB5. Esto demuestra que, en estas
lineas celulares de cancer de mama, las cuales son ampliamente utilizadas en
investigacién y que se conocen como ER negativos, expresan RNA mensajero y
proteinas correspondientes a genes de receptores estrogénicos alfa y/o beta.
Asimismo, pone en evidencia que nuestro entendimiento sobre la expresién génica
de las distintas variantes o isoformas de los receptores estrogénicos a nivel

funcional requiere de mas investigacion.

En el presente trabajo se analizaron 40 especimenes conservados en blogues de
parafina de pacientes sometidas a cirugia como tratamiento inicial del cancer de
mama, en etapas tempranas y localmente avanzadas y sin tratamiento
neoadyuvante, pudiendo observar que del total de las pacientes un alto porcentaje
se mostré positiva para la expresion del ERB1, ERB2 y ERB5 con una expresion
relativa de 6.38, 3.37 y 6.20 respectivamente. Las caracteristicas generales de
nuestra poblacion son de buen pronéstico con un tamafio tumoral patolégico
promedio de 20.85+9.36 mm, 27 pacientes cursaron con axila negativa, en su
mayoria las pacientes se encontraban en etapa IA (16/40) y etapa IlIA (17/40), la
estirpe en 38 pacientes fue ductal, con gado histolégico de 2 en 17/40, todas
mostraron mas de 1% de expresion de receptores de estroégeno alfa, por lo que el
perfil molecular mas frecuente fue el luminal con 34/40 la edad promedio fue de 54
afios y el incide de masa corporal promedio de 28 kg/m?. En general estas
caracteristicas nos sugieren buen prondstico, sin embargo, el haber encontrado una
expresion génica elevada de las isoformas 31, 32 y B5 del ER en un alto porcentaje

de las pacientes, sugiere la importancia de realizar una blsqueda intencionada por



inmuhohistoquimica de estas isoformas. Es importante sefialar que la mayor
expresion génica de la isoforma B5 correspondié al perfil molecular de HER-2
sobreexpresado. Finalmente, el presente estudio sienta las bases para futuras
investigaciones en las que se evallue el papel pronostico y/o predictivo de la
presencia de las isoformas 31, B2 y 35; y la nula o muy baja expresion de las
isoformas 33, 34 y 36.



4.3. CONCLUSIONES

No existe estudio que haya analizado la expresion a nivel de RNA mensajero de las
6 isoformas del receptor de estrégenos R, ya sea en tejido fresco congelado,
especimenes en bloques de parafina o lineas celulares, tampoco se ha realizado

éste analisis completo a través de inmunohistoquimica.

En pacientes con cancer de mama invasor, unilateral, tratadas de forma inicial con
cirugia, las isoformas que mostraron mayor expresion génica en el tejido tumoral
fueron 31, 32, y R5 del total de nuestra poblacion. Este hallazgo permitira realizar la
busqueda intencionada por inmuhohistoquimica de estas isoformas mayormente
expresadas, y sienta las bases para futuros estudios en los que se evalle el papel
prondstico y/o predictivo de la presencia de las isoformas 31, 32 y R5; y la nula o
muy baja expresion de las isoformas 33, 34 y 136.
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ANEXO A

Secuencias Obtenidas en el GenBank para las isoformas del ER2

>NM_001437.2 Homo sapiens estrogen receptor 2 (ESR2), transcript variant a,

MRNA
CTCGGTCTTTAAAAGGAAGAAGGGGCTTATCGTTAAGTCGCTTGTGATCTTTTCAGTTTCTCCAGCTGCT
GGCTTTTTGGACACCCACTCCCCCGCCAGGAGGCAGTTGCAAGCGCGGAGGCTGCGAGAAATAACTGCCT
CTTGAAACTTGCAGGGCGAAGAGCAGGCGGCGAGCGCTGGGCCGGGGAGGGACCACCCGAGCTGCGACGG
GCTCTGGGGCTGCGGGGCAGGGCTGGCGCCCGGAGCCTGAGCTGCAGGAGGTGCGCTCGCTTTCCTCAAC
AGGTGGCGGCGGGGCGCGCGCCGGGAGACCCCCCCTAATGCGGGAAAAGCACGTGTCCGCATTTTAGAGA
AGGCAAGGCCGGTGTGTTTATCTGCAAGCCATTATACTTGCCCACGAATCTTTGAGAACATTATAATGAC
CTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTTCTCAGCTGTTATCTCAAGACATGGATATAAAAAACTCACCAT
CTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAACTGCAGTCAATCCATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATA
CATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCACCATGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATG
AATTACAGCATTCCCAGCAATGTCACTAACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATG
TGTTGTGGCCAACACCTGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGA
ACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAGAGAGACACTG
AAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCAGGTTCAAAGAGGGATGCTCACT
TCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATCGGGATATCACTATGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGC
CTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACATAATGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGAT
AAAAACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTG
GCTCCCGGAGAGAGAGATGTGGGTACCGCCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTG
TGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGCCACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGACGCCCTGAGC
CCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGGAGGCTGAGCCGCCCCATGTGCTGATCAGCCGCCCCAGTGCGL
CCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTCCCTGACCAAGTTGGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAG
CTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTGGAGCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGCTCTTGGAGAGCTGT
TGGATGGAGGTGTTAATGATGGGGCTGATGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGGCAAGCTCATCTTTGCTC
CAGATCTTGTTCTGGACAGGGATGAGGGGAAATGCGTAGAAGGAATTCTGGAAATCTTTGACATGCTCCT
GGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTAAAACTCCAACACAAAGAATATCTCTGTGTCAAGGCCATGATC
CTGCTCAATTCCAGTATGTACCCTCTGGTCACAGCGACCCAGGATGCTGACAGCAGCCGGAAGCTGGCTC
ACTTGCTGAACGCCGTGACCGATGCTTTGGTTTGGGTGATTGCCAAGAGCGGCATCTCCTCCCAGCAGCA
ATCCATGCGCCTGGCTAACCTCCTGATGCTCCTGTCCCACGTCAGGCATGCGAGTAACAAGGGCATGGAA
CATCTGCTCAACATGAAGTGCAAAAATGTGGTCCCAGTGTATGACCTGCTGCTGGAGATGCTGAATGCCC
ACGTGCTTCGCGGGTGCAAGTCCTCCATCACGGGGTCCGAGTGCAGCCCGGCAGAGGACAGTAAAAGCAA
AGAGGGCTCCCAGAACCCACAGTCTCAGTGACGCCTGGCCCTGAGGTGAACTGGCCCACAGAGGTCACAG
GCTGAAGCGTGAACTCCAGTGTGTCAGGAGCCTGGGCTTCATCTTTCTGCTGTGTGGTCCCTCATTTGG

>NM_001040275.1 Homo sapiens estrogen receptor 2 (ESR2), transcript variant b,

MRNA

CTCGGTCTTTAAAAGGAAGAAGGGGCTTATCGTTAAGTCGCTTGTGATCTTTTCAGTTTCTCCAGCTGCT
GGCTTTTTGGACACCCACTCCCCCGCCAGGAGGCAGTTGCAAGCGCGGAGGCTGCGAGAAATAACTGCCT
CTTGAAACTTGCAGGGCGAAGAGCAGGCGGCGAGCGCTGGGCCGGGGAGGGACCACCCGAGCTGCGACGG
GCTCTGGGGCTGCGGGGCAGGGCTGGCGCCCGGAGCCTGAGCTGCAGGAGGTGCGCTCGCTTTCCTCAAC
AGGTGGCGGCGGGGCGCGCGCCGGGAGACCCCCCCTAATGCGGGAAAAGCACGTGTCCGCATTTTAGAGA
AGGCAAGGCCGGTGTGTTTATCTGCAAGCCATTATACTTGCCCACGAATCTTTGAGAACATTATAATGAC
CTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTTCTCAGCTGTTATCTCAAGACATGGATATAAAAAACTCACCAT
CTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAACTGCAGTCAATCCATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATA
CATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCACCATGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATG
AATTACAGCATTCCCAGCAATGTCACTAACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATG
TGTTGTGGCCAACACCTGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGA
ACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAGAGAGACACTG
AAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCAGGTTCAAAGAGGGATGCTCACT
TCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATCGGGATATCACTATGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGC
CTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACATAATGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGAT



AAAAACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTG
GCTCCCGGAGAGAGAGATGTGGGTACCGCCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTG
TGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGCCACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGACGCCCTGAGC
CCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGGAGGCTGAGCCGCCCCATGTGCTGATCAGCCGCCCCAGTGCGL
CCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTCCCTGACCAAGTTGGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAG
CTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTGGAGCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGCTCTTGGAGAGCTGT
TGGATGGAGGTGTTAATGATGGGGCTGATGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGGCAAGCTCATCTTTGCTC
CAGATCTTGTTCTGGACAGGGATGAGGGGAAATGCGTAGAAGGAATTCTGGAAATCTTTGACATGCTCCT
GGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTAAAACTCCAACACAAAGAATATCTCTGTGTCAAGGCCATGATC
CTGCTCAATTCCAGTATGTACCCTCTGGTCACAGCGACCCAGGATGCTGACAGCAGCCGGAAGCTGGCTC
ACTTGCTGAACGCCGTGACCGATGCTTTGGTTTGGGTGATTGCCAAGAGCGGCATCTCCTCCCAGCAGCA
ATCCATGCGCCTGGCTAACCTCCTGATGCTCCTGTCCCACGTCAGGCATGCGAGGGCAGAAAAGGCCTCT
CAAACACTCACCTCATTTGGAATGAAGATGGAGACTCTTTTGCCTGAAGCAACGATGGAGCAGTGACCCT
CTAATCAACTCGGTGGCCTAAAGAAAAATCTTGGGTAACATTTTCACTTCAGTTTCCCTCTGGGATCATT
GTAATCCATGAAAAAAATAATTTTAAAGAAAGAGTTAAAATACTTTGAAGTTAGTTATGTGGTTAAAAAC
CACCTTCCTTTCTATTATCAATCCAACAATTTGATAACTGTAAACGCTAAAGTGAAGACGGATTCTCTTC
AGATGGTCTCCTTAACTGCCCAGGGCTTGCAGATGTCTCACCCATGAGGGGCACCAATGTAGAAAGCTGA
GGCTTCATCTACTGATGAGCTTCACTGGTTTCCCCTGAGGTTTGTGCTTTGGCAGAGAAGGGGAGGAGGG
GACTGGGATTGTGTGGTCAGCTGTGCCTGCCAACAGATGCAGGTTAGGAACTGTGTTCAGTATCTTCCAA
TAAGAAAGGGGAAATGCCGATGCCTATCCTCTTTGTTTAGGTAGAAAGTAAAATGCTACTGGACTTAAAT
GGGCAAAAAAAAAAAAAAAA

>NM_001214902.1 Homo sapiens estrogen receptor 2 (ESR2), transcript variant d,

MRNA

CCATTATACTTGCCCACGAATCTTTGAGAACATTATAATGACCTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTT
CTCAGCTGTTATCTCAAGACATGGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAA
CTGCAGTCAATCCATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCAC
CATGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATGAATTACAGCATTCCCAGCAATGTCACTA
ACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATGTGTTGTGGCCAACACCTGGGCACCTTTC
TCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGAACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCA
AGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAGAGAGACACTGAAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCG
CCAGCCCTGTTACTGGTCCAGGTTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATC
GGGATATCACTATGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGCCTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACAT
AATGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGATAAAAACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCT
GCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAGAGAGAGATGTGGGTACCG
CCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTGTGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGC
CACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGACGCCCTGAGCCCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGG
AGGCTGAGCCGCCCCATGTGCTGATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTC
CCTGACCAAGTTGGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTG
GAGCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGCTCTTGGAGAGCTGTTGGATGGAGGTGTTAATGATGGGGCTGA
TGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGGCAAGCTCATCTTTGCTCCAGATCTTGTTCTGGACAGGGATGAGGG
GAAATGCGTAGAAGGAATTCTGGAAATCTTTGACATGCTCCTGGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTA
AAACTCCAACACAAAGAATATCTCTGTGTCAAGGCCATGATCCTGCTCAATTCCAGTATGTACCCTCTGG
TCACAGCGACCCAGGATGCTGACAGCAGCCGGAAGCTGGCTCACTTGCTGAACGCCGTGACCGATGCTTT
GGTTTGGGTGATTGCCAAGAGCGGCATCTCCTCCCAGCAGCAATCCATGCGCCTGGCTAACCTCCTGATG
CTCCTGTCCCACGTCAGGCATGCGAGATGGGGAGAAAAGCAATTCATTCATTTGAAGTTATCTTAGTGCC
AAGAGTCATGTGAAAATGTCCCTTGCATGTGGGCAATGAAAGATTTGCAGACGATATAAAACCCAGACTA
CCTCATAAAAGAGTTTTGGGAATACACTGAGCTTTGAGTGAAAGAAGCTGCAGTGGCCTCCCTGGAGATG
GGGAGCAAACCAGCTTAAAGGCCCTTATCCTGAGGAAGAGACAAAAATTGACATGCACAATATTAAGCTT
TGAAATGCAGACCACACTTCCTTTCACTGCAACTTTGACTTGTCCCGCATCTCTACTTAAGGGCAGAAAA
GGCCTCTCAAACACTCACCTCATTTGGAATGAAGATGGAGACTCTTTTGCCTGAAGCAACGATGGAGCAG
TGACCCTCTAATCAACTCGGTGGCCTAAAGAAAAATCTTGGGTAACATTTTCACTTCAGTTTCCCTCTGG
GATCATTGTAATCCATGAAAAAAATAATTTTAAAGAAAGAGTTAAAATACTTTGAAGTTAGTTATGTGGT
TAAAAACCACCTTCCTTTCTATTATCAATCCAACAATTTGATAACTGTAAACGCTAAAGTGAAGACGGAT
TCTCTTCAGATGGTCTCCTTAACTGCCCAGGGCTTGCAGATGTCTCACCCATGAGGGGCACCAATGTAGA
AAGCTGAGGCTTCATCTACTGATGAGCTTCACTGGTTTCCCCTGAGGTTTGTGCTTTGGCAGAGAAGGGG



AGGAGGGGACTGGGATTGTGTGGTCAGCTGTGCCTGCCAACAGATGCAGGTTAGGAACTGTGTTCAGTAT
CTTCCAATAAGAAAGGGGAAATGCCGATGCCTATCCTCTTTGTTTAGGTAGAAAGTAAAATGCTACTGGA
CTTAAATGGGCAAAAAAAAAAAAAAAA

>NM_001271876.1 Homo sapiens estrogen receptor 2 (ESR2), transcript variant f,

MRNA
CCATTATACTTGCCCACGAATCTTTGAGAACATTATAATGACCTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTT
CTCAGCTGTTATCTCAAGACATGGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAA
CTGCAGTCAATCCATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCAC
CATGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATGAATTACAGCATTCCCAGCAATGTCACTA
ACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATGTGTTGTGGCCAACACCTGGGCACCTTTC
TCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGAACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCA
AGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAGAGAGACACTGAAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCG
CCAGCCCTGTTACTGGTCCAGGTTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATC
GGGATATCACTATGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGCCTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACAT
AATGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGATAAAAACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCT
GCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAGAGAGAGATGTGGGTACCG
CCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTGTGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGL
CACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGACGCCCTGAGCCCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGG
AGGCTGAGCCGCCCCATGTGCTGATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTC
CCTGACCAAGTTGGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTG
GAGCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGCTCTTGGAGAGCTGTTGGATGGAGGTGTTAATGATGGGGCTGA
TGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGGCAAGCTCATCTTTGCTCCAGATCTTGTTCTGGACAGGGATGAGGG
GAAATGCGTAGAAGGAATTCTGGAAATCTTTGACATGCTCCTGGCAACTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTA
AAACTCCAACACAAAGAATATCTCTGTGTCAAGGCCATGATCCTGCTCAATTCCAGTATGTACCCTCTGG
TCACAGCGACCCAGGATGCTGACAGCAGCCGGAAGCTGGCTCACTTGCTGAACGCCGTGACCGATGCTTT
GGTTTGGGTGATTGCCAAGAGCGGCATCTCCTCCCAGCAGCAATCCATGCGCCTGGCTAACCTCCTGATG
CTCCTGTCCCACGTCAGGCATGCGAGGTCCTGTGTATACAAGTAAAATGCAGCTCACAAAAGTCCTGGTA
TCCAGTGCATCGATTATTTGGATAGATTTTCTGTAATCATTCTGAGTTTGATTAGAATTATATCCTTTAC
AGATGGGGAGAAAAGCAATTCATTCATTTGAAGTTATCTTAGTGCCAAGAGTCATGTGAAAATGTCCCTT
GCATGTGGGCAATGAAAGATTTGCAGACGATATAAAACCCAGAC

>NM_001271877.1 Homo sapiens estrogen receptor 2 (ESR2), transcript variant g,

MRNA

CCATTATACTTGCCCACGAATCTTTGAGAACATTATAATGACCTTTGTGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTT
CTCAGCTGTTATCTCAAGACATGGATATAAAAAACTCACCATCTAGCCTTAATTCTCCTTCCTCCTACAA
CTGCAGTCAATCCATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATACATACCTTCCTCCTATGTAGACAGCCAC
CATGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATGAATTACAGCATTCCCAGCAATGTCACTA
ACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATGTGTTGTGGCCAACACCTGGGCACCTTTC
TCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGAACCTCAAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCA
AGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAGAGAGACACTGAAAAGGAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCG
CCAGCCCTGTTACTGGTCCAGGTTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGCGCTGTCTGCAGCGATTACGCATC
GGGATATCACTATGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGCCTTTTTTAAAAGAAGCATTCAAGGACAT
AATGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGATAAAAACCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCT
GCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCCCGGAGAGAGAGATGTGGGTACCG
CCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTGTGCCGGCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGC
CACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGACGCCCTGAGCCCCGAGCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGG
AGGCTGAGCCGCCCCATGTGCTGATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTCACCGAGGCCTCCATGATGATGTC
CCTGACCAAGTTGGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGGCCAAGAAGATTCCCGGTATGTAC
CCTCTGGTCACAGCGACCCAGGATGCTGACAGCAGCCGGAAGCTGGCTCACTTGCTGAACGCCGTGACCG
ATGCTTTGGTTTGGGTGATTGCCAAGAGCGGCATCTCCTCCCAGCAGCAATCCATGCGCCTGGCTAACCT
CCTGATGCTCCTGTCCCACGTCAGGCATGCGAGTAACAAGGGCATGGAACATCTGCTCAACATGAAGTGC
AAAAATGTGGTCCCAGTGTATGACCTGCTGCTGGAGATGCTGAATGCCCACGTGCTTCGCGGGTGCAAGT
CCTCCATCACGGGGTCCGAGTGCAGCCCGGCAGAGGACAGTAAAAGCAAAGAGGGCTCCCAGAACCCACA



GTCTCAGTGACGCCTGGCCCTGAGGTGAACTGGCCCACAGAGGTCACAGGCTGAAGCGTGAACTCCAGTG
TGTCAGGAGCCTGGGCTTCATCTTTCTGCTGTGTGGTCCCTCATTTGG

>NM_001291723.1 Homo sapiens estrogen receptor 2 (ESR2), transcript variant I,

MRNA
GTGTGAGGGCGCCCGGCTTCCAGGCAGTAATGGGCGGGTCCCTGCGCGGGAGCGTGGCGGGCGCTGGACT
CTACAGCAGATGTGGAACTGGAGAGCTTGGCGCGCCTTCCGACTTTGTCACACACCTGCGCCGCCAGACT
GGGGTCGGGCCCCTCCGCGTTCTGCTCTGGAGTGCCTGGGTCTGGGCCCAGCACCGCGCTTTTAGAATCT
CCTCAGCTGAATCTGACGCTCAGCAGTGGGTGAAGCGCAGCCCCCTGTTTCAGGCCCTGCCGAGCTGGAA
GGAGTGTCAGAGCTGGAGCGCGCGTGGCCCCCTCTGTGTTGGGGTCACCCCGGGGTTGCCAGGGCTCAGG
GAGGGTCGTAGTCTGGATTTTGTCACCCGCACGTCCCCACCCCCCAGCAGGTCTGGGGTTGGAGAATCCA
CGCGGGCTTCATAAGCTAGATGCCAGTTAACTGTCGAGAGGGGACGCTCCCTCCTCGTAGGCGTCCACAC
TGGAGAAGGAATAAGATGGGCGATTGCCTGGGAAGCCTGACAGGGCGGCGGCAGCTGGGATGCTGGAGAG
GACTGGCCCCTTGAGTTACTGAGTCCGATGAATGTGCTTGCTCTGCTGGAGGAACCGCGCTCAGGTTACA
GTCATCCCAATATGGTTCTGAAGCCATTATACTTGCCCACGAATCTTTGAGAACATTATAATGACCTTTG
TGCCTCTTCTTGCAAGGTGTTTTCTCAGCTGTTATCTCAAGACATGGATATAAAAAACTCACCATCTAGC
CTTAATTCTCCTTCCTCCTACAACTGCAGTCAATCCATCTTACCCCTGGAGCACGGCTCCATATACATAC
CTTCCTCCTATGTAGACAGCCACCATGAATATCCAGCCATGACATTCTATAGCCCTGCTGTGATGAATTA
CAGCATTCCCAGCAATGTCACTAACTTGGAAGGTGGGCCTGGTCGGCAGACCACAAGCCCAAATGTGTTG
TGGCCAACACCTGGGCACCTTTCTCCTTTAGTGGTCCATCGCCAGTTATCACATCTGTATGCGGAACCTC
AAAAGAGTCCCTGGTGTGAAGCAAGATCGCTAGAACACACCTTACCTGTAAACAGAGAGACACTGAAAAG
GAAGGTTAGTGGGAACCGTTGCGCCAGCCCTGTTACTGGTCCAGGTTCAAAGAGGGATGCTCACTTCTGC
GCTGTCTGCAGCGATTACGCATCGGGATATCACTATGGAGTCTGGTCGTGTGAAGGATGTAAGGCCTTTT
TTAAAAGAAGCATTCAAGGACATAATGATTATATTTGTCCAGCTACAAATCAGTGTACAATCGATAAAAA
CCGGCGCAAGAGCTGCCAGGCCTGCCGACTTCGGAAGTGTTACGAAGTGGGAATGGTGAAGTGTGGCTCC
CGGAGAGAGAGATGTGGGTACCGCCTTGTGCGGAGACAGAGAAGTGCCGACGAGCAGCTGCACTGTGCCG
GCAAGGCCAAGAGAAGTGGCGGCCACGCGCCCCGAGTGCGGGAGCTGCTGCTGGACGCCCTGAGCCCCGA
GCAGCTAGTGCTCACCCTCCTGGAGGCTGAGCCGCCCCATGTGCTGATCAGCCGCCCCAGTGCGCCCTTC
ACCGAGGCCTCCATGATGATGTCCCTGACCAAGTTGGCCGACAAGGAGTTGGTACACATGATCAGCTGGG
CCAAGAAGATTCCCGGCTTTGTGGAGCTCAGCCTGTTCGACCAAGTGCGGCTCTTGGAGAGCTGTTGGAT
GGAGGTGTTAATGATGGGGCTGATGTGGCGCTCAATTGACCACCCCGGCAAGCTCATCTTTGCTCCAGAT
CTTGTTCTGGACAGGGATGAGGGGAAATGCGTAGAAGGAATTCTGGAAATCTTTGACATGCTCCTGGCAA
CTACTTCAAGGTTTCGAGAGTTAAAACTCCAACACAAAGAATATCTCTGTGTCAAGGCCATGATCCTGCT
CAATTCCAGTATGTACCCTCTGGTCACAGCGACCCAGGATGCTGACAGCAGCCGGAAGCTGGCTCACTTG
CTGAACGCCGTGACCGATGCTTTGGTTTGGGTGATTGCCAAGAGCGGCATCTCCTCCCAGCAGCAATCCA
TGCGCCTGGCTAACCTCCTGATGCTCCTGTCCCACGTCAGGCATGCGAGGGCAGAAAAGGCCTCTCAAAC
ACTCACCTCATTTGGAATGAAGATGGAGACTCTTTTGCCTGAAGCAACGATGGAGCAGTGACCCTCTAAT
CAACTCGGTGGCCTAAAGAAAAATCTTGGGTAACATTTTCACTTCAGTTTCCCTCTGGGATCATTGTAAT
CCATGAAAAAAATAATTTTAAAGAAAGAGTTAAAATACTTTGAAGTTAGTTATGTGGTTAAAAACCACCT
TCCTTTCTATTATCAATCCAACAATTTGATAACTGTAAACGCTAAAGTGAAGACGGATTCTCTTCAGATG
GTCTCCTTAACTGCCCAGGGCTTGCAGATGTCTCACCCATGAGGGGCACCAATGTAGAAAGCTGAGGCTT
CATCTACTGATGAGCTTCACTGGTTTCCCCTGAGGTTTGTGCTTTGGCAGAGAAGGGGAGGAGGGGACTG
GGATTGTGTGGTCAGCTGTGCCTGCCAACAGATGCAGGTTAGGAACTGTGTTCAGTATCTTCCAATAAGA
AAGGGGAAATGCCGATGCCTATCCTCTTTGTTTAGGTAGAAAGTAAAATGCTACTGGACTTAAATGGGCA
AAAAAAAAAAAAARA



ANEXO B

Autorizacion por el Comité de Etica en Investigacion del INCan.

Instituto Nacional de Canceralogia 77

"2017, Mo del Centenatlo de la Promulgacion de la Constituciin Palltica de los Estados Unidoes Mexicanos®

No. Ref. INCAN/C1/478/17
COMX, a 04 de Mayo del 2017

Dr. David F. Cantii de Ledn
Dra. Jessica Salazar Campos
Investigadores Principales
Presente

En relacion a su solicitud del proyecto titulado: "Expresién Génica de las Isoformas del
receptor de estrigeno tipo Beta en pacientes con cancer de mama tratadas inicialmente
con cirugla®, (Rev/19/17), se autoriza la realizacion del mismo, debido a que es un
estudio sin riesgo, ya que utillzaran material archivado en patologia y expedientes
clinieos, por lo tanto, NO es necesaria la aprobacién de un Consentimiento Informado.

Reciba un cordial saludo.
Atentamente

{,\\“‘w‘l -

Dr, IJuis A, HETEH Montalvo
Presidenteé del Commité de Investigacion
|

AVt |
'}
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