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RESUMEN

El cancer de mama es la tercera causa de muerte en mujeres de 30 a 59 afos de edad,
siendo un problema de salud publica importante en México. En este trabajo se estudia la
posible utilidad del polimorfismo lle655Val del gen HER2 como valor predictivo del cancer de
mama, ya que en algunas poblaciones y estudios publicados se encontrd una relacion entre
las personas que lo presentan con una mayor probabilidad de presentar la enfermedad. Por
medio de la técnica de PCR se pueden conocer los porcentajes de la presencia de este
polimorfismo en pacientes ya diagnosticados con cancer de mama y en un grupo de
controles. En este caso, los resultados obtenidos no respaldan la hipotesis de que la
presencia de este polimorfismo representa un aumento en el riesgo de padecer la
enfermedad. Se recomienda seguir estudiando las alteraciones genéticas que presentan
estos pacientes para encontrar similitudes entre ellos y poder encontrar un estudio

diagnostico eficaz.



INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es la tercera causa de muerte en mujeres de 30 a 59 afos de edad,
siendo un problema de salud publica importante en México. En el afio 2016 se reportaron
100,000 defunciones por cancer de mama en mujeres mayores de 20 afios (INEGI 2018).
Es una enfermedad multifactorial porque se asocian factores ambientales, genéticos y
epigenéticos, los cuales tienen que ver con el crecimiento descontrolado de las células que
destruyen los conductos y I6bulos de la mamay en algunos casos llega a diseminarse a otros
organos o tejidos, por lo cual seria conveniente diferenciar aguellas personas que presentan

un riesgo elevado de padecerla?.

En paises en vias de desarrollo de América Latina y el Caribe, segin Globocan?, se espera
que para el afio 2030 se tengan 572,000 casos nuevos de cancer de mama y 130,000
morirdn a causa de este cancer; motivo por el cual su estudio ayuda a entender su

mecanismo de accion y todos los genes implicados en el comportamiento clinico.

El diagnéstico del CM en paises de tercer mundo se realiza en etapas mas tardias de la
enfermedad ya que no se tienen suficientes programas de deteccion temprana accesibles
para toda la poblacién. El estadio clinico al momento del diagnéstico es imprescindible para
determinar un prondstico de supervivencia. En México se han realizado campafias de
deteccion para poblaciones rurales o de escasos recursos disminuyendo el nimero de casos
en estadios tardios y detectandolos en pacientes mas jovenes, que es en las que suele
presentarse el cancer cuando se tiene una susceptibilidad genética; sin embargo, los
estudios moleculares que ayudan a dirigir el tratamiento adecuado siguen siendo
inaccesibles para gran parte de la poblacion y no son indicados o interpretados

adecuadamente (Ej. Variantes de significado incierto, VSI) lo que deriva en un asesoramiento
2



genético inexistente o pobre*. El asesoramiento genético es una parte fundamental para el
seguimiento de enfermedades genéticas, dentro de sus funciones se encuentra informar al
paciente sobre su enfermedad para que tenga un mejor entendimiento de la misma y se
pueda conocer el origen, evolucion y pronéstico del padecimiento genético. También es
importante informar el alcance de estas enfermedades a la familia, a través de la orientacién
sobre las pruebas genéticas que podrian realizarse y aquellas decisiones médicas que los

ayudaran a prevenir y tener una mejor calidad de vida® 6.

Segun la Sociedad Americana de Cancer la supervivencia a 5 afios del CM es del 100% en
pacientes con estadio clinico 0 y I, 93% para estadio clinico I, 72% para estadio clinico Il y

22% para estadio clinico V4.
Marcador tumoral/biomarcador

Se ha descrito la asociacion del gen HER2 con el CM y su utilidad como marcador tumoral o

biomarcador, lo que nos lleva a cuestionarnos su valor predictivo sobre la enfermedad

Un biomarcador o marcador bioldgico se utiliza para conocer la susceptibilidad que se tiene
para desarrollar cualquier enfermedad, dar seguimiento al tratamiento y/o personalizarlo, y
asi predecir la evolucién de la enfermedad. Puede ser una sustancia bioquimica, alteracion
genética/molecular o imagen médica que evalla el estado de salud del paciente y detecta

enfermedades en etapas tempranas, apoyando su prevencion en familiares’ 8.

Se entiende como marcador tumoral a la proteina producida por las células cuando algo no
esta en condiciones normales de acuerdo a cada persona. Cuando hay presencia de células
cancerosas hay mayor expresion del marcador, pero se deben realizar mas estudios para

dar un diagnéstico definitivo ya que no es una herramienta Unica de diagnéstico. Los niveles



de los marcadores pueden ser diferentes dependiendo desde qué tejido se tomen y podrian
estar alterados en diferentes tipos de cancer, es decir no son especificos. Es importante
tomarlos en cuenta ya que nos dan indicios sobre el prondstico de la enfermedad para poder
evaluar su evolucion y saber en qué fase clinica se encuentra el paciente, lo que a su vez
ayuda a dirigir mejor el tratamiento. Cualquier sustancia enddégena puede ser un marcador

tumoral si se demuestra que es altamente sensible y especifica®.



MARCO TEORICO
Ciclo celular

En el desarrollo celular el ser humano llega a tener 10%° células aproximadamente. Cuando
somos jovenes hay mas proliferacion que muerte celular, lo que nos ayuda a crecer. Cuando
llegamos a la adultez hay un equilibrio entre proliferacion y muerte celular, lo que se conoce
como estado estacionario, teniendo asi un numero relativamente constante de células, de
las cudles algunas no contindan con el ciclo celular para dar paso a su diferenciacion lo que
las hace dificilmente renovables, por ejemplo las células de la piel tardan aproximadamente
28 dias en sustituir a las células muertas, en comparacion de las neuronas que solo se
regeneran en bajo porcentaje en una zona especifica del cerebro. Hay células que
permanecen en el periodo Go, de forma quiescente o senescente (Figura 1). Las células
quiescentes se mantienen en la fase Go sin realizar la mitosis, es hasta recibir un estimulo
externo que pasan a la fase S (Sintesis) hasta recibir nuevamente un estimulo externo que
les indique detenerse y volver a la fase Go, por ejemplo, las células hematopoyéticas
permanecen en este periodo para dar lugar a las células que encontramos en la sangre. Las
células senescentes se encuentran inicialmente de la misma forma que las células
quiescentes, solo que estas no pueden reincorporarse al ciclo de forma natural. En todo el
proceso del ciclo celular hay estrictos controles que evitan que la célula se vuelva maligna,
pero se sabe que cierto porcentaje de las células no logra ser regulada provocando una
proliferacion descontrolada, formando clones de células malignas y asi los tumores pueden
ser benignos o malignos dependiendo de su capacidad de invadir diferentes tejidos

(metastasis)!o 11,
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Figura 1. Ciclo celular
Tomada de:_https://es.khanacademy.org

El ADN esta constantemente expuesto a diferentes agentes dafinos de los cuéles se
conocen mas de 300 que al interactuar con el material genético provocan mutaciones, por
ejemplo, el benzo-a-pireno al activarse interactda con las bases nitrogenadas y modifica su
estructura. La radiacion es un agente fisico que produce rupturas en las cadenas de ADN.
Para evitar el dafio provocado por estos agentes la célula cuenta con proteinas supresoras

de tumores (Ej. P53, BRCA1/2) o protooncogenes (Ej. KRAS, MIC)0 11,

Protooncogenes

Los protooncogenes se encargan de controlar la proliferaciéon y diferenciacion celular. Sin

embargo, éstos pueden ser susceptibles a mutaciones y pasar a ser oncogenes estimulantes

de la proliferacion celulart© 11,

Todos los tipos de cancer se deben a problemas con la regulaciéon del ciclo celular, aunque
también se puede ver afectada la transmisién de sefales que estimulan procesos celulares;

6



éstos problemas son debidos a alteraciones en los genes produciendo proteinas mutadas no
funcionales o con una funcion diferente a la normal, como puede ser el aumento de su

actividad, dimerizacion y autofosforilacion'? 13,

Las proteinas producidas por estos genes pueden ser factores de crecimiento (EGF) o
receptores de membrana (EGFR). Estas interpretan y envian sefiales que pueden alterar la
transcripcion del genoma permitiendo la expresion de genes que no deberian expresarse o
la modifican en los genes que ya se expresan. Si los niveles de estas proteinas se encuentran
elevados o la proteina esta alterada ya no se cumple rigurosamente con los controles del

ciclo celularo.

Las mutaciones puntuales en los protooncogenes cambian su expresion y no su secuencia
codificante. Pueden presentarse translocaciones que dan origen a un gen hibrido. La
amplificacion del gen HER2 es utilizado como factor pronéstico del cancer de mama porque

en algunos casos se ve amplificado y a su vez sobreexpresado en el tejido mamario™©.
HER2

En 1986 Yamamoto et al'* aislan una proteina a la que llaman c-erb-b-2, la cual es similar al
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y al oncogén HER2/Neu aislado de
células de neuroblastoma de rata. Posteriormente se supo que la sobreexpresion de este
gen se asociaba con una delecion del dominio extracelular, sitio de unién del ligando, con lo
gue se estimula la proliferacion celular aun cuando las hormonas y el factor de crecimiento

epidérmico se encuentren en cantidades séricas disminuidas®®.

HER2 es un protooncogen localizado en el cromosoma 17g12 (Figura 2), consta de 27

exones y su longitud es de 38kb. Cuando se presenta una amplificacién de éste, suele haber



una sobreexpresion de la proteina (receptor) la cual estimula la proliferacién celular, y se

relaciona con cancer de muy mal pronéstico*®.
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Figura 2. Localizacion del gen HER2 en el cromosoma 17
Tomada de:_https://www.genecards.org

El grupo de Receptores de Factores de Crecimiento Epidérmico (EGFR) esta compuesto por
cuatro tipos que son HER1/EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2/Neu, HER3/ErbB3 y HER4/ErbB4,
gue cuentan con 4 dominios extracelulares, | y Il son responsables de la unién con el ligando
de cada receptor, Ill y IV se encargan de la dimerizacion. Ademas, cuenta con una region
transmembrana y una region citoplasmatica donde encontramos un bucle de activacion. La
familia EGFR son activadores de la fosforil-cinasa (FC), siendo su ligando EGF (Factor de

crecimiento epidérmico) y TGF a (Factor de crecimiento transformante a)!6 7.
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Figura 3. Receptores de la familia HER y sus respectivos ligandos
Tomada de: https://slideplayer.cz

HER2 es una glicoproteina transmembranal (Figura 4) de 185 kDa que se activa por hetero

u homodimerizacién con otros receptores de su familia, la activacion dependiente de ligandos


https://www.genecards.org/

ocurre bajo condiciones fisiolégicas normales con ligandos disponibles en forma soluble o
puede inducir su actividad por la sobreexpresion de la proteina. HER2 es el encargado del
desarrollo epitelial, proliferacion, organogénesis (diferenciacion) y supervivencia celular, se
cree que esta relacionado con la transformacion y progresion tumoral. HER3 es el Gnico de
la familia que no tiene actividad de tirosina cinasa debido a que no cuenta con residuos de

tirosinalé 17,
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Figura 4. Esquema de la proteina HER2
Tomada de:_https://www.elsevier.es

HER1 participa en la formacion de estructuras epiteliales del sistema respiratorio,
gastrointestinal, epidérmico, glandula mamaria y foliculos pilosos. HER2 y HER4 participan
en la formacién de estructuras del corazon y neuronales. HER3 participa en la formacion de

las células de Schwann, esenciales para la formacion de la cresta neuronal®®.

HER2 es fundamental en diferentes vias de sefializacion en las que se lleva a cabo una
dimerizacion homo o hetero, por lo que su alteracion se ha asociado a crecimiento de

tumores, supervivencia de cancer y metastasis. Se sabe que los pacientes que sobre



expresan esta proteina tienen una dimerizacion excesiva que conlleva a la proliferacion y

desarrollo tumoral®3.
Mecanismo de accion de HER2

Todos los receptores de la familia EGFR tienen tres estructuras: la extracelular que interviene
en la dimerizacion, la transmembranal y la intracelular, encargados de la activacion y
sefializacion intracelular. Todos tienen una conformacion inicial cerrada, es decir no son
capaces de formar dimeros por lo que la unién de su respectivo ligando promueve la
exposicion del subdominio oculto en su forma inicial. HER2 es el Gnico que tiene una
conformacion inicial abierta. Después de dimerizarse, los residuos de tirosina que se
encuentran en el dominio intracelular se fosforilan y activan las vias mitogénicas por
Ras/Raf/MEK/MAPK o PI3K/AKT (Figura 5) que desencadenan procesos celulares para la

supervivencia de las células tumorales?®.
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Al formarse el heterodimero HER1-HER2 se aumenta la afinidad por los ligandos EGF y TGF
a y aumenta la actividad catalitica, en comparacion con los homodimeros EGFR. Al formarse
los heterodimeros HER2-HER3 y HER2-HER4 aumenta la afinidad por los ligandos

heregulina y neuregulina permitiendo asi la sefializacion®3.
PI3K (Fosfatidilinositol-3-cinasa)

Esta via de sefalizacién juega un papel importante en el desarrollo de cualquier tipo de
cancer porque estd implicada en el crecimiento y progresion celular, apoptosis y
reordenamiento del citoesqueleto. El aumento de su actividad se ha asociado a la pérdida
de algin componente de la via, asi como amplificaciones o mutaciones activadoras en
células somaéticas, en este mecanismo se lleva a cabo una sefializacion constitutiva sin la

necesidad de factores de crecimiento?s.

Posterior a la activacion de los receptores de membrana tirosina cinasa, por la fosforilacion
del sustrato del receptor de insulina (IRS), se fosforila p85 provocando un cambio
conformacional de esta subunidad de la proteina y después se une a p110 (subunidad
catalitica), una vez activa esta via, se fosforila el PIP2 (fosfatidil inositol 3, 4 difosfato) a PIP3

(fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato) y esto activa la proteina AKTZ,
AKT/Proteina cinasa B (PBK)

Es una subfamilia de proteinas serina/treonina cinasa conformada por tres isoformas: AKT1
(AKTa), AKT2 (AKTB) y AKT3 (AKTYy). Los estimulos provenientes de la via PI3K requieren
a esta familia de proteinas que después de ser fosforilada y activada puede migrar a
diferentes sitios celulares para fosforilar sustancias de distintas vias de sefializacién. Esta
proteina puede interactuar negativamente con proteinas promotoras de apoptosis,

11



encargadas de proliferacién, crecimiento y movilidad celular e invasion (AKT2), promoviendo

procesos de carcinogénesis y metastasis?!s.

AKT2 se ve amplificado en tumores pancreaticos, de mama y ovario. AKT3 esta aumentada
en cancer de prostata y mama no sensibles a hormonas, ya que esta isoforma le da al cancer
la independencia hormonal. Cuando la funcién de AKT1 esta alterada AKT2 y AKT3 deben

cumplir con su funcién?,

AKT favorece la supervivencia celular inactivando el gen supresor de tumor p53, esta fosforila
y activa directamente a MDM2, una proteina que regula negativamente a p53. MDM2 se
encuentra usualmente en el citoplasma y tiene dominios NSL (sefializacién de localizacién
nuclear) y de union a p53. Cuando MDM2 es activado por Akt se une a p53 e impide su
actividad como factor de transcripcion de genes proapoptéticos, posteriormente, sale
nuevamente al citoplasma donde media los procesos de ubiquitilacion y degradacion
proteosdmica de p53, disminuyendo sus niveles. Cuando la via PI3K/Akt se encuentra en un
estado de activacion permanente, el mecanismo anterior permite que una célula, aun en
malas condiciones, resista a la apoptosis, sobreviva y prolifere, contribuyendo, de esta

manera, a la inestabilidad cromosémica?°.
Mecanismo de amplificacién de HER2

En el tejido tumoral el aumento del nimero de copias del gen HER2 se lleva a cabo por dos
mecanismos, el primero es la amplificacion donde se replica un segmento especifico del
cromosoma 17921, todo esto ocurre debido a un acortamiento de telémeros, ciclos repetidos
de fusiébn y rompimiento de puentes e incorporacion de secuencias del mismo u otros

cromosomas. El otro mecanismo es la aneuploidia o inestabilidad cromosémica en donde

12



hay un cambio en el nimero total de cromosomas debido a una segregacion anémala en la
mitosis. La polisomia del cromosoma 17 que esta presente en una tercera parte de los casos
de cancer de mama provoca el aumento del nimero de copias sin ser necesariamente una

amplificacion, es decir sobreexpresion de la proteina (Figura 6)*°.
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Figura 6. Comparacion de la expresion de HER2 en una célula normal y en una célula tumoral
Tomada de:_https://www.amgen.es

Se han descrito alteraciones en el gen HER2 en casos de cancer de mama, endometrio,
ovario, prostata, vejiga, pancreas, estbmago y pulmon, probablemente debido a su funcion

de regular el ciclo celular.

La proteina HER2 se sobreexpresa al menos en el 20% de pacientes con cancer de mama,
afectando el fenotipo, su transformacion y dando un mal prondstico de la enfermedad. Esto
se debe en algunos casos a la amplificacion del gen o la sobreexpresion sin amplificacién

debido a problemas a nivel transcripcional y postranscripcional del ARN mensajero?®: 222324

Cuando la proteina HER2 se encuentra sobre expresada, los ligandos se activan de forma
autonoma, iniciando el crecimiento maligno celular sin buenos resultados con los

tratamientos adyuvantes o terapias antiestrogénicas. Normalmente se tienen dos copias del
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gen y 50,000 copias de la proteina, pero en un proceso canceroso con HER2 amplificado

hay mas de dos copias del gen y aproximadamente 1°000,000 de copias de la proteinal®.
Polimorfismo lle655Val

Un polimorfismo es una mutacién producida por factores ambientales o errores en la
replicacion y reparacion del ADN, incluyen las inserciones, deleciones y SNP’s (Single
Nucleotide Polymorphism o Polimorfismo de un Unico nucleétido), estos Ultimos nos aportan
variabilidad alélica, presentandose en al menos 1% de la poblacion, es decir, son individuos
de una misma especie con fenotipos diferentes por lo que, en ocasiones, confieren cierta
susceptibilidad a desarrollar enfermedades cuando se encuentran en secuencias
codificantes o reguladoras, por ejemplo, en una proteina transportadora afecta su expresion,

disminuyendo o aumentando su efecto?> 26,

Se han reportado aproximadamente 10 millones de polimorfismos en el genoma humano.
Estos se presentan cada 1,200 pares de bases, a nivel clinico los mas importantes son los
SNP’s no sinébnimos ya que el cambio del aminoacido se lleva a cabo en una region
codificante y alteran la funcion de la proteina. Hay otros SNP’s que alteran la funcién de la
proteina y se localizan en una region promotora afectando su transcripcién, o en sitios de
splicing o regiones intragénicas afectando su estabilidad. Los SNP’s sindnimos o silenciosos

no alteran la funcionalidad de la proteina?’.

El estudio del gen HER2 ha determinado con mayor frecuencia dos mutaciones, la primera
es el polimorfismo lle655Val y la segunda es Alall70Pro, en este estudio se analizé
lle655Val para determinar su probable valor predictivo y la relacion con algunos datos

epidemioldgicos de los pacientes con CM.
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El polimorfismo lle655Val (rs1136201) es el cambio de una Adenina por una Guanina (ATC
— GTC), resultando en la sustitucion del aminoacido Isoleucina (silvestre) por una Valina
(mutado), que se traduce en una mutacion sin sentido o una variante en el transcrito no

codificante, reportado como mutacion benigna (Figura 7).

Gen HER2 w452¢C 1655V
SNPs l l
k i a3 H-H—t t #H—HH—H--
Exones 4 12 17 27

Proteina HER2

Actividad tirosina
Sitio de unién quinasa Sitio de autofosforilacion

= ] .l 1 1

*|
o (- — v, .~
Y1139 v1240

162 342 475 641 853675 434 906
Dominio —ITML Dominio intracelular —l

extracelular

Figura 7. Dominio de la proteina HER2 afectado por el polimorfismo lle655Val
Tomada de: http://sedici.unlp.edu.ar/

Carrillo-Moreno et al?> (2016) observé que las personas portadoras de Valina presentan
cantidades séricas mayores de la proteina HER2 y menor expectativa de vida, por lo que en
las personas que tienen el genotipo homocigoto Guanina/Guanina (Valina/Valina) la
proliferacion de las células cancerigenas es mayor. Es asi, que la presencia de un genotipo
que tenga Valina en su forma hetero u homocigota, se relaciona con casos de cancer de

mama en un estadio clinico mas avanzado y en personas mas jovenes a la edad de
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diagnostico. Se cree que estos polimorfismos en el gen HER2 activan la carcinogénesis al

perderse el alelo silvestre y dejando actuar solamente al alelo mutado?®.

Milikan et al concluyeron que el gen HER2 podria ser uno de los muchos genes de baja
penetrancia en algunos subgrupos de mujeres con CM y que se necesita estudiar mas sobre

estos para conocer su alcance.

Xie et al*® mencionaron que el polimorfismo podria ser de utilidad como biomarcador en
mujeres jovenes, menores de 45 afios. Ma et al*! descubrieron que hay asociacién entre el
polimorfismo y el CM en un estudio de casos y controles. En general en las poblaciones en
las que se ha encontrado asociacion entre este polimorfismo y un alto riesgo de padecer

cancer de mama son las poblaciones asiaticas y africanas.

En cuanto a la poblacién mexicana, Astorga et al®? hicieron un estudio para ver la respuesta
terapedltica a trastuzumab en pacientes portadores del polimorfismo y concluyeron que este
grupo no tiene una buena respuesta terapeutica y por lo tanto no tienen un buen prondstico.
Carrillo-Moreno et al? realizaron un estudio para conocer la asociacion del polimorfismo con
el cancer de mama y concluyeron que hay asociacion entre pacientes portadores de valina
y nulaparidad con la mala respuesta a trastuzumab lo que indicaria una susceptibilidad
significativa al cAncer de mama, sin embargo, proponen realizar mas estudios para asegurar

0 negar sus resultados.

Cabe resaltar que entre los estudios publicados no se ha llegado a una conclusiéon unanime
sobre si el polimorfismo puede ser utilizado como factor predictivo o no, tal vez faltaria formar
diferentes subgrupos de acuerdo a datos epidemioldgicos o a la edad y probablemente

veamos que es (til en cierto tipo de pacientes, para fines de este estudio y de la problematica
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mundial no seria muy conveniente que solo sea Util en un grupo pequefio de la poblacién,
recordemos que el cancer de mama es una enfermedad multifactorial por lo que las
diferentes conclusiones a las que se ha llegado podrian deberse al estilo de vida de cada

persona, lo cual hace mas complicado su estudio33 34 35,
PCR (Polimerase Chain Reaction o Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La PCR es una técnica enzimatica in vitro creada por el Dr. Kary Mullis en 1986. Gracias a
la invencién de enzimas de restriccion por Smith y Wilcox en 1970 y a los conocimientos
sobre ADN recombinante se habia logrado Unicamente obtener fragmentos de &cidos
nucleicos, pero gracias a la PCR se pudieron obtener grandes cantidades de ADN sin la
necesidad de clonar fragmentos en organismos vivos. Requiere de una cadena molde que
seria el ADN a estudiar, dos oligonucleétidos, cebadores o primers que sean
complementarios a una parte de la region que vamos a estudiar, una enzima ADN
polimerasa, en este caso, y dos deoxinucleétidos (dNTPs) que se unirdn a las copias

creadas. A continuacion, se esquematiza lo que ocurre en un proceso de PCR36.
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Los ciclos pueden clasificarse en tres fases, la primera es la fase lag que abarca hasta 10

ciclos en donde todavia no se sintetiza ningun fragmento, la segunda es la fase exponencial

en donde se inicia la amplificacion produciendo dos copias de ADN en cada ciclo por lo que

se tendria aproximadamente 1 billon de copias del fragmento estudiado, y la tercera es la

fase plateau donde se finaliza la produccién de copias®®.

En cada ciclo se llevan a cabo tres procesos:

A. Desnaturalizacién del ADN de doble cadena a una temperatura que por lo regular es

de 94 °C o095 °C
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B. Anillado de los cebadores con la region blanco de la cadena sencilla de ADN,
generalmente se logra disminuyendo la temperatura de acuerdo a la temperatura de
desnaturalizacion o fusion de los cebadores utilizados. La temperatura de
desnaturalizacion de un cebador es la temperatura en la que el 50% de sus moléculas

se desnaturalizan, regularmente se encuentra entre 45 °C y 65 °C

C. Extension de una nueva hebra de ADN a partir de la union del primer con la secuencia

blanco iniciada por la ADN polimerasa, se lleva a cabo regularmente a 72 °C

La técnica de PCR es ampliamente utilizada para investigacion cientifica y forense,

diagndstico, bioseguridad y para identificar mutaciones o polimorfismos genéticos®’.

Dentro de las ventajas de la PCR podemos decir que no es necesario dedicar tanto tiempo
a larealizacion, el equipo necesario no es costoso, y las empresas se han dedicado a disefiar
los oligonucleétidos mas comunmente utilizados y si no cuentan con ellos existen softwares
que facilitan su disefio. Se puede utilizar una cantidad minima de ADN, degradado o no, por

lo que la hace una técnica muy util en diferentes disciplinas®’.

Dentro de las desventajas podemos decir que se debe tener conocimiento sobre la secuencia
a estudiar para estar seguros del oligonucleétido que se va a ocupar. El proceso de clonacién
se hace menos efectivo si la secuencia a estudiar es grande (mas de 5kb), aunque se han
amplificado secuencias de 20 a 40 kb. Las muestras pueden contaminarse facilmente con

todo lo que hay en un ambiente de laboratorio®’.
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PCR en tiempo real

La PCR copia y amplifica una region del ADN conocida, si esta presente en el genoma
estudiado se observara por electroforesis en gel de agarosa; la variante de PCR en tiempo
real cuantifica las copias amplificadas de ADN complementario cuando finaliza cada ciclo
mediante el uso de un fluoréforo, espectrofotometro y software estadistico, todo incluido en
un mismo equipo. Es una técnica cualitativa porque mediante los geles de agarosa y el
fluoréforo podemos saber si existe 0 no la secuencia que queremos identificar, y cuantitativa
porque el nUmero de copias se representa en una grafica donde se pueden identificar

genotipos homocigotos silvestres, heterocigotos y homocigotos mutados3®.

La PCR en tiempo real fue utilizada y reportada por primera vez en 1993 por Higuchi y sus
colaboradores ya que monitoreaban las reacciones de PCR y se dieron cuenta que el ADN
de doble cadena se iba acumulando gracias a la fluorescencia que emitia cada copia del

ADN, estas caracteristicas la hacen una técnica muy sensible y especifica®.

Tiene como ventaja producir amplicones de 60 pb con los que se pueden detectar cambios
cuantitativos en alteraciones celulares, lo que es bueno cuando se tienen muestras de ARN
levemente degradadas. Si se quiere amplificar a partir de ARN mensajero se debe utilizar
una enzima transcriptasa inversa porque la ADN polimerasa no amplifica adecuadamente a

partir de ARNm?=.

La técnica de PCR es sencilla de realizar, pero para evitar que las muestras se contaminen
con acidos nucleicos que puedan estar en el ambiente de laboratorio se debe realizar

Gnicamente en una camara exclusiva para PCR,
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En este caso se utilizan sondas HybProbe que hibridan con las copias del fragmento de ADN
amplificado, son dos secuencias especificas llamadas donante y receptor, el donante tiene
un fluoréforo en el extremo 3’ de la sonda y la sonda receptora tiene un fluoréforo en el
extremo 5, ambas sondas deben hibridar en sitios cercanos en el fragmento de ADN, la
longitud de onda de emisién de la sonda donante es igual a la longitud de onda de excitacién
de la sonda receptora, entonces cuando la sonda donante recibe las ondas de luz del equipo
excita a la secuencia receptora y esta fluoresce, el nimero de copias de ADN es
directamente proporcional a la cantidad de fluorescencia captada por el equipo. El uso de
dos sondas hace que el estudio sea mas especifico y al basarse en el mecanismo FRET
(Fluorescent Resonance Energy Transfer o Transferencia de energia de resonancia
fluorescente) hace que este sea méas sensible. Cuando se presenta un polimorfismo la sonda
es inestable ya que no hibrida correctamente y se puede disefiar una sonda en la que la
mutacion coincida con el punto de interaccién de ambas sondas presentando diferencia en
las temperaturas de desnaturalizacion de los alelos, permitiéndonos distinguir homocigosis,

heterocigosis o ausencia de mutacién mediante curvas de desnaturalizacion®®.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es un problema de salud publica de gran importancia en México,
actualmente es la tercera causa de muerte entre mujeres de 30 a 54 afios de edad. En México
se detecta el cAncer de mama a una edad y estadio clinico avanzado debido a que no se
realizan los estudios apropiados para diagnosticarlo en sus inicios o para identificar un alto
riesgo de desarrollarlo. En algunos casos las enfermedades genéticas, como el cancer,
pueden ser causadas por polimorfismos, los cuales pueden ser heredados. Se sabe que, en
ocasiones, estos tienen mecanismos de susceptibilidad que aumentan el riesgo de tener una
enfermedad. El polimorfismo lle655Val afecta directamente a la proteina de HER2 y se quiere
saber en qué nivel y si su estudio por PCR tiempo real puede ser una herramienta para

detectar posibles casos de cancer de mama.
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HIPOTESIS

Por la asociacion del gen HER2 con el cancer de mama se estudiara la presencia del
polimorfismo Ile655Val, en este gen, como factor predictivo para desarrollar la enfermedad.
Se espera que pueda ser utilizado para identificar cancer de mama en estadios clinicos

tempranos o en familiares de pacientes afectados.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar el polimorfismo Ile655Val del gen HER2 a través de PCR (Polimerase Chain
Reaction) en tiempo real en pacientes con cancer de mama y definir su posible valor

predictivo como biomarcador.

OBJETIVOS PARTICULARES

° Conocer la proporcion de homocigotos silvestres A/A, heterocigotos A/G y
homocigotos mutados G/G del polimorfismo lle655Val en el gen HER2 en pacientes con

cancer de mama y en controles.

° Compatrar las frecuencias alélicas del polimorfismo lle655Val en pacientes con cancer

de mamay en controles.

° Analizar asociaciones del polimorfismo lle655Val con algunos datos epidemioldgicos.
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MATERIAL

Reactivos

Alcohol etilico

Cloroformo

Alcohol isoamilico
Solucién saturada de NacCl
Solucién de NaCl 5 mM
Solucion SDS al 40%
Solucion de lisis

Agua destilada

Agua grado biologia molecular
Cloruro de magnesio
Master sonda

Master DNA

Alcohol etilico

Bioldgicos

Sangre venosa de pacientes con cancer de
mama y controles

Material

Sistema Vacutainer® con EDTA
Ligadura

Torundas

Capilares de vidrio de 20 pL
Probeta 50 mL

Micropipetas

Tubos Eppendorf® de 1.5 mL

Equipo

Centrifuga
Termociclador
Computadora

Vortex

Cuantificador de ADN
Refrigerador
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METODO

Disefio. Es un estudio experimental analitico transversal

Universo. Se estudiaron 65 muestras de pacientes con cancer de mama y 65
controles, los pacientes fueron referidos a la Consulta de Cancer Hereditario del

Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” ISSSTE.

Variable dependiente. Porcentaje de homocigotos silvestres, heterocigotos y

homocigotos mutados en pacientes con cancer de mama y controles.

Variable independiente. NUmero de pacientes con cancer de mama y controles.

Técnicas. Previa firma de carta de consentimiento (Anexo 1) se les tom6é muestra

de sangre periférica por venopuncion con tubos Vacutainer® con EDTA de 4 mL.

Extracciéon de ADN. ElI ADN se aisl6 con el siguiente método casero: en un tubo
Eppendorf® de 1.5 mL se colocaron 500 uL de sangre y 500 uL de solucion de lisis
(10:1, NH4Cl 0.144 M + NH4HCO3 0.01 M), se agito vigorosamente y se incubo por
media hora a 4 °C, después se centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos, se decanto el
sobrenadante y se agreg6é 1 mL de solucion de lisis, se agitd vigorosamente y se
centrifugd bajo las condiciones ya mencionadas, después de decantar de nuevo el
sobrenadante se realiz6 otro lavado de la misma manera, posteriormente se
resuspendio el boton obtenido en 570 yL de NaCl 5 mM, se agit6 vigorosamente y
se adicionaron 40 pyL de SDS al 40%, se agité vigorosamente por 5 minutos, se
adicionaron 200 pyL de solucion saturada de NaCl, se agitd vigorosamente y se
centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos, se observaron dos fases de la cual se

recuperod solo la fase liquida con ayuda de una micropipeta y se colocé en otro tubo
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Eppendorf® de 1.5 mL, al cual se le adicionaron 600 pL de una solucién de
cloroformo: alcohol isoamilico 49:1, se agitdé vigorosamente por 2 minutos y se
centrifugé a 14000 rpm por 6 minutos, se observaron 2 fases divididas por una
delgada capa de restos celulares, se tomo6 Unicamente la fase superior (acuosa) y
se coloco6 en un frasco de vidrio que ya contenia 5 mL de alcohol etilico absoluto
frio, se dej6 almacenar toda la noche a -20°C y al dia siguiente se observé el ADN
(viscoso) en el alcohol etilico el cual se transfirié a otro tubo Eppendorf® de 1.5 mL
que contenia 400 uL de alcohol etilico, se centrifug6 a 14000 rpm por 6 minutos, se
decanto el alcohol etilico y se utilizé una bomba de vacio para secar completamente
el ADN, posteriormente se resuspendio el botén en 80 uL de agua inyectable y se
cuantificé por medio del método espectrofotométrico en un equipo Nanodrop®.
Posterior a esto la técnica de PCR requiere que el ADN se encuentre a una
concentracion de 50 nanogramos en 5 L por lo que se hace una regla de tres para
saber cuanto ADN y cuanta agua grado biologia molecular se requieren de cada
muestra para obtener la concentracion requerida que después se verifica en el

Nanodrop®.

PCR en tiempo real. Para la reaccion de PCR se utilizaron Gnicamente 19 uL de una
mezcla de reactivos que incluyen 13 yL de agua, 2 uL de cloruro de magnesio, 2 pL
de Master DNA (mezcla de agua, cebadores y polimerasa) y 2 yL de Master sonda
(polimorfismo), y 1 uL de ADN previamente diluido. Los oligonucle6tidos comprados
con Roche en el kit High Probe fueron: (Forward) 5°- TTT AGA GTA GGA GAG GGT
CCA AGC -3’y (Reverse) 5- GGG CTG GCA GGA CTT CAG -3, y el polimorfismo
(sonda) se obtuvo de Amplibio® con numero rs113620. La mezcla de reactivos y

ADN se lleva a cabo en capilares de 20 pL, para asegurar que no quede pegado
27



ningun reactivo se dio spin a cada capilar por aproximadamente un minuto y se
verificé que todos los capilares tengan el mismo volumen comparando uno con otro.
Después se introdujeron en un termociclador LightCycler Roche® que emite luz

proveniente de un diodo iniciando asi el siguiente proceso de PCR:

Programa  Desnaturalizacion Ciclado Fusién Enfriamiento
Parametro

Modo de Ninguno Cuantificacion Curvas de fusion Ninguno

andlisis

Ciclos 1 45 1 1
Segmento 1 1 2 3 1 2 3 1
Temperatura 95 95 60 72 95 40 85 40

(°C)

Detener 00:01:00 00:00:10 00:00:10 00:00:15 00:00:20 00:00:20 00:00:00 00:00:30

(hh:mm:ss)

Finalmente se obtienen graficas de temperatura contra fluorescencia en donde es
facil saber si se trata de un homocigoto silvestre (I/I) porque se observa un solo pico
entre las temperaturas 60 °C — 65 °C, en el heterocigoto (I/V) se observan 2 picos
de una altura muy similar entre las temperaturas intermedias entre 50 °C — 55 °C y
60 °C — 65 °C, y en el homocigoto mutado (V/V) se observa un solo pico entre 50

°C -55°C.

Andlisis estadistico. Los resultados se analizaron por pruebas de tendencia
central, prueba paramétrica de Chi cuadrada, Odd Ratio y frecuencias alélicas por
medio de Hardy Weinberg. Se obtendran valores de sensibilidad, especificidad,

valor predictivo positivo y valor predictivo negativo.
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RESULTADOS

Datos epidemiologicos

Edad de diagndstico
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Gréfica 1. Edades de diagndstico de pacientes con cancer de mama.

*SD=Sin datos

La mayoria de casos estudiados se encuentra entre 30 a 39 afios. Esto es un indicio

de la presencia de cancer de mama hereditario porque suele presentarse en

personas jovenes.

Frecuencia

Estadio clinico
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Grafica 2. Estadio clinico de pacientes con cancer de mama.
*SD=Sin datos
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La mayoria de los casos estudiados se encuentran en la fase clinica Il, seguido de
la fase clinica lll, I y IV. Esto nos habla de una mejora en la deteccion temprana de

cancer de mama en México.

Antecedentes
35
30
25
20

15

Frecuencia

10

%]

CM CcM/CO Otros Ninguno SD

Tipo de cancer

Gréfica 3. Antecedentes en pacientes con cancer de mama.

La mayoria de los casos estudiados presenta antecedentes familiares de cancer de

mama, esto deja claro la presencia de cancer de mama hereditario.

PCR en tiempo real
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Figura 9. Genotipo Isoleucina/lsoleucina (I/I) en paciente con cancer de mama
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Figura 10. Genotipo Isoleucina/Valina (I/V) en paciente con cancer de mama
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Figura 11. Genotipo Valina/Valina (V/V) en paciente con cancer de mama

Cuadro 1. Genotipificacion del polimorfismo lle655Val y frecuencia alélica para

casos y controles

La cantidad de genotipos homocigotos y heterocigotos son muy parecidas entre
casos y controles, asi como la cantidad y porcentaje de cada alelo

Genotipo
Casos

Controles

Total

Il

48

51

99

1AV VIV Total Adenina Guanina
16 1 65 112 18
13 1 65 115 15
227 (87.3%) 33
29 2 130
(11.5%)
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CASOS

V/V
1%

Gréfica 4. Porcentajes de genotipos en casos
*|=lsoleucina, V= Valina

CONTROLES

V/V

IV 2%

Gréfica 5. Porcentajes de genotipos en controles
*|=Isoleucina, V=Valina
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Cuadro 2. Pruebas estadisticas

Resultado teérico o

Prueba estadistica Resultado experimental -
definicion
F (/1)=0.782 =
o FUM=0.77=77% 78.2%
Equilibrio de Hardy
. F (I/V)=0.22 =22% F (I/V) =0.206 =
Weinberg
F(VIV)=0.01=1% 20.6%
F(V/V) =0.012 =1.2%
_ _ Isoleucina = 87.3% Isoleucina = 87.9%
Frecuencias alélicas _ .
Valina = 11.5% Valina 12.1%
Chi cuadrada (V=2,p =
X?=0.401 X?=5.991
0.05)
OR < 1 Hay poca
asociacion entre las
variables
OR =1 No hay
asociacion entre las
OR=1.29 .
_ _ _ variables
Odd Ratio con IC 95% Limite superior = 1.741 _
o OR > 1 Si hay
Limite inferior = 0.19 o
asociacion entre las
variables y es mas
fuerte mientras mas
alejado se encuentre
de la unidad (1)
Valor predictivo positivo 0.55
Valor predictivo
_ 0.51
negativo
Sensibilidad 26.15% Cercano a 100%
Especificidad 21.53% Cercano a 100%
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DISCUSION

Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas de casos y controles son similares
a las obtenidas de Ensembl*!, una base de datos sobre el genoma de diferentes
vertebrados, en este caso se buscaron en el ser humano, y ambas poblaciones
estan en equilibrio, se esperaba que los pacientes con cancer de mama fueran
portadores del genotipo I/V o V/V para el polimorfismo lle655Val pero la mayoria
presento genotipo I/l, y para los controles si se obtuvo lo esperado, esto nos da un
primer indicio de que el polimorfismo no esta relacionado con la presencia de cancer

de mama.

El valor de chi cuadrada obtenido es mucho menor al valor reportado en tablas para
datos con 2 grados de libertad por lo que se rechaza la hipétesis nula que dice que
el polimorfismo estd directamente relacionado con la posibilidad de desarrollar
cancer de mama, y se acepta la hipétesis alterna que nos dice lo contrario, teniendo
asi un segundo indicio de que los portadores de este polimorfismo no

necesariamente presentaran la enfermedad.

El valor de Odd ratio nos ayuda a conocer la fuerza de asociacion entre el resultado
de la prueba y la enfermedad, es decir nos indica la posibilidad que existe de que
una persona tenga la enfermedad si presenta un resultado positivo o bien la
probabilidad de que una persona no presente la enfermedad si obtiene un resultado
negativo. Cuando el valor es 1 se dice que la prueba no es util ya que no puede
discernir entre un verdadero positivo y un falso positivo. Si el valor es mayor a 1
quiere decir que la prueba realizada es mas util en pacientes enfermos que en
sanos. Este calculo nos dice que si se obtiene un valor menor a 1 se debe calcular
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la IC al 95% para asegurar la veracidad del resultado, en la cual se obtuvieron limites
superior e inferior y el rango incluye la unidad (1) lo que nos dice que efectivamente

no hay asociacion entre las 2 variables estudiadas.

Los valores predictivos positivo y negativo inicamente nos dicen cuantos resultados
verdaderamente positivos y negativos se obtuvieron con la técnica utilizada, que en
este caso son solo un 50% de los casos y controles, que no es un resultado deseado
ya que se quiere utilizar la técnica y la identificacion del polimorfismo como prueba
predictiva del cancer de mama. Aungue lo obtenido se justificaria ya que la
presencia del polimorfismo en la poblacién en general es minima y el nUmero de
muestras analizadas no es muy grande, a comparacion con otros estudios

realizados en diferentes poblaciones, esto suele afectar los valores predictivos.

La sensibilidad es la proporcion de pacientes bien diagnosticados con la
enfermedad utilizando esta técnica, segun un estandar de referencia, y la
especificidad es la proporcién de pacientes bien diagnosticados sin la enfermedad
de acuerdo a un estandar de referencia. Los valores obtenidos nos indican que esta
es una prueba complementaria al diagnostico, ya que al obtener una alta
especificidad es una técnica que ayuda a detectar, en este caso, mutaciones de
poca prevalencia en la sociedad, pero al tener un valor bajo de sensibilidad queda

descartada como prueba Unica diagndstica.

Finalmente se tomaron los casos que fueron heterocigotos u homocigotos mutados
y se analizaron caracteristicas como la edad de diagnostico que se encontro entre
los 28 hasta los 69 afios, muy similar al rango que incluye todos los casos, lo que
nos indicaria que la presencia del polimorfismo no necesariamente provoca una
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aparicién temprana del cancer de mama. En cuanto a los antecedentes, la mayoria
contaba con familiares con cancer de mama, excepto una paciente que no
presentaba antecedentes de ningun tipo de cancer, por lo que no es cien por ciento
seguro que se herede de este polimorfismo, cabe mencionar que se contaba con
muestras de padre e hija con cancer de mamay no se obtuvieron resultados iguales,
es decir uno era homocigoto silvestre y el otro heterocigoto, por lo que no se puede
asegurar que este polimorfismo se herede directamente y se debe estudiar su
utilidad en familiares de pacientes, con un mayor numero de implicados. En cuanto
al estadio clinico la mayoria se encuentra entre el | y el 1l, dato que no apoya la
teoria de que los portadores de Valina tienen un peor pronéstico, ya que es en estos

estadios en los que es mas fécil tratar la enfermedad.
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CONCLUSION

No se encontraron diferencias en los genotipos observados para casos y controles
por lo que no se recomienda que el polimorfismo lle655Val sea usado como valor
predictivo del cancer de mama. Para asegurar estos resultados y seguir estudiando
el comportamiento de la enfermedad en la poblacion mexicana se recomendaria
analizar el ADN del paciente y sus familiares mas cercanos, ya que esto seria una
prueba mas veraz de cudl es la probabilidad de heredar el polimorfismo y de

padecer cancer de mama.

PERSPECTIVA

También seria interesante estudiar a la poblacién con cancer de mama esporadico
gue se comporta totalmente diferente al hereditario, con esto se sabria si el
polimorfismo seria eficaz como valor predictivo en aquellas personas que no tengan
antecedentes familiares de cancer y no pertenezcan a ningun sindrome de cancer

hereditario.
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ANEXO 1

ANALISIS DEL POLIMORFISMO ILE655VAL DEL GEN HER2 POR PCR EN TIEMPO
REAL Y SU PROBABLE VALOR PREDICTIVO DE METASTASIS A ORGANOS VITALES,
EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA Y OVARIO HEREDITARIO (CMOH).

INSTITUCION: Centro Médico Nacional “20 de noviembre”, I.S.S.S.T.E.
RESPONSABLE: Dra. Martha Orozco Quiyono.
Adscrita a la Divisién de Investigacion Biomédica

CARTA DE CONSENTIMIENTO
(Con copia para participante)

OBJETIVO GENERAL:

Se me invita a participar, libre y voluntariamente, en un proyecto de investigacion que
incluye pacientes con cancer de mama que cumplan con criterios de Sindrome de Cancer
de Mama y Ovario Hereditario (SCMOH), se me explica cuales son, de los que cumplo
cuando menos uno de ellos, por lo que se me incluird en un estudio molecular a través de
la toma de muestra de sangre periférica para el andlisis de una variante genética (lle65Val),
de un gen (HER2) que se ha asociado con peor prondstico en este tipo de cancer reportado
en la literatura internacional y en otras poblaciones. En esta variante genética se investigara
la posible asociacién a 6rganos vitales en el caso de metastasis, que en un futuro sea de
utilidad este conocimiento para el tratamiento especializado en pacientes con estadios
clinicos sin metastasis; ademéas de la posibilidad de detectar la alteracion genética en
descendientes de pacientes con SCMOH.

Consideraciones generales:

e El grupo de investigacion consultara su historia médica para obtener informacion
pertinente al proyecto de Investigaciéon

o Nosotros protegeremos la confidencialidad de las muestras llevandolas al
anonimato; en otras palabras, después de que la muestra sea tomada, todos los
identificadores que permitirian dar con usted, seran borrados. El investigador podra
decidir si incluye informacién especifica con la muestra (como su edad, su sexo, 0
ciertos datos clinicos, patolégicos o demograficos, etc.); esta informacion, sin
embargo, no permitird que usted sea identificado o localizado.

o EI DNA obtenido de la muestra sanguinea se guardara bajo la responsabilidad de
los investigadores relacionados al proyecto de investigacion y sera por 10 afios.

e Usted no recibira beneficio personal de ninguna clase por su participacion en este
proyecto de investigacion. Sin embargo, nosotros esperamos que los resultados
obtenidos nos permitirdn ampliar el conocimiento que se tiene sobre el cancer en
estudio.

e Aun cuando la toma de la muestra de sangre no cause problemas serios para la
mayoria de la gente, esta puede ocasionar un poco de sangrado, magulladura,
desvanecimiento, vértigo, infeccion y/o molestia en el sitio de la puncion.

¢ Todala informacién obtenida acerca de usted y de los resultados de la investigacion
sera tratada confidencialmente. Esta informacién sera inmediatamente llevada al
anonimato.

e Sus resultados personales no apareceran en su historia médica, de tal manera que
es imposible asociarlos con usted.

e Los resultados obtenidos de este estudio podran ser publicados o comunicados por
otros medios, pero no serdn relacionados con usted.

42



e Puesto que toda la informacion en este proyecto de investigacion es llevada al
anonimato, sus resultados personales no pueden estar disponibles para terceras
personas como empleadores, organizaciones gubernamentales, compafias de
seguros o instituciones educativas. Esto también se aplica a su cényuge, a otros
miembros de su familia y a su médico.

e Sin embargo, con la finalidad de asegurar el manejo apropiado de los datos de la
investigacion, es posible que un miembro de un Comité de Etica pueda consultar los
datos de su investigacion, asi como su historia clinica.

¢ Ya que sus datos han sido llevados al anonimato, se hace por lo tanto imposible
comunicarle los resultados. A pesar de esto, usted se puede comunicar con el grupo
de investigacion para obtener informacion sobre el estado del trabajo o sobre los
resultados generales del proyecto de investigacion.

e Usted podra reunirse con el Consejero Genetista en cualquier momento.

e EIl que usted no desee patrticipar en el proyecto, no modificara absolutamente su
atencion Institucional.

e Si habiendo aceptado participar en el proyecto, en el transcurso del mismo es su
deseo abandonarlo, se eliminard su informacion y se desechard su muestra
bioldgica.

e Si desea informacion adicional de los miembros del grupo de investigacion, en
relacién con el proyecto de investigacion, usted puede contactar con la Dra. Martha
Orozco Quiyono en el siguiente nimero telefénico: (55) 52-00-50-03, extension
14582.

e Siusted quisiera discutir su participacién con una persona que no esté directamente
en el proyecto (delegado, comité de ética o persona autorizada) nosotros lo
invitamos a contactar al Presidente del Comité de Etica del CMN “20 de noviembre”,
ISSSTE, Dra. Zoé Sondoén al teléfono: (55)52-00-50-03, extension 14296.

Yo , he sido informado/a
verbalmente y por escrito sobre las caracteristicas, beneficios y problemas que plantea el
estudio genético del polimorfismo del Gen HER2 y Cancer de Mama y Ovario Hereditario
(CMOH).

El/La Dr./Dra. me explicé la naturaleza y
el progreso del proyecto de investigacion. Yo me he familiarizado con el Formato de
Consentimiento y he tenido la oportunidad de hacer preguntas que me han sido
respondidas. Después de reflexionar, yo estoy de acuerdo en participar en este proyecto
de Investigacion sobre el cancer
de

¢ Podra su muestra, una vez llevada al anonimato, ser usada en otra investigacion genética?
En dichas investigaciones se podria requerir de la entrega de muestras a otros
investigadores incluyendo a aquellos de fuera de la Institucion.

Si acepto (firma) No acepto () marcar con
g

Tanto el proyecto de investigacion, como las condiciones de participacion, se describieron
al participante. Un miembro del grupo de investigacion respondio las preguntas y explico
que la participacion es voluntaria.

Nombre y Firma participante:

Domicilio Tel.

Nombre y Firma testigol:
Parentesco Domicilio Tel.

Nombre y Firma Testigo2:
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Parentesco Domicilio Tel.

Nombre y Firma Tutor (en caso de menor de edad o incapacitado legalmente):
Parentesco Domicilio Tel.

Nombre y Firma Investigado:
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