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FISH: Hibridación in situ fluorescente  
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T
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SISH: Hibridación in situ con plata  

RNA: Ácido Ribonucleico  

TNM: Tumor, nódulo  y metástasis  
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GLOSARIO  

Adyuvancia: Tratamiento adicional para el cáncer que se administra después del 

tratamiento primario para disminuir el riesgo de recaída.  

CISH: Es una técnica en la que una hebra de DNA  o  RNA  complementaria se 

usa para localizar un DNA o RNA específico en una muestra de tejido. 

Epigenética: Se refiere a los cambios heredables en el DNA e histonas que no 

implican alteraciones en la secuencia de nucleótidos y modifican la estructura y 

condensación de la cromatina, por lo que afectan la expresión génica y el fenotipo. 

FISH: Es una técnica citogenética de marcaje de cromosomas mediante la cual 

estos son hibridados con sondas que emiten fluorescencia y permiten la 

visualización, distinción y estudio de los cromosomas así como de las anomalías 

que puedan presentar. 

  Fold Change: Incremento en número de veces más que se encuentra expresado 

el gen de interés con respecto al grupo calibrador o gen de referencia. 

 

HER 2 Neu: Proteína que participa en el crecimiento normal de las células, es un 

tipo de receptor de la tirosina cinasa. También se llama c-erbB-2, receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico humano, y receptor 2 del factor de crecimiento 

epidermico humano. 

 

Luminal A: Subtipo molecular de cáncer de mama con receptores de hormonas 

positivos (ya sea de estrógenos, de progesterona o ambos) y  receptores HER 2 

neu negativos. 

 

Luminal B: Subtipo molecular de cáncer de mama con receptores de hormonas 

positivos (ya sea de estrógeno, de progesterona o ambos) y receptores HER 2 neu  

positivos. 
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Neoadyuvancia: Tratamiento (quimioterapia o radioterapia) que se administra 

como primer paso para reducir el tamaño del tumor antes del tratamiento principal 

que generalmente consiste en cirugía. 

 

Oncogén: Gen que por su gran capacidad de mutación o transformación induce a 

la formación de cáncer en una célula. 

 

Oncotype: Es una prueba de 21 genes que predice la probabilidad de beneficiarse 

de la quimioterapia y el riesgo de recurrencia distante a 10 años para informar las 

decisiones de tratamiento adyuvante en ciertas mujeres que presentan cáncer de 

mama invasor en estadío temprano. 

 

Proto-oncogén: Gen que participa en el crecimiento normal de las células. Las 

mutaciones (cambios) en  este pueden hacer que este se convierta en un 

oncogén, que puede hacer que se formen células cancerosas. 

 

Tipo basal: Subtipo con receptores de hormonas negativos y HER2 negativo 

(también llamado cáncer de mama triple negativo). 

 

Trastzumab: Es un anticuerpo monoclonal humanizado semejante a los 

anticuerpos que produce el organismo de forma natural para protegerse de las 

infecciones por virus y bacterias. Los anticuerpos monoclonales son proteínas que 

reconocen específicamente y se unen a otras proteínas únicas del organismo 

llamadas antígenos. El trastuzumab se une selectivamente al receptor de tipo 2 

del factor de crecimiento epidérmico humano (HER 2 neu). 

 

Triple negativo: Subtipo molecular de cáncer de mama que no expresa 

receptores de hormonas (estrógeno y progesterona) ni receptores HER2 neu. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo_monoclonal
https://es.wikipedia.org/wiki/Virus
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacterias
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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PRONÓSTICO  Y  CURSO CLÍNICO  DE LAS PACIENTES  CON CÁNCER  DE  

MAMA  Y EXPRESIÓN  DE NOTCH 1  Y 3 

 

RESUMEN. 

 

Antecedentes: El cáncer de mama en México a partir de 2006 ocupa el primer 

lugar de mortalidad por tumor maligno en las mujeres mayores de 25 años, 

desplazando de esa posición al cáncer cervicouterino. Como la mayoría de los 

tumores el cáncer de mama se clasifica mediante el sistema TNM; que contempla 

tamaño del tumor (T), ganglios linfáticos regionales o nódulos (N), así como 

metástasis o diseminación a órganos distantes (M). Y actualmente otra 

clasificación, la molecular divide al cáncer de mama en 4 subtipos, con base a la 

presencia o no de receptores de estrógenos, progesterona y sobreexpresión del 

receptor de membrana Her 2 Neu, teniendo implicaciones pronósticas y 

terapéuticas. 

 

De manera general se puede hablar que al menos un 15% de las pacientes 

presentarán mala respuesta a los tratamientos o incluso progresión de la 

enfermedad, lo cual nos indica que no solo los factores que se contemplan en la 

clasificación molecular influyen o son pronósticos sino que hay otros asociados 

con los cuales existen interrelaciones parcialmente estudiadas  y que pueden 

influir en la evolución clínica del cáncer de mama. Este es el caso de la familia de 

genes Notch y su relación con HER 2 Neu; ya que tiene la característica de actuar 

en algunos procesos biológicos como proto-oncogén, oncogén o gen tumor 

supresor.  

 

Objetivo: Determinar el pronóstico y curso clínico  de las pacientes con cáncer de 

mama y expresión de  Notch 1 y 3. 
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Material y métodos: Se trata de un trabajo descriptivo,  analítico y retrospectivo. 

Se tomaron como casos a las muestras incluidas en parafina  de pacientes con 

cáncer de mama y como controles  a las muestras de pacientes de tumores 

benignos. Se realizó inmunohistoquímica para determinar la expresión de Notch 1 

y Notch 3 de manera cualitativa y posteriormente se realizó PCR tiempo real para 

determinar expresión cuantitativa de los genes en estudio. Finalmente se 

analizaron los casos con respecto al pronóstico y curso cínico de la enfermedad 

(recaída y persistencia). 

 

Resultados: Únicamente se encontró diferencia estadísticamente significativa en 

la expresión de Notch 1 por inmunohistoquímica al comparar los tumores benignos 

y los 4 subtipos moleculares de cáncer de mama; no fue significativo para Notch 3. 

La expresión por inmunohistoquímica para Notch 1 y Notch 3 no se relacionó con 

el CT o CT correspondiente en PCR tiempo real ni con la evolución clínica de la 

enfermedad. 

 

Conclusiones: No se encontró asociación entre la expresión de Notch 1 y Notch 3 

con la evolución clínica del cáncer de mama en cuanto a recaída y persistencia. La 

expresión de Notch 1 y Notch 3 en tumores benignos, de manera interesante, fue 

similar a la de los tumores invasores.  

 

Palabras clave: Notch 1, Notch 3, cáncer de mama, Her 2 Neu, curso clínico. 
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ABSTRACT 

Background: Breast cancer in Mexico since 2006 occupies the first place of 

mortality by malignant tumor in women older than 25 years, displacing from that 

position to cervical cancer. As most tumors, breast cancer is classified by the TNM 

system; which includes tumor size (T), regional lymph nodes or nodules (N), as 

well as metastasis or dissemination to distant organs (M). And now another 

classification, the molecular division of breast cancer into 4 subtypes, based on the 

presence or absence of estrogen receptors, progesterone and overexpression of 

Her 2 Neu membrane receptor, having prognostic and therapeutic implications. In 

general terms, it can be said that at least 15% of patients will have a poor response 

to treatments or even disease progression, which indicates that not only the factors 

contemplated in the molecular classification influence or are prognostic, but also 

that there are others associated with whom there are partially studied 

interrelationships that can influence the clinical evolution of breast cancer. This is 

the case of the Notch gene family and its relationship with Her 2 Neu; since it has 

the characteristic of acting in some biological processes such as proto-oncogene, 

oncogene or tumor suppressor gene.  

 

Objective: To determine the prognosis and clinical course of patients with breast 

cancer and expression of Notch 1 and 3.  

 

Material and methods: This is a descriptive, analytical and retrospective work. 

Samples included in paraffin from patients with breast cancer were used as cases; 

and controls were samples included in paraffin from patients with benign tumors. 

Immunohistochemistry was performed to determine the expression of Notch 1 and 

Notch 3 in a qualitative manner and subsequently real-time PCR was performed to 

determine quantitative expression of the genes under study. Finally, the cases 

were analyzed with respect to the prognosis and clinical course of the disease 

(relapse and persistence). 
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Results: There was only statistically significant difference in the expression of 

Notch 1 by immunohistochemistry when comparing benign tumors and the 4 

molecular subtypes of breast cancer; it was not significant for Notch 3. 

Immunohistochemical expression for Notch 1 and Notch 3 was not related to the 

corresponding CT o CT in real-time PCR or to the clinical evolution of the 

disease.  

 

Conclusions: No association was found between the expression of Notch 1 and 

Notch 3 with the clinical evolution of breast cancer in terms of relapse and 

persistence. The expression of Notch 1 and Notch 3 in benign tumors, interestingly 

was similar to that of the invading tumors. 

 

 Key words: Notch1, Notch3, breast cancer, Her 2 Neu, clinical course. 
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ANTECEDENTES. 

En el ámbito mundial el cáncer de mama es la primera causa de muerte por 

neoplasia en la mujer en el ámbito mundial con cerca de 500 mil decesos cada 

año, de las cuales el 70% ocurre en países en desarrollo (1). 

El riesgo de padecer esta enfermedad es superior en las mujeres de países con 

nivel socioeconómico alto, pero el riesgo de morir por ella es mayor entre las 

mujeres que habitan países pobres, debido a un menor acceso a los servicios de 

salud para la detección temprana, tratamiento y control (2).  

De acuerdo con las últimas estimaciones estadísticas de la International Agency of 

Research on Cancer: GLOBOCAN 2012, el carcinoma de mama es la neoplasia 

sólida más frecuente entre la población femenina a nivel mundial, registrándose 

más de 1,384,155 nuevos casos al año, lo que corresponde a una tasa ajustada 

por edad (ASR, por las siglas de Age Standardized Rate) de 39.0 por 100,000 

mujeres (3). 

En cuanto a la mortalidad, el cáncer de mama es la principal causa de muerte por 

cáncer entre las mujeres del mundo. Según las estadísticas mencionadas, en 

2008, se registraron 458,503 muertes por cáncer de mama en el mundo, lo que 

corresponde a un tasa de mortalidad de ASR de 12.5 por 100 000 habitantes. 

El Cáncer de mama en México a partir de 2006 ocupa el primer lugar de 

mortalidad por tumor maligno en las mujeres mayores de 25 años, desplazando de 

esa posición al cáncer cervicouterino. En el año 2010 la tasa estandarizada de 

mortalidad fue de 18.7 por 100 mil mujeres de 25 y más años, lo que representa 

un incremento del 49.5% en las últimas dos décadas (4). 

Como la mayoría de los tumores el cáncer de mama se clasifica mediante el 

sistema TNM; que contempla tamaño del tumor (T), ganglios linfáticos regionales o 

nódulos (N), así como metástasis o diseminación a órganos distantes (M); además 

de presentar una variante según el reporte histopatológico y una clasificación 

molecular (cuadro 1). 
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Cuadro 1. Última modificación a la clasificación TNM 2010 (5).   

 a) Tamaño del tumor (T). 

 

 

 

    anglios linf ticos regionales  cl nica); N. 

 

NX  o se puede evaluar el ganglio linf tico regional 

N0 Sin ganglios 

N1   o varios ganglios linf ticos homolaterales axilares móviles 

N2a  anglio s  axilares fijos entre s  o a otras estructuras 

N2b  et stasis cl nicamente aparentes en la cadena mamaria interna sin evidencia cl nica 

de met stasis axilares 

N3a  et stasis a ganglio(s) infraclavicular homolateral y ganglio(s) axilares 

N3b  et stasis a ganglio(s) de la mamaria interna y axilares homolaterales 

N3c  et stasis a ganglio(s) supraclaviculares homolaterales 
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c) Ganglios linfáticos regionales por reporte histopatológico (pN). 

pNX No se estudiaron ganglios 

pNO(i-) No metàstasis IHQ negativa 

pN0(i+) No metástasis histológicas con IHQ positiva, nidos tumorales mayores a 0.2mm 

pN0(mol-) Sin metástasis por histopatología ni estudios de reacción en cadena de la polimerasa-

transcriptasa reversa (RT-PCR). 

pN1mi  icromet stasis (mayor a 0.2 mm y no mayor a 2 mm) 

pN1a Metástasis en 1 – 3 ganglios axilares 

pN1b Metástasis en ganglios mamarios internos con micromet stasis o macromet stasis 

detectada mediante biopsia de ganglio linfático centinela pero sin detección clínica 

pN1c Metástasis en ganglios de cadena mamaria interna con enfermedad microscópica 

detectada por biopsia de GC pero que no son clínicamente aparentes 

pN2 Metástasis en 4 a 9 ganglios axilares o en ganglios de cadena mamaria interna 

clínicamente aparentes en ausencia de metástasis a ganglios axilares 

pN2a Metástasis en 4 a 9 ganglios axilares con al menos 1 con diámetro mayor a 0.2 mm 

pN2b Metástasis en ganglios de cadena mamaria interna clínicamente aparentes en 

ausencia de metástasis a ganglios axilares 

pN3 Metástasis en 10 o más ganglios axilares o en ganglios infra claviculares, o en 

ganglios de cadena mamaria interna junto con 1 o más ganglios axilares positivos; o 

en más de 3 ganglios axilares positivos sin adenopatías clínicas en  ganglios de 

mamaria interna; o con ganglio supraclavicular positivo homolateral.    Metástasis en 

10 o más ganglios axilares positivos con al menos una metástasis  mayor a 2 mm, o 

bien metástasis a ganglios infra claviculares 

pN3a Metástasis a ganglios infra claviculares (Ganglio axilar  III) 



[Escriba el título del documento] 

 

 
19 

pN3b Metástasis en ganglios clínicamente evidentes en cadena mamaria interna en 

presencia de 1 o más ganglios axilares positivos; o en más de 3 ganglios axilares 

positivos con metástasis microscópica de ganglios de mamaria interna detectados por 

biopsia de GC pero no clínicamente evidentes (clínicamente evidentes significa 

encontradas al examen clínico o por métodos de imagen) 

pN3c Metástasis a ganglios supraclaviculares homolaterales 

 

 

d) Metástasis a distancia (M). 

 

MX No evaluable 

M0 Sin metástasis 

M1 Metástasis a distancia 

 

Para determinar el tratamiento en esta neoplasia, existen las etapas  o estadios 

clínicos (tabla 2) que se basan en el TNM y que son la pauta o lineamientos 

actuales para decidir la terapéutica a utilizar en cada caso; que puede ser cirugía 

inicial seguida de quimioterapia y radioterapia adyuvantes o iniciar con 

quimioterapia con o sin radioterapia neoadyuvante para complementar con cirugía. 

Además las nuevas tendencias en radioterapia, la modalidad intraoperatoria; 

proporciona una opción más de tratamiento en etapas iniciales utilizada de manera 

simultánea con cirugía. 
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Cuadro 2. Estadíos clínicos. 

 

Finalmente, y dependiendo de la clasificación molecular del tumor se concluirá con 

tratamiento hormonal (tamoxifeno o inhibidores de aromatasa del tipo letrozol o 

anastrozol). 

Tratamiento sistémico adyuvante. 

 l oncólogo cl nico de er  contar con información completa de las caracter sticas 

del tumor  en particular  la expresión o no de los  lancos terapéuticos (receptores 

hormonales y sobreexpresión del receptor HER 2 Neu  que tiene importancia 

trascendental para  rindar un tratamiento óptimo e individualizado.   

A través de inmunohistoqu mica se ha clasificado por las caracter sticas del tumor 

en cuatro grupos fundamentales, donde la presencia o no de receptores de 

estrógenos son definitivos para la categorización de esta clasificación   

    umores con receptores de estrógeno positivos. 

1.1.  uminal     eceptores de estrógeno positivos, receptores de 

progesterona positivos o negativos, HER 2 Neu negativo.  
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1.2.  uminal     eceptores de estrógeno positivos, receptores de 

progesterona positivos, HER 2 Neu positivo.  

    umores con receptores de estrógeno negativos.  

2.1.  er   neu   eceptores de estrógenos negativos, receptores de 

progesterona negativos, HER 2 Neu positivo.  

2.2. Basal like (triple negativo)   eceptores de estrógeno negativos, 

receptores de progesterona negativos, HER 2 Neu: negativo.  

 e le llama adyuvancia a todo tratamiento antineopl sico administrado después de 

un tratamiento quir rgico  sus o jetivos son prolongar el periodo li re de 

enfermedad  reducir las recurrencias locales y sistémicas  y aumentar la 

supervivencia global. 

Pacientes con ganglios positivos según el reporte histopatológico. Debido al alto 

riesgo de recaída en este grupo, todas las pacientes con ganglios positivos 

deberán recibir tratamiento sistémico adyuvante a base de quimioterapia 

independientemente del número de ganglios afectados (6). 

La radioterapia también será necesaria en estos casos aunque hay algunas 

excepciones; pero de manera general se consideran indicaciones  para esta 

opción de tratamiento tamaño inicial del tumor de 5 cm o más, afección de piel o 

carcinoma inflamatorio y antecedente de cirugía conservadora. 

En lo que respecta a la sobreexpresión de HER 2 Neu el tratamiento sistémico 

específico además de la quimioterapia convencional se basa en el uso de 

trastuzumab, un anticuerpo monoclonal. 

Pacientes con ganglios negativos. Se recomienda el empleo de tratamiento 

adyuvante sistémico (quimioterapia ± hormonoterapia ± trastuzumab) cuando 

exista alguna de las siguientes condiciones: 

•  umor     cm  m s de   cm para histolog as favora les como c ncer 

tubular y mucinoso) con receptores hormonales positivos y HER 2 Neu 

negativo. (hormonoterapia). 

• Tumor triple negativo > 5 mm. (quimioterapia). 
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•  umor     mm con so reexpresión del oncogén HER -2 Neu (quimioterapia 

+ trastuzumab ± hormonoterapia). 

•  ncotype  x con alta puntuación de recurrencia        si se cuenta con él 

(quimioterapia + hormonoterapia). 

Considerar tam ién tratamiento sistémico  quimioterapia   hormonoterapia   

trastuzuma   si est  presente alguna de las siguientes caracter sticas (7,8):  

- Tumor de alto grado.  

-  resencia de invasión linfovascular.  

-  ncotype  x con puntuación intermedia de recurrencia (18-30).  

-  dad      a os   

 os esquemas de quimioterapia de dosis densas con  C  adriamicina y 

ciclofosfamida   isemanal seguido de paclitaxel semanal m s filgrastim logran una 

reducción de un 26% en el riesgo de recurrencia y de un 31% en la posibilidad de 

muerte (9). 

El uso de la quimioterapia con los esquemas actuales y contemplando como base 

a las antraciclinas, en la mayoría de los pacientes representa una forma muy 

eficaz de controlar la enfermedad; pero en un grupo nada despreciable de 

pacientes el daño que provocan estos fármacos es tanto que deben de 

suspenderse, principalmente por el daño o toxicidad cardiaca que se ha 

documentado, limitando así en gran medida la posibilidad de limitar la enfermedad. 

Con el advenimiento de las terapias blanco como el caso del trastuzumab, 

pertuzumab y otros; para pacientes con sobreexpresión de HER 2 Neu se ha 

demostrado mejor control de la enfermedad, pues por el hecho de presentar esta 

alteración molecular, se considera un tumor de alto riesgo y peor pronóstico, de 

ahí la importancia de que se haga el diagnóstico correcto de los tumores que 

sobreexpresen este  receptor de membrana. 

El Her 2 Neu, conocido también como ErbB2, es protooncogén localizado en el 

brazo grande del cromosoma 17,  en la región 17q21.1. Codifica una glicoproteína 

de 185 kDa con actividad tirosina quinasa en su dominio intracitosólico (10). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_17_(humano)
https://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina_quinasa
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Se trata de un receptor para el factor de crecimiento de tipo epidérmico humano, 

que a la fecha no se le conocen ligandos por lo que se le considera un receptor 

huérfano (11-13). 

Es clave para el crecimiento y la división normal de las células, por lo que su 

expresión anormal (sobreexpresión) está vinculada a procesos cancerosos 

principalmente en mama. 

Este gen se sobreexpresa en aproximadamente 25-30% de las pacientes con 

cáncer de mama y está asociada a una incrementada actividad biológica del 

tumor, es decir; una tasa de división celular acelerada que permite mayor 

respuesta de la célula a los niveles normales de factores de crecimiento (14-16). 

Actualmente la presencia o ausencia de Her 2 Neu se reporta en cruces en el 

reporte de inmunohistoquímica de la siguiente manera: 

 

+ Negativo 

++ Indeterminado 

+++ Positivo o sobreexpresado 

 

En el caso de  presentar una cruz (negativo), no se indica tratamiento adicional, 

para casos donde es indeterminado (++) se necesita realizar estudios 

complementarios mediante biología molecular que se describen a continuación. 

Existen diferentes técnicas para identificar la amplificación del gen HER 2 Neu; la 

hibridación in situ fluorescente (FISH) se considera el estándar de oro. Otras 

variantes de la técnica son la hibridación in situ cromogénica (CISH) y la 

hibridación in situ con plata (SISH), técnicas que pueden ser sencillas (basándose 

solamente en la detección de HER 2 Neu) o duales (basándose en la relación de 

HER 2 Neu y del centrómero del cromosoma 17) (17). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento
https://es.wikipedia.org/wiki/C%25C3%25A1ncer_de_mama
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Se pueden emplear las técnicas de CISH o SISH siempre y cuando se haya 

realizado un proceso de validación de las mismas en paralelo con la técnica de 

FISH y se haya demostrado una concordancia de al menos 95% entre la FISH y la 

otra metodología (18).
 

Criterios de interpretación de las reacciones de hibridación para HER 2 Neu:  

 

Los siguientes lineamientos disminuyen la probabilidad de errores en la 

interpretación (19-22): 

- En el corte del tumor con H-E se debe seleccionar la zona de carcinoma invasor; 

el estudio no se realizará en áreas de carcinoma in situ.  

- Inicialmente se evalúa el control (incluido en el kit con el que se esté trabajando); 

si no es adecuado, se debe repetir la prueba.  

 

- Se debe contar un mínimo de 20 células neoplásicas para SISH o CISH y 40 

para FISH en al menos dos campos diferentes de carcinoma invasor.  

Puntos de corte para FISH y SISH dual (23,24): 

Positivo
 

Razón HER-2 Neu: CEP 17 > 2.2 

 

Indeterminado
 

Razón HER-2 Neu :CEP 1.8-2.2 (en dos 

conteos) 

Negativo
 Razón HER-2 Neu: CEP 17 < 1.8 
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Puntos de corte para CISH sencilla (25): 

Positivo > 6 copias/núcleo 

Indeterminado De 4 a 6 copias/núcleo (en dos conteos) 

Negativo < 4 copias/núcleo 

 

Finalmente si por inmunohistoquímica se determinan +++ para HER 2 Neu; no se 

necesitará de estudios de biología molecular y las pacientes serán candidatas a 

recibir la terapia blanco específica con trastuzumab por lo regular de manera 

trisemanal por un período de 9 meses aproximadamente. 

En los casos donde se cuenta con receptores positivos para estrógenos; se inicia 

terapia con tamoxifeno o inhibidores de aromatasa hasta completar 5 años; 

aunque hay algunos estudios tratando de postergar este tratamiento hasta 10 

años. 

Toda la batería de tratamiento tiene como propósito aumentar el período libre de 

enfermedad; aunque no siempre es así; ya que de manera general se espera que 

los tumores triple negativos respondan bien al tratamiento adyuvante pero con el 

factor en contra de que al terminar la adyuvancia  o neoadyuvancia según la etapa 

clínica inicial, no habrá más tratamiento por ofrecer, por lo que el riesgo de recaída 

es alto; aún más si se trata de pacientes jóvenes.  Por otra parte los tumores 

luminales no responden adecuadamente a la quimioterapia, sin embargo la 

hormonoterapia es otra opción más de tratamiento como se mencionó 

anteriormente. 

Para los tumores HER 2 Neu positivo, con el uso de terapias blanco se mejora el 

pronóstico. 
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Al completar los esquemas de tratamientos actuales en cada caso en particular, ya 

sea cirugía, quimioterapia, radioterapia, terapia blanco y hormonoterapia; se podrá 

determinar la evolución clínica de la enfermedad; se considera  control de la 

misma al no demostrar ni por clínica ni por imagen presencia de ésta; cuando 

sucede lo contrario  y se corrobora por  imagen la presencia de tumor o por 

biopsia  células tumorales, se habla de recaída si son 6 o más  meses desde que 

se terminó el último tratamiento; será persistencia de enfermedad o progresión de 

la misma si el tiempo transcurrido a partir del término del tratamiento  y el 

diagnóstico nuevamente de cáncer fue antes de 6 meses.  

Gran parte de los tratamientos actuales y la respuesta a éstos como ya se 

mencionó; están directamente relacionados a la clasificación molecular del cáncer 

de mama, aunque hay muchos factores más (genéticos y epigenéticos) que 

influyen de manera no clara hasta el día de hoy. 

De manera general se puede hablar que hasta en un 15% de las pacientes 

presentarán mala respuesta a los tratamientos o incluso progresión de la 

enfermedad; ya que existen interrelaciones moleculares parcialmente estudiadas  

y que pueden influir en la evolución clínica del cáncer de mama; como es el caso 

de la familia de genes Notch y su relación con HER 2 Neu; ya que tiene la 

particularidad de ser en algunos procesos biológicos un protooncogén, oncogén o 

gen supresor de tumor (26-29). 

Existen múltiples reportes donde se demuestra la importancia de Notch no solo en 

su rol con la aparición de tumores o inhibiéndolos; sino también  el papel que 

juegan desde el desarrollo u organogénesis hasta la aparición en patologías no 

oncológicas;  mucho de lo cual se ha demostrado con modelos animales; incluso 

se ha planteado la hipótesis de la participación en enfermedades como 

esquizofrenia (30-32). 

Notch ha sido ampliamente estudiado en padecimientos mieloproliferativos, donde 

se ha podido evaluar y entender las vías en las que actúa y cómo influye en este 

tipo de enfermedades siendo considerado un factor pronóstico determinante según 
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el tipo de leucemia. Hay reportes también sobre su influencia en otros tumores 

sólidos además del cáncer de mama como colon, páncreas, estómago, cérvix, 

entre otros (33-38). 

Los componentes de la vía Notch están involucrados en una gran variedad de 

enfermedades humanas, siendo la más frecuente el cáncer. Entre las causas 

principales se encuentran la presencia de mutaciones, deleciones, translocaciones 

e inserciones virales en sus genes (39-45). 

Esta familia de genes que consta de 4 variedades identificadas en el ser humano, 

tuvo sus estudios iniciales en la mosca de la fruta (drosophila melanogaster) 

donde las alteraciones en forma de “muesca” (que literalmente es lo que significa 

Notch al traducirse del inglés), fue lo que los investigadores notaron cuando este 

gen se encontraba alterado en este insecto. 

El gen Notch 1, localizado en el brazo largo del cromosoma 9 (9q34.3), codifica 

una de las proteínas de la familia Notch, que incluye a proteínas transmembrana 

que comparten muchas características estructurales, incluyendo el dominio 

extracelular de múltiples factores de crecimiento epidérmicos (EGF), y un dominio 

intracelular.   

El gen  Notch 2, situado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p13-p11), codifica la 

proteína receptora Notch 2. El receptor Notch 2 tiene cinco ligandos: Jagged-1 y 2, 

y Delta- 1, 3, y 4. Las mutaciones de Notch 2 son causa conocida de síndrome de 

Alagille, aunado al ligando Jag 1 y también se relaciona a cardiopatías  

fundamentalmente con alteraciones valvulares (46,47). En conjunto, estas 

proteínas producen señales importantes para el desarrollo antes del nacimiento. 

Las señales desencadenadas por la interacción entre Notch 2 y sus ligandos son 

importantes para el desarrollo de células destinadas a formar el corazón, hígado, 

riñón, dientes y otras estructuras en un embrión en crecimiento. Después del 

nacimiento, la señalización Notch 2 está involucrada en la reparación tisular (48-

50). Otra de las mutaciones en Notch 2 que se han descrito, tienen relación con 

resistencia a quimioterapia en pacientes con cáncer gástrico (51-54). 
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Notch 3, ubicado en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.2-p.13.1) y 

constituido por un total de 33 exones que codifican un receptor de 2,321 

aminoácidos con un único dominio transmembrana. Se han descrito más de 150 

mutaciones en el gen Notch 3, responsables muchas de estas  de la arteriopatía 

cerebral con infartos subcorticales y leucoencefalopatía (CADASYL). Casi todas 

estas mutaciones cambian un solo aminoácido en el receptor Notch 3. El 

aminoácido implicado en la mayoría de las mutaciones es la cisteína (55). La 

adición o eliminación de una molécula de cisteína en un área determinada del 

receptor notch3, conocido como el dominio de tipo EGF, presumiblemente afecta a 

la función del receptor notch3 en células musculares lisas vasculares.  

Notch 4, este gen es un receptor transmembrana que regula la diferenciación en 

todos los tipos de tejidos y organismos. Se localiza en el cromosoma 6p21.3. Se 

conoce poco acerca de las funciones de Notch 4 en humanos, pero los estudios 

en animales demuestran que la familia de proteínas Notch tienen la función de 

determinar el destino celular. Hibridaciones in situ en ratones mostraron que Notch 

4 se expresa en células endoteliales y su transcripción se detecta en el sistema 

nervioso en desarrollo. Algunos autores han encontrado asociación entre este gen 

y el riesgo de esquizofrenia; sin embargo, este resultado no ha sido replicado por 

otros. 

El gen humano Notch 1 se detectó por primera vez en el subtipo de leucemia 

linfoblástica aguda de las células T de ahí que se le relaciona o se conoce a 

profundidad la relación Notch – leucemia; Notch 3 es el segundo gen de esta 

familia  en importancia desde el punto de vista oncológico; ya que ambos, Notch 1 

y 3 están inmersos en múltiples procesos del cáncer. Debido a estos antecedentes 

se han realizado asociaciones que muestran su participación en el proceso del 

cáncer de mama como lo describe Hirose y cols., 2010 (56). 

Los estudios más recientes apuntan sus esfuerzos a intervenir en las vías de 

señalización de Notch 1 y 3, con arreglos de varios tipos de RNA; prospectos de 

vacunas con la ayuda de algunos virus (57); ya que al modificar la vía de Notch se 

espera impactar en el desarrollo de la enfermedad, en este caso el cáncer; con 
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muy buenos resultados in vitro (58-62). Dichos resultados se han extrapolado 

incluso para el fenotipo de los triple negativo en cáncer de mama que es uno de 

los más agresivos; y en este tipo de tumores hay mucho por estudiar pues se ha 

demostrado que hay relación entre  p53 con Notch 1  y su relación con la  

activación de receptores de queratinocitos que se manifiestan con gran actividad 

tumoral (63-66). 

También se ha reportado de manera particular por Nina Santio y cols., que  notch 

1 y 3 al presentar fosforilaciones en los residuos de serina 2152 ejercen o 

promueven migración de células tumorales en cáncer de mama y próstata; con lo 

cual la evolución o control de estas neoplasias  se modifica radicalmente (67).  

Por otra parte los ensayos in vitro con utilización de miRNA (micro RNA)  y siRNA 

(RNA de interferencia) en líneas celulares de cáncer de mama triple negativo 

modificando la vía de Notch 1 y Notch 3, muestran alentadores resultados para en 

un futuro inmediato pasar a estudios en humanos (68-73); con la finalidad de 

encontrar resultados equiparables; aunque no hay que descartar que, la biología 

de los tumores puede variar ampliamente  de las líneas celulares a individuos 

como tal.  

En lo que respecta a tumores HER 2 Neu negativo; está demostrado en múltiples 

reportes de pacientes asiáticas que con la sobreexpresión de Notch 1, las 

recurrencias son más frecuentes (74-76), con lo cual al menos en esta variedad de 

tumores indiscutiblemente notch puede tomarse como un factor pronóstico o factor 

de riesgo (77-83). 

Con todo lo anterior la relación de Notch con diversos cánceres en este caso 

mama y en especifico con HER 2 Neu, representa una manera más de dilucidar 

las alteraciones presentes en esta neoplasia con lo cual se pretenden instaurar 

tratamientos dirigidos que repercutan en una mejor respuesta y control de la 

enfermedad al bloquear las vías específicas de estos genes (84-90); con lo cual se 

ha documentado mejor respuesta al tratamiento adyuvante con quimioterapia y 

radioterapia principalmente.  
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Aumentando finalmente la sobrevida libre de enfermedad, que es el propósito de 

todo tratamiento oncológico (91-97). 

También se han hecho estudios con diversos paneles de múltiples oncogenes 

(incluyendo Notch 1) que plantean su uso como biomarcadores a futuro, en 

neoplasias como páncreas, mama, entre otras (98). 

Es evidente que se puede contemplar a Notch como factor pronóstico o de riesgo 

si los resultados en el presente estudio resultan equiparables a los reportados en 

Asia, o cumplen con los requerimientos para ser considerado como tales tras el 

análisis estadístico correspondiente y determinando su relación con el curso o la 

evolución clínica de la enfermedad (control, recaída o persistencia). 

También en Europa, España; el trabajo de Fernando Ortiz y cols., 2016; han 

reportado la relación entre Notch 1 y cáncer de mama (tumores triple negativo o 

de alto riesgo) influyendo en la evolución clínica de esta neoplasia, determinado 

mediante la realización de PCR-tiempo real con lo que se demuestra que Notch 

puede contemplarse como factor determinante en el curso o desarrollo de esta 

enfermedad (99). 

Por lo anterior hay que tener en cuenta la diferencia entre factores de riesgo y 

factores pronósticos. Los factores de riesgo son los que condicionan la 

probabilidad de presentar una enfermedad determinada (100-103). Dichos factores 

pueden estar presentes en población sana y aumentan el riesgo de tener la 

enfermedad. Los factores pronósticos son aquellos que predicen el curso clínico 

de un padecimiento una vez que la enfermedad esta presente (104-107). 

Finalmente; no se tienen reportes de estudios acerca de  la sobreexpresión de 

Notch en pacientes mexicanas con cáncer de mama; por lo cual esta investigación 

proveerá de información para posteriores comparaciones con lo reportado y poder 

determinar similitudes o nuevos hallazgos en la población mexicana. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.  

El cáncer de mama en mujeres se ha convertido en los últimos años en uno de  

los principales problemas de salud tanto en países desarrollados como en 

desarrollo. 

Existen múltiples tratamientos  farmacológicos que presentan éxito según la etapa 

clínica de la enfermedad y de las características fenotípicas del tumor; pero la 

mayoría de dichos tratamientos conlleva también gran toxicidad hematológica y 

cardiaca, y en ocasiones con pobres resultados. 

Desde hace varios años se ha vinculado al gen Notch en múltiples procesos 

neoplásicos, presentando una dualidad al interactuar como gen supresor de 

tumores y en otras ocasiones como oncogén.  

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN:  

 

¿El pronóstico y curso clínico  de las pacientes con cáncer de mama se relaciona 

con la expresión de  Notch 1 y 3? 

 

JUSTIFICACIÓN. 

Desde el 2012 el cáncer de mama ocupa el primer lugar en padecimientos 

oncológicos en mujeres a nivel mundial. Para la población mexicana esta 

patología se convirtió en la causa número uno  de morbimortalidad superando al 

cáncer cervicouterino; con lo cual los diversos esquemas de tratamientos 

farmacológicos en el afán de controlar la enfermedad han ido en aumento y han 

ganado terreno al tratamiento quirúrgico pero en la mayoría de ellos los efectos 

indeseables son muy marcados y los resultados no siempre son los esperados, 

teniendo que recurrir en ocasiones a varias líneas de tratamiento. 



[Escriba el título del documento] 

 

 
32 

Lo anterior tiene repercusión no solo en que se logra una pobre sobrevida de las 

pacientes sino también en que genera costos de atención muy altos que el 

sistema de salud tiene que absorber, generando problemas de insumos y abastos 

en muchas ocasiones.  

Muestra de esto es lo reportado en el informe al ejecutivo federal y al congreso de 

la unión so re la situación financiera y los riesgos del instituto mexicano del 

seguro social 2014-2015; donde se reporta que para el cáncer de mama se gastan 

74,522 pesos por cada paciente para el tratamiento de esta enfermedad en etapa 

I; mientras que el costo se eleva a 199,522 pesos cuando la enfermedad es 

diagnosticada en etapa IV. Son montos considerables, sobre todo sabiendo que 

solo el 10 % de los pacientes del IMSS se les diagnostica en etapa I.  

Y según cifras generales se reportan 3,567 millones de pesos en gastos para 

pacientes con cáncer de mama; que sin duda alguna pueden verse reducidas si se 

logran mejores tratamientos, los cuales  van de la mano de un mejor conocimiento  

de la enfermedad.  

Por otra parte  y de manera particular, las estadísticas de nuestro hospital, indican 

que se  atienden aproximadamente 1000 casos de cáncer de mama por año, con 

lo cual se vuelve un gran centro de concentración; corroborando  el gran problema 

de salud nacional y mundial que representa esta enfermedad. 

De ahí que en la búsqueda de nuevas y mejores alternativas de diagnóstico y 

tratamiento, el estudio a detalle de los tumores, desde el punto de vista genético y 

molecular, ha mostrado que existen alteraciones en las vías de señalización que 

pueden influir en la evolución de la enfermedad, recaída  y en la respuesta a los 

tratamientos aplicados. Una de ellas es la sobreexpresión de Notch 1 y 3 que se 

ha reportado en pacientes con tumores HER 2 Neu negativo que posteriormente al 

silenciar la vía de  estos genes en diversos estudios in vitro, presentan mejores 

resultados en cuanto a la respuesta a los tratamientos adyuvantes convencionales 

y por tal en sobrevida; con lo cual el período libre de enfermedad tiende a 

ampliarse. 
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Por lo cual al realizar el estudio de la expresión del gen Notch en población 

mexicana para cáncer de mama, al no contar con ningún reporte al respecto; 

pretende corroborar si los resultados de poblaciones asiáticas y europeas son 

equiparables a los de México. 

Finalmente se podría contemplar, de acuerdo a los resultados obtenidos de la 

expresión de Notch 1 y 3, si existe relación con el curso o la evolución clínica de 

las pacientes (respuesta al tratamiento, así como recaídas o persistencias) para 

proponerse  como factor pronóstico en el cáncer de mama. 

 

OBJETIVOS. 

 

OBJETIVO GENERAL. 

Determinar el pronóstico y curso clínico  de las pacientes con cáncer de mama y 

expresión de  Notch 1 y 3. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

- Determinar la expresión de Notch 1 y 3 en muestras de  pacientes con cáncer de 

mama. 

- Determinar la expresión de Notch 1 y 3 en muestras de  pacientes con tumores 

benignos de mama. 

- Caracterizar  las muestras de pacientes con cáncer de mama según el subtipo 

molecular. 

- Obtener la razón de momios de los casos con recaída y persistencia de la 

enfermedad en relación a la expresión de Notch 1 y 3. 
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METODOLOGÍA 

Diseño del estudio. 

Descriptivo: Se trabajó con los resultados encontrados por 

inmunohistoquímica  en  muestras de pacientes para determinar expresión 

de Notch 1 y 3. 

-Analítico: Según los resultados obtenidos se  comparó, analizo  y 

relaciono con base a lo reportado en estudios previos para 

determinar similitudes y diferencias.  

Casos y controles: Se contemplaron las muestras de pacientes con 

diagnóstico de cáncer de mama y expresión de Notch 1 y 3 como casos; 

teniendo como controles  las muestras de pacientes de tumores  benignos 

de mama.  

 

Retrospectivo: Se obtuvo la información de muestras de pacientes que ya 

fueron tratadas por cáncer de mama y de su evolución según el expediente 

correspondiente. 

 

Ubicación y temporalidad del estudio. 

Se llevó  a cabo en el hospital de gineco obstetricia No. 3, en el departamento de y 

patología y oncología quirúrgica; del CMN La Raza del IMSS, México DF. Una vez 

aprobado por el comité de ética correspondiente; se inició del estudio el mes de 

febrero del 2017.  

 

CRITERIOS DE SELECCIÓN. 

 

Criterios de inclusión grupo de casos: 
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- Muestras de pacientes con cáncer de mama invasor (ductal o lobulillar)  incluidas 

en parafina del 2010 al 2015 que expresen Notch 1 y 3. 

- Que cada caso contara con expediente clínico vigente y completo para la 

generación de la base de datos. 

 

Criterios de inclusión del grupo control: 

- Muestras de pacientes con tumores benignos de mama incluidas en parafina del 

2010 al 2015. 

- Que  cada caso contara con expediente clínico vigente y completo para la 

generación de la base de datos. 

 

Criterios de no inclusión (para los casos y controles): 

- Que no se contara  con expediente clínico para poder determinar la evolución de 

la enfermedad. 

- Muestras de pacientes con diagnóstico de cáncer de mama in situ, metastásico, 

que hayan recibido quimioterapia o radioterapia previo al diagnóstico inicial; o que 

cuenten con diagnóstico de doble primario. 

- Muestras de pacientes contenidas en parafina que no sean aptas para procesar. 
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VARIABLES  

Cuadro 3. Operacionalización de variables. 

 

 

VARIABLES 

DEPENDIENTES 

CONCEPTUALIZACIÓN TIPO ESCALA 

DE 

MEDICIÓN 

INDICADOR 

OPERACIONAL 

PRUEBA 

ESTADÍSTICA 

Recaída de la 

enfermedad 

Presencia de la 

neoplasia de manera 

local o a distancia tras 6 

meses (mínimo) de 

período libre de 

enfermedad o haber 

terminado tratamiento; 

diagnosticada por 

clínica/biopsia o estudio 

de imagen 

Nominal, 

dicotómica. 

Cualitativa -Biopsia o por 

estudio de imagen  

 

-Medidas de 

tendencia central. 

-Razón de momios 

VARIABLES 

INDEPENDIENTES 

CONCEPTUALIZACIÓN TIPO ESCALA 

DE 

MEDICIÓN 

INDICADOR 

OPERACIONAL 

PRUEBA 

ESTADÍSTICA 

Expresión de Notch 1 

y 3 en muestras de 

pacientes con cáncer 

de mama. 

Presencia del gen Notch 

1 y 3 en la muestra de 

cáncer de mama 

contenida en parafina. 

Nominal, 

dicotómica 

Cualitativa Inmunohistoquímica     

( +/-). 

-Medidas de 

tendencia central. 

-Razón de momios. 

Muestras de cáncer de 

mama según 

clasificación 

molecular. 

Tipo de cáncer de mama 

según receptores de 

estrógenos, 

progesterona y  

expresión del gen HER 2 

Neu. 

Nominal, 

policotómica 

Cualitativa - Luminal A 

- Luminal B 

- HER 2 Neu 

- Triple negativo 

-Medidas de 

tendencia central. 

-ANOVA. 
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Persistencia de la 

enfermedad 

Presencia de la 

neoplasia de manera 

local o a distancia antes 

de 6 meses de período 

libre de enfermedad o 

haber terminado 

tratamiento; 

diagnosticada por 

clínica/biopsia o estudio 

de imagen 

Nominal, 

dicotómica 

Cualitativa -Biopsia o por 

estudio de imagen  

-Medidas de 

tendencia central. 

-Razón de momios 

 

 

 

MUESTRA. 

 

TIPO DE MUESTREO. 

No probabilístico, por conveniencia. 

 

TAMAÑO DE LA MUESTRA. 

Inicialmente  se hizo el cálculo de la N con una formula del programa epi-info para 

casos y controles  pero debido a los insumos que se utilizaron para este proyecto  

se recalculó el tamaño de la muestra  con fórmula ANOVA, según el programa 

STATISTICS versión 10.1; contemplando  un tamaño del efecto de 0.2 y 

considerando 5 grupos de comparación por las características y objetivos del 

estudio (4 grupos de tumores según subtipo molecular del cáncer de mama y 1 

grupo control), potencia de 80%; significancia del 95% y error alfa de 0.05 (ver 

cuadro x). Obteniendo una n de 120. 

 

Debido al tipo de muestreo no se contempló ajuste por pérdidas. 
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Cuadro 4. Cálculo de tamaño de muestra. 

 

 

DESCRIPCIÓN DEL PROCEDIMIENTO. 

 

Inicialmente se accedió al archivo digital de cada paciente que se encontraba 

registrada en el periodo de tiempo contemplado por el estudio, es decir del 2010 al 

2015, se determinaron datos como la edad, etapa patológica, histología así como 

el tipo molecular de cáncer de mama, que influyeron en el tratamiento en cada 

caso; y fundamentalmente se conoció el seguimiento y evolución clínica para 

determinar si hubo recaída o persistencia de la enfermedad. 

Se concentraron los datos en una base para el posterior análisis. 

Una vez seleccionados los expedientes y que cumplieron  con los criterios de 

inclusión, se obtuvieron las muestras en parafina del servicio de patología del  

hospital de gineco obstetricia No.3 del CMN La Raza a las cuales  se les 

realizaron pruebas de inmunohistoquímica y PCR en tiempo real. 

Técnica de inmunohistoquímica:  A los bloques de parafina se les hicieron cortes 

con  microtomo   para fijación a laminillas, seguido de bloqueo de peroxidasas 

para finalmente  con la utilización del anticuerpo para Notch 1 (Santa Cruz C-20) y 

Notch 3 (Sigma Aldrich),  determinar la expresión de los respectivos genes en las 

muestras analizadas.  
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La interpretación de la inmunohistoquímica  se hizo mendiante microscopio de 

campo claro con la asignación relativa en porcentaje  de al menos tres campos de 

cada laminilla evaluada.  

PCR en tiempo real: se realizó la obtención de RNA mediante  técnicas de 

desparafinación según el manual RNeasy FFPE (QIAGEN). Las sondas TaqMan 

(MGB) usadas en este estudio fueron para el gen Notch 1 ID Hs01062014_m1, 

Notch 3 ID Hs01128537_m1 y como control interno el gen 18s ribosimal 

ID_Hs99999901_s1 (Applied Biosystem). Para la realización de la PCR en tiempo 

real en un solo paso (cDNA y PCR tiempo reral) se utilizó el reactivo AgPath-I ™ 

One-Step RT-PCR Kit (Life Technologies, CA, EE.UU.) y para cada muestra se 

aplicó en un volumen final de reacción en   μ   Se incluyeron controles de no 

templado (NTC) y controles positivos (PC) en cada una de las placas analizadas. 

Todas las reacciones fueron colocadas en hielo hasta  el análisis en el equipo 

correspondiente. Las placas se analizaron en un sistema de PCR en tiempo real  

7500-Fast HT (Applied Biosystems, CA, EE.UU.). Las condiciones de ciclaje 

fueron las indicadas en el kit AgPath y son las siguientes 45°C 10 minutos, 95°C 

10 minutos, y 40 ciclos de 95°C por segundos, y 60°C 45 segundos. Los datos 

fueron adquiridos y analizados utilizando el softwareSDS 2.4 (Applied Biosystems, 

CA, EE.UU). El umbral se fijó manualmente (un nivel que estaba por encima de la 

línea de base y fue fijado para estar dentro de la región de incremento exponencial 

de la curva de amplificación)  y  la línea de base se ajustó automáticamente. La 

cuantificación absoluta  se realizó de acuerdo a la curva estándar  que incluyó 5 

órdenes de magnitud y también se realizó el análisis de cuantificación relativa por 

el método del CT. 

De manera inicial se habían propuesto dos grupos de trabajo, el primero   

conformado por muestras de cáncer de mama que expresan los genes de interés, 

el segundo  estaría conformado por las muestras  que no expresaran dichos 

genes;  sin embargo durante la realización del proyecto se encontró  que todos  

los casos con cáncer expresaban los genes Notch 1 y 3 por lo cual  se decidió 
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incluir  como grupo control casos con tumores benignos de mama. Quedando de 

la siguiente forma la distribución: 

2 grupos de trabajo.  

- Casos: muestras de  cáncer de mama que expresaron Notch 1 y 3. 

- Controles: tumores benignos con expresión de Notch 1 y 3.  

Al grupo de casos se subdividió según la clasificación molecular del cáncer de 

mama (luminal A, luminal B, HER 2 Neu y triple negativo).  

Finalmente se realizaron las tablas de contingencia para determinar razón de 

momios entre los casos con expresión de Notch 1 y 3 contra los casos que 

presentaron persistencia y recaída de la enfermedad.  

Con toda la información colectada se procedió al análisis estadístico 

correspondiente. 

 

PLAN DE ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Con base a los objetivos y obtención de datos del presente estudio se plantea 

utilización de estadística descriptiva mediante medidas de tendencia central 

(media, mediana y moda). 

Por otra parte también se hizo uso de estadística analítica al realizar correlación 

de las variables en todos los subtipos moleculares  en estudio mediante  ANOVA 

para las variables cuantitativas comparando medias.   
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PROCESAMIENTO DE DATOS. 

El análisis de los datos se hizo mediante SPPS versión 19.0.0  

 

INSTRUMENTO DE RECOLECCIÓN DE DATOS. 

Se recolectaron los datos en una hoja de captura aplicable a cada uno de los 

grupos de trabajo. 
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ASPECTOS ÉTICOS.  

 

1. El investigador garantizó que este estudio tiene apego a la legislación y 

reglamentación de la Ley General de salud en materia de Investigación para la 

Salud. 

2. De acuerdo al de acuerdo al reglamento de la ley general de salud en materia 

de investigación este estudio se consideró sin riesgo (artículo 17) ya que se  

llevó a cabo en muestras de pacientes con diagnóstico de cáncer de mama 

(artículo 59); por lo cual no ameritó  carta de consentimiento informado. 

3. Los procedimientos de este estudio se apegaron a las normas éticas, al 

reglamento de la ley general de salud en materia de investigación y se llevó a 

cabo en plena conformidad con los siguientes principios de la declaración de 

Helsinki (enmiendas en Tokio, Venecia, Hong Kong, Sudáfrica y Brasil 2013) 

donde el investigador garantizó que: 

a. Se realizó una búsqueda minuciosa de la literatura científica sobre el 

tema a realizar.  

b. Este protocolo fue sometido a evaluación por el comité local de 

investigación y ética en investigación en salud 1905 del instituto 

mexicano del seguro social. 

c. Este protocolo fue realizado por personas científicamente calificadas y 

bajo la supervisión de un equipo de médicos clínicamente competentes y 

certificados en su especialidad.   
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RESULTADOS. 

Se analizaron en total 120 muestras de pacientes en este estudio (98 con 

diagnóstico de cáncer de mama y 22 por tumores benignos); en el cuadro 5 se  

resumen las características con base a frecuencia y según la clasificación 

molecular del cáncer de mama. 

TUMOR FRECUENCIA 

BENIGNO (TB) 22 

LUMINAL A (LA) 28 

LUMINAL B (LB) 22 

HER 2 NEU (H2) 24 

TRIPLE NEGATIVO (TN) 24 

 

Cuadro 5. Tipo de tumor y frecuencia. 

 

En lo que respecta a la inmunohistoquímica de Notch 1 y 3 en las neoplasias, 

inicialmente se utilizó como control positivo para Notch 1 el linfoma de Hodgkin 

mostrando expresión positiva en células de Reed Sternberg (figura 1), mientras 

que para el gen Notch 3 el control fue adenocarcinoma de pulmón (figura 2). Las 

micrografías muestran las proteínas producto de la expresión de estos genes con 

su correspondiente control negativo (figura 1B y 2B). 

 

 
 
Figura 1. Inmunohistoquímica de linfoma de Hodgkin como control positivo para Notch1.  A) 
Células de Reed Sternberg positivas para Notch 1. B) Linfoma de Hodgkin sin anticuerpo 
(Control negativo). 20X 
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Figura 2. Inmunohistoquímica de Adenocarcinoma de pulmón como control positivo para 
Notch 3.  A) Células  positivas para Notch 3. B) Control negativo. 20X 

 
 
Lo  correspondiente a la inmunohistoquímica del grupo de tumores benignos (TB) 

se muestra en la figura 3, que indica el gen expresado del lado izquierdo, el control 

negativo del lado derecho así como la tinción de Hematoxilina & Eosina (H&E) con  

las características morfológicas del tumor. 

 
 
Figura 3. Inmunohistoquímica para Notch 1 y 3 en muestras de pacientes con tumores 
benignos. 20X 
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Como parte de los objetivos del estudio era dividir los casos con cáncer de mama 

con base a la clasificación molecular, a continuación se muestran los hallazgos 

correspondientes. 

 

En la figura 4 se muestra del lado izquierdo el tipo histológico lobulillar y del lado 

derecho el tipo ductal (únicos tipos histológicos considerados en los criterios de 

inclusión) para los casos Luminales A. También en esta figura se incluyen las 

micrografías de la tinción de H&E y los controles  negativos. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Inmunohistoquímica para Notch1 
y 3 en muestras de pacientes con cáncer 
de mama Luminal A. 20X 
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En la figura 5 se muestra la inmunohistoquímica para Notch1 y 3 para el grupo de 

cáncer de mama Luminal B, sus respectivos controles negativos y los tipos 

histológicos ductal y lobulillar. Se incluyen las imágenes de la H&E. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Inmunohistoquímica para Notch1 
y 3 en muestras de pacientes con cáncer de 

mama Luminal B. 20X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Inmunohistoquímica para Notch1 y 3 en 

muestras de pacientes con cáncer de mama HER 2 

Neu. 20X 

 
 

 
 
 
 
 
 
 



[Escriba el título del documento] 

 

 
47 

 
 
 
En la figura 6 se observa la inmunohistoquímica para Notch 1 y 3 para el grupo de 

cáncer de mama HER 2 Neu con sus respectivos controles negativos y los tipos 

histológicos ductal y lobulillar. Se incluyen las imágenes de la H&E. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Inmunohistoquímica para Notch1 y 3 en 
muestras de pacientes con cáncer de mama Triple 
Negativo. 20X 

 
 

 

 

 

 

 

 

En la figura 7 se muestra la inmunohistoquímica para Notch 1 y 3 para el grupo de 

cáncer de mama Triple Negativo, con sus respectivos controles negativos y los 

tipos histológicos ductal y lobulillar. Se incluyen las imágenes de la H&E. 

 

De acuerdo a la expresión encontrada en la inmunohistoquímica de cada una de 

las muestras procesadas de los diferentes grupos,  se realizó el análisis de la 

expresión de Notch 1 y 3 por microscopÍa de campo claro (Zeiss modelo 473028) 

y de acuerdo al área del tejido (100%) se determinó el porcentaje de positividad 

del mismo (se analizaron como mínimo 3 campos).  Este porcentaje se graficó 
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para visualizar de forma rápida la expresión de cada caso y grupo con la finalidad 

de identificar una tendencia que permitiera justificar un análisis de imagen de cada 

campo observado. 

 

En el gráfico 1 se observan los promedios de expresión de cada uno de los grupos 

estudiados para Notch 1 y en el gráfico 2 para Notch 3. 

 

 

 

 

Gráfico 1. Promedio de expresión por IHQ de cada uno de los grupos para Notch 1. 

 
 

En el gráfico 1, se observó diferencia estadísticamente significativa  tras aplicar 

ANOVA y comparar 5 medias de los grupos correspondientes;  dicha diferencia se 

encontró entre el grupo de tumores benignos y el  grupo Luminal B  (F=19.07, 

gl=4, gl2=115, p=0.01); con prueba post hoc de Tukey y T2 de Tamhane. 
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Gráfico 2. Promedio de expresión por IHQ de cada uno de los grupos para Notch 3. 
 

Para el caso de la inmunohistoquímica en Notch 3 como se representa en el 

gráfico 2, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

 

Resultados de PCR en tiempo real: 

 

Cuantificación de la expresión del gen Notch 1 y 3   por PCR tiempo real.  

Para el análisis de expresión cuantitativa del gen Notch 1 y 3 se realizó PCR en 

tiempo real, dentro del procedimiento de esta técnica se requiere realizar la 

estandarización y la utilización de controles que permitan validar la misma, para lo 

cual se utilizó RNA proveniente de la línea celular MCF7 que es deriva de cáncer 

de mama. Ver figura 8 y 9. 
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Así mismo se requirió evaluar la expresión de un gen de referencia o también 

llamado constitutivo, seleccionando 18s ribosomal para tal efecto y para ambos 

genes de interés  (Notch 1 y 3). Este gen se expresó en todas las muestras, lo que 

valida la presencia de RNA en las mismas. 

 

 

Las curvas de expresión de 5 órdenes de magnitud están representadas en la 

figura 8 para el gen Notch 1 y en la figura 9 para Notch 3.  

 
 

 
 
 

Figura 8. PCR en tiempo real para Notch 1 en línea celular MCF7. 
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Figura 9. PCR en tiempo real para Notch 3 en línea celular MCF7. 

 
 
Una vez elegida la curva estándar (MCF7) con la expresión de los  genes de 

interés, se realizó la cuantificación de las 120 muestras por triplicado, además 

éstas fueron distribuidas de acuerdo a la clasificación molecular del cáncer de 

mama (casos) y un grupo de tumores benignos (controles) conformando los 

grupos como se describió previamente.  

 

Todas las muestras pudieron ser cuantificadas, en algunas dicha cuantificación fue 

mayor y en otras menor, sin embargo para conocer la cantidad  real  de cada 

muestra se calculó el promedio y desviación estándar  de cada una de éstas y el 

análisis se realizó inicialmente por grupos moleculares; después de forma 

individual, posteriormente se hizo la comparación con los datos obtenidos en PCR 

tiempo real  y de seguimiento clínico. 
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Análisis de la expresión del gen Notch 1 y 3, comparación entre grupos.  
 
 
Para el análisis de datos de PCR tiempo real, inicialmente se realizó la eficiencia 

de las curvas con referencia al gen constitutivo (18s) y el gen de interés (Notch 1 y 

3).  

Utilizando la cuantificación relativa con el método comparativo del CT, en el cual el 

grupo de tumores benignos (TB) fue utilizado como calibrador y comparándolo en 

relación a los grupos LA, LB, TN y H2, se calculó el CT, normalizando con el 

gen 18s (control endógeno) para ambos genes Notch 1 y 3. Los resultados están 

indicados en el cuadro 6, donde se observó una diferencia significativa en el grupo 

MH con respecto al grupo calibrador y al resto de los grupos; esto se observó 

tanto para Notch 1 como para Notch 3. 

 

Cuadro 6. Cuantificación relativa usando el método comparativo C
T
. 

Grupo 
Promedio C

T
 

NOTCH 1 

Promedio 
C

T
 18S 

C
T
 NOTCH1-

18S 

C
T
  

C
T

C
T
 

BM) 

NOTCH 1 en 
relación a 

*BM 

(2
 - C

T) 

TB* 33.3±0.4 24.1±0.2 9.2±0.4 0.0±0.4 1.0    

LA 31.6±0.3 25.6±0.2 6.0±0.4 3.2±0.4 9.0    

LB 30.3±0.2 24.2±0.3 6.1±0.3 3.1±0.3 8.7    

H2 30.4±0.2 26.3±0.2 4.1±0.2 5.0±0.2 33.1    

TN 30.7±0.3 25.1±0.2 5.7±0.3 3.5±0.3 11.5    

         

Grupo 
Promedio C

T
 

NOTCH3 

Promedio 
C

T
 18S 

C
T
 NOTCH3-

18S 

C
T
  

C
T

C
T
 

BM) 

NOTCH 3 en 
relación a 

*BM 

(2
 -  C

T
 
) 

   

TB* 27.9±0.4 24.1±0.2 3.9±0.2 0.0±0.2 1.00    

LA 27.3±0.3 25.6±0.2 1.8±0.2 2.1±0.4 4.29    

LB 27.1±0.2 24.2±0.3 2.9±0.3 0.9±0.3 1.91    

H2 25.9±0.2 26.3±0.2 a-0.3±0.2 4.2±0.2 18.52    

TN 27.3±0.4 25.1±0.2 2.2±0.3 1.6±0.3 3.11    

 
* Tumor benigno: Grupo que se denominó calibrador para el cálculo y se comparó con cada uno de los grupos. 
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Lo anterior se puede observar en el gráfico 3 para Notch 1 y para Notch 3 en el 

gráfico 4. 

 

Gráfico 3. “Fold Change” de cada tipo molecular de Ca de mama con respecto al grupo 

calibrador (TM), para Notch 1. 

 

 
 
Gráfico 4. “Fold Change” de cada tipo molecular de Ca de mama con respecto al grupo 

calibrador (TM), para Notch 3. 
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PRONÓSTICO Y CURSO CLÍNICIO: Recaída y persistencia. 
 

En el análisis de los casos de recaída y persistencia que corresponden al rubro de 

evolución clínica de la enfermedad, se obtuvieron los siguientes datos en cada 

grupo de la clasificación molecular.  

 

 

Se compararon con el porcentaje de expresión por inmunohistoquímica  para 

Notch 1 y 3 en cada grupo; y por CT en PCR tiempo real. 

 

 
Cuadro 7. Casos de recaída y persistencia en Luminal A (LA). 

Código 
de 

muestra 

Tipo 
histológico 
D=Ductal 

L=Lobulillar 

IHQ % PCR tiempo real 

Recaída Persistencia NOTCH 

1 

NOTCH 

3 

NOTCH 1 NOTCH 3 

C
T
 

NOTCH1-
18s 

C
T
 

NOTCH3-
18S 

LA 6787 D 50 40 6.2 -21 X  

 

 

Cuadro 8. Casos de recaída y persistencia en Luminal B (LB). 

Código 
de 

muestra 

Tipo 
histológico 
D=Ductal 

L=Lobulillar 

IHQ % PCR tiempo real 

Recaída Persistencia NOTCH 

1 

NOTCH  

3 

NOTCH1 NOTCH 3 

C
T
 

NOTC1-
18s 

C
T
 

NOTCH3-
18S 

LB 3162 L 40 50 5.3 2.84 X  

LB 4924 D 60 60 6.0 3.87 X  

LB 688 L 70 40 -2.9 -0.90 X  

LB 3741 D 80 80 8.9 3.52 X  

LB 4226 D 80 80 5.0 0.03  X 

LB 689 L 70 80 9.0 2.78  X 
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Cuadro 9. Casos de recaída y persistencia en Her 2 neu (H2). 

Código 
de 

muestra 

Tipo 
histológico 
D=Ductal 

L=Lobulillar 

IHQ % PCR tiempo real 

Recaída Persistencia Notch

1 
Notch3 

Notch1 Notch3 

T
 

NOTCH1-
18s 

T
 

NOTCH3-
18S 

H2 2925 D 50 50 3.7 -2.2 X  

H2 3590 L 40 50 3.2 -3.0 X  

H2 7510 D 50 30 5.1 1.3 X  

 H2 037 D 70 70 1.6 -3.1  X 

H2 2650 D 50 0 -1.2 -7.7  X 

H2 3578 D 50 60 3.4 4.4  X 

H2 7347 L 20 30 10.6 9.2  X 

 
Cuadro 10. Casos de recaída y persistencia en Triple Negativo (TN). 

Código 
de 

muestra 

Tipo 
histológico 
D=Ductal 

L=Lobulillar 

IHQ % PCR tiempo real 

Recaída Persistencia NOTCH 

1 

NOTCH

3 

NOTCH 1 NOTCH 3 

C
T
 

NOTCH1-
18s 

C
T
 

NOTCH3
-18S 

TN 2363 D 80 70 -1.5 -1.1 X  

TN 5855 D 60 50 1.3 -2.0 X  

TN 6737 D 0 10 8.2 1.3 X  

 TN 768 L 70 50 5.2 2.1 X  

TN 857 D 70 40 0.8 4.5 X  

TN 9101 D 50 40 7.7 4.6  X 

 

 

Destacaron el grupo de los de HER 2 Neu y Triple Negativo que presentaron más 

alto índice de recaída y persistencia como se puede apreciar en los cuadros 9 y 10 

respectivamente. 

 

No se encontró significacia estadìstica tras haber realizado tablas de contingencia 

por lo cual la razón de momios  tampoco tuvo relevancia. 
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DISCUSIÓN. 
 

El cáncer de mama desde hace varios años es considerado una enfermedad 

sistémica por la manera tan compleja y diversa con que se ha manifestado, de 

manera clínica y molecular. Cada vez se presentan más casos triple negativo en 

mujeres jóvenes con el pronóstico inherente a este subtipo molecular, también se 

han realizado más estudios con nuevos fármacos pero con resultados pobres en 

sobrevida o periodo libre de enfermedad. En los últimos tiempos se han 

identificado casos que debutan de manera atípica sin afección o tumor en mama. 

Todo esto sustenta el hecho de que esta enfermedad es totalmente diversa y 

pareciera ser cada vez más agresiva, cambiante y por lo tanto más difícil de 

controlar. 

 

Por lo anterior el conocer más sobre las vías de señalización que se encuentran 

involucradas en el cáncer y no solo para el cáncer de mama, podrá predecir su 

comportamiento y evolución lo cual se verá reflejado en el desarrollo de mejoras 

en los esquemas terapéuticos aumentando la sobrevida. Un ejemplo de lo anterior 

es el presente trabajo que tiene como objetivo principal analizar la expresión de  

Notch 1 y Notch 3 y su posible asociación con la evolución clínica del cáncer de 

mama. Es importante recalcar que existen pocos reportes sobre esta asociación y 

que la mayoría se han realizado en poblaciones diferentes a la mexicana que 

posee una gran heterogeneidad genética, y que además en su mayoría se han 

realizado en modelos experimentales como son cultivos celulares y animales de 

experimentación. 

 

Los resultados observados en nuestra población se apegan a lo reportado en la 

literatura en cuanto al tipo histológico más frecuente, es decir el carcinoma ductal 

y lobulillar respectivamente. También se observó que no hubo diferencia en la 

recaída y persistencia asociada al tipo histológico como lo muestran nuestros 

resultados y la literatura. 



[Escriba el título del documento] 

 

 
57 

El análisis de la expresión de Notch 1 y Notch 3 por inmunohistoquímica en 

microscopio de campo claro, mostró un comportamiento heterogéneo de la  

expresión entre las muestras del mismo grupo. En un esfuerzo por realizar un 

análisis cuantitativo en los diferentes grupos moleculares de cáncer de mama y en 

tumores benignos por IHQ se obtuvo el promedio de los porcentajes de expresión 

de cada grupo y se realizaron pruebas estadísticas (ANOVA), encontrando 

significancia estadística únicamente para Notch 1  entre el grupo de tumores 

benignos con el grupo Luminal B no asi para Notch 3.  Lo anterior puede tener 

relación con que el grupo Luminal B en una de sus variantes iuncluye también la 

sobreexpresión de HER 2 Neu. 

 

Está claro que se tiene que realizar otro tipo de análisis que permita demostrar si 

estadísticamente existe alguna diferencia en la expresión de los genes de interés; 

como por ejemplo el análisis de densidad óptica integrada. 

 

Es importante señalar que opuesto a lo que se pensaba, se identificó expresión en 

los tumores benignos; lo cual indica que existe una expresión basal en el tejido 

tumoral “per se”  Este trabajo abre la necesidad de realizar la cuantificación de los 

genes en estudio en tejido mamario sin alteración, que permita discriminar una 

sobreexpresión. 

 

Por otra parte se realizó la técnica de PCR tiempo real  para obtener datos más 

precisos y determinar si hay mayor expresión de los genes en estudio que permita 

identificar si guardan relación con la persistencia y recaída de la enfermedad, 

llevando a cabo la cuantificación relativa y absoluta. En la cuantificación relativa 

mediante el cálculo de CT y CT se corroboró que  los cuatro grupos de tumores 

invasores presentaron mayor expresión con respecto a los tumores benignos. 

 

Se destaca que el grupo de HER 2 Neu fue el que presentó el valor más alto de 

“Fold change” tanto para Notch 1 como para Notch 3, aunque habrá que 

considerar los valores obtenidos por los otros grupos de tumores invasores que 
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tuvieron mayor número de copias con respecto al grupo calibrador (tumores 

benignos).  

 

Pero al utilizar esta técnica no se aplicó prueba de ANOVA a las medias de cada 

grupo tanto para Notch 1 como Notch 3 debido a que el grupo calibrador ya 

mencionado no toma variabilidad al tener en todos los casos  valor de 1. Pero no 

deja de ser interesante y novedoso el hecho de que se contemplara este grupo de 

tumores benignos. 

 

Por otra parte si  comparamos al grupo que mayores recaídas y persistencias 

tuvo, encontramos que fueron los tumores Triple Negativo y HER 2 Neu poniendo 

nuevamente a este último grupo en la mira como uno de los de peor pronóstico, 

corroborando lo reportado por otros autores. Aunque estos dos grupos fueron los 

más frecuentes en recurrencias y persistencias, solo para los HER 2 Neu se 

destaca un valor mayor de “Fold Change” (33.1 Notch 1 y 18.5 Notch 3) 

comparado con los de Triple Negativo (11.5 Notch 1 y 3.1 Notch 3). Estos 

resultados podrían sugerir que no existe asociación de número de copias con la 

recurrencia y persistencia (curso clínico) sin embargo esto es discutible, hay que 

considerar que estos resultados se obtuvieron de muestras incluidas en parafina 

por lo que representa un gran sesgo debido a que no se cuantifica el RNA utilizado 

en el tiempo real, aunque en nuestros ensayos se realizó la normalización con el 

gen de referencia (18s), esto podría considerarse una limitante.  Por lo anterior no 

se pudo calcular razón de momios. 

 

Sin embargo este trabajo permite generar un antecedente que nos oriente sobre la 

posible expresión de Notch 1 y 3 y redirigir nuestros esfuerzos a buscar 

alternativas más afines para la cuantificación de los genes de interés. 

 

Convendría realizar una revisión más especializada de la literatura de muestras de 

pacientes con cáncer de mama con la intención de identificar la asociación de 

genes Notch 1 y 3, con la evolución clínica enfatizando en la proliferación celular y 
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metástasis, ya que nuestros resultados no son concluyentes. Nos queda claro que 

es difícil agrupar los casos por una clasificación específica y esperar que se 

comporten de manera similar entre ellos, razón que pudiera explicar  que la 

recurrencia y persistencia de la enfermedad no se asocien a un grupo en 

particular. Por lo tanto, también será difícil esperar que la expresión de los genes 

de interés se comporten igual entre los miembros de un mismo grupo. 

 

Cabe resaltar que los artículos referidos donde la expresión de Notch 1 se ha 

asociado con mejor respuesta a tratamiento al silenciar la vía (estudios in vitro; 

cultivos celulares) no siempre resultan extrapolable a pacientes, ya que en estos 

estudios no se considera el macro y microambiente en el cual se encuentra el 

tumor. Un ejemplo claro es la asociación de la obesidad con la expresión de la 

familia de genes Notch, donde Battle M. y colaboradores (2014) proponen que la 

leptina activa la vía de señalización de Notch en modelos murinos causando pobre 

pronóstico, resistencia a fármacos y mantenimiento del proceso oncogénico.   

 

Desde nuestro conocimiento este es el primer trabajo que realiza el análisis de  la 

expresión de Notch 1 y 3 (IHQ y PCR tiempo real) en muestras de pacientes con 

cáncer de mama incluidas en parafina con base a la clasificación molecular pero 

que incluye a todos los subtipos, esto es relevante debido a que en la mayoría de 

los estudios reportados solo se realizaron en grupos específicos (HER 2 Neu o 

Triple Negativo).  

 

El hecho de no demostrar que el pronóstico y curso clínico de la enfermedad se 

deba a la expresión de Notch 1 y 3 como se planteó en el protocolo, no significa 

que Notch no esté implicado en este proceso, sino que podría existir alguna(s) 

molécula(s) no identificadas que detone o sea vínculo para la activación de vías de 

señalización asociadas. 
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Estos resultados parecieran desalentadores, sin embargo solo nos muestran la 

gran complejidad del proceso oncogénico y sus diversas interacciones 

relacionadas a una extensa variedad de estímulos provenientes del ambiente 

tumoral. En el análisis de la vía de señalización de Notch pudimos corroborar la 

diversidad de señales y respuestas estudiadas en diversos modelos 

experimentales.  
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CONCLUSIONES. 
 

 

 En la mayoría de las muestras se identificó la expresión de Notch 1 y Notch 

3 en los grupos Luminal A, Luminal B, HER 2 Neu y Triple Negativo. 

 

 La expresión de Notch 1 y 3 en tumores benignos, de manera interesante 

fue similar a la de los tumores invasores con base a los hallazgos por 

inmunohistoquímica. 

 

 La evolución  o curso clínico de la enfermedad guarda relación con lo 

reportado en la literatura al estar vinculada con factores de mal pronóstico 

como la expresión de HER 2 Neu, la etapa clínica y subtipo molecular como 

el Triple Negativo.  

 

 La expresión de Notch 1 y 3 no estuvo asociada a la evolución o curso 

clínico de la enfermedad respecto a  recurrencia y persistencia. 
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ANEXO 1. Instrumento de recolección de datos.  
N

o
 

N
O

M
B

R
E

 

N
S

S
 

E
D

A
D

 

F
E

C
H

A
 D

X
 

H
IS

T
O

L
O

G
ÍA

 

E
T

A
P

A
 

C
L

ÍN
IC

A
 

E
T

A
P

A
 

P
A

T
O

L
Ó

G
IC

A
 

T
IP

O
 

M
O

L
E

C
U

L
A

R
 

T
X

 

Q
U

IR
Ú

R
G

IC
O

 
R

E
C

A
ID

A
 

P
E

R
S

IS
T

E
N

C
IA

 

Q
T

 

R
T

 

P
L

E
 M

E
S

E
S

 

E
S

T
A

D
O

 

A
C

T
U

A
L

 

IH
Q

-R
N

A
  
(+

/-
) 

N
O

T
C

H
 1

 

IH
Q

-R
N

A
 

(+
/-

) 

N
O

T
C

H
 3

 

1                  

2                  

3                  

4                  

5                  

6                  

7                  

8                  

9                  

10                  

11 
 

                 

12                  

13                  

14                  

15                  

16                  

17                  

18                  

 
 
  



[Escriba el título del documento] 

 

 
74 

ANEXO 2. 
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