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RESUMEN

El cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia de las neoplasias malignas
en mujeres, representando el 16% de todos los canceres femeninos. En México, la
atencion médica se basa en la NOM-041-SSA-2011 “Para la prevencion,
diagndstico, tratamiento, control y vigilancia epidemiolégica del cancer de mama”.
Un marcador de proliferacion celular conocido y aplicado como factor prondstico
es Ki67, una proteina nuclear no histénica que se expresa durante todo el ciclo
celular, excepto en estado quiescente. Un posible marcador de proliferacion
adyuvante es la subunidad f del complejo proteico elF3 que tiene una funcién
reguladora en la iniciacion del proceso de traduccidn. Los niveles bajos de elF3f
se han relacionado con el estado maligno de diferentes tipos de cancer y se
expresa en todas las fases del ciclo celular, incluyendo el estado quiescente.
Objetivo general: Establecer el valor de la expresion conjunta de KI67 y elF3f
como marcadores de proliferacion celular en los distintos estadios de cancer de
mama Yy su valor prondstico. Materiales y meétodos: Estudio retrospectivo,
observacional, descriptivo y transversal. Seleccion de 77 pacientes del Hospital
General “Dr. Miguel Silva” y el CEAO de la Secretaria de Salud con diagndstico
confirmatorio de cancer de mama durante el 2018. Estandarizacion de la técnica
de inmunohistoquimica con marcadores fluorescentes de anticuerpos especificos
para elF3f y Ki67. Andlisis y visualizacion de imagenes por microscopia confocal.
El analisis estadistico incluye medidas de tendencia central y dispersién, prueba
de normalidad Kolmogorov-Smirnov, correlacion de Spearman, prueba de
distribucién de datos mediante U de Mann Whitney y asociaciones mediante X2,
con significancia de p<0.05. Resultados: La expresion de elF3f y Ki67 se
correlaciona significativamente (p<0.05), se tienen distribuciones y asociaciones
estadisticamente significativas con el tamafio del tumor, estadios clinicos
(temprano y avanzados), inmunofenotipos y con algunos factores de riesgo que
son predisponentes para padecer la neoplasia. Conclusion: Medir la expresion
conjunta de elF3f/Ki67 si agrega valor en la caracterizaciéon del crecimiento
neoplasico y pronostico de cancer de mama.

Palabras clave: elF3f, Ki67, proliferacion celular, inmunohistoquimica con
marcadores fluorescentes, cancer de mama.
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ABSTRACT

Breast cancer ranks first in incidence of malignant neoplasms in women,
accounting for 16% of all female cancers. In Mexico, medical care is based on
NOM-041-SSA-2011 “For the prevention, diagnosis, treatment, control and
epidemiological surveillance of breast cancer’”. A known cell proliferation marker
applied as a prognostic factor is Ki67, a non-histonic nuclear protein that is
expressed throughout the cell cycle, except in a quiescent state. A possible
adjuvant proliferation marker is the f subunit of the elF3 protein complex, which has
a regulatory role in the initiation of the translation process. Low levels of elF3f have
been linked to the malignant state of different types of cancer and it is expressed in
all phases of the cell cycle, including the quiescent state. General objective: To
establish the value of the joint expression of KI67 and elF3f as markers of cell
proliferation in the different stages of breast cancer and its prognostic value.
Materials and methods: Retrospective, observational, descriptive and cross-
sectional study. Selection of 77 patients from the General Hospital “Dr. Miguel
Silva "and the CEAO of the Ministry of Health with a confirmatory diagnosis of
breast cancer during 2018. Standardization of an immunohistochemical technique
with fluorescent antibody markers specific for elF3f and Ki67. Analysis and
visualization of images by confocal microscopy. Statistical analysis includes
measures of central tendency and dispersion, Kolmogorov-Smirnov normality test,
Spearman correlation, Mann Whitney U test of data distribution and associations
using X2, with significance of p <0.05. Results: The expression of elF3f and Ki67
is significantly correlated (p <0.05), it has statistically significant distributions and
associations with tumor size, clinical stages (early and advanced),
immunophenotypes, and with some risk factors that are predisposing to suffer from
the neoplasia. Conclusion: Measure the joint expression of elF3f / Ki67 adds

value in the characterization of neoplastic growth and prognosis of breast cancer.

Key words: elF3f, Ki67, cell proliferation, immunohistochemistry with fluorescent

markers, breast cancer.
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1. INTRODUCCION

El cancer de mama es una de las enfermedades que tiene mayor presencia en las
mujeres a nivel mundial, representa el 16%. Ocupa el primer lugar en incidencia
de las neoplasias malignas en las mujeres. La incidencia varia mucho en todo el
mundo, con tasas normalizadas por edad de hasta 99.4 por 100,000 mujeres. En
América del Norte, Europa Oriental, América del Sur, Africa Austral y Asia
Occidental presentan incidencias moderadas, pero en aumento; la incidencia mas
baja se da en la mayoria de los paises africanos, aunque también se observa un
incremento. Las tasas de supervivencia de pacientes con cancer mamario varian
mucho en todo el mundo, desde el 80% o mas, pasando por un 60%
aproximadamente en los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40%
en los paises de ingresos bajos. Las bajas tasas de supervivencia observadas en
los paises en desarrollado pueden explicarse principalmente por la falta de
programas de deteccion precoz, pero también por la falta de servicios adecuados
de diagndstico y tratamiento. (WHO, 2019)

En el 2018, el INEGI reporté 6,854 defunciones registradas por cancer de
mama que se concentran en tres grupos de edad: el mayor nimero de muertes se
distribuye en los grupos de 45 a 54 afios (23.9%), de 55 a 64 afios (25.6%) y de
65 y mas afos (35.2%). En México, el modelo de atencion se realiza con la
exploracion clinica de mama a partir de los 25 afos y la mastografia cada dos
afos en mujeres de 40-69 afos. Los resultados de las mastografias se reportan
tomando en cuenta la escala de BIRADS y a partir de ahi, se decide su
seguimiento o su referencia para la evaluacion diagndstica. (Secretaria de Salud,
2013)

No obstante, hay marcadores que permiten la caracterizacion de la
enfermedad. Un marcador importante es la proliferacion celular ya que este tipo de
marcador permite predecir la agresividad del tumor, asi como el prondstico y la
respuesta al tratamiento. Un marcador de proliferacion celular muy conocido y
aplicado como factor prondstico en pacientes con cancer de mama es Ki67. Ki67

es una proteina nuclear no histénica que se expresa durante todo el ciclo celular,
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excepto en el estado quiescente de la célula (Gerdes et al., 1983). Se produce
continuamente desde el inicio de la fase S hasta la salida en mitosis,
degradandose durante las fases GOy G1 (Miller et al., 2018).

Para su deteccion se ha utilizado comunmente la técnica de
inmunohistoquimica y en diversos estudios se ha relacionado con una funcién
predictiva. Varios grupos de investigacion han encontrado que un valor elevado de
Ki67 se asocia a un mayor riesgo de recurrencia y muerte por cancer de mama,
también se relaciona con el tamafio del tumor, es decir, cuanto mas agresivo es el
tumor mayor es el porcentaje de expresion de Ki67 (De Azambuja et al., 2007,
Inwald et al., 2013; Petrelli et al., 2015). A pesar de la gran cantidad de articulos
publicados sobre el valor prondstico de Ki-67 en cancer de mama, aun existe
cierta incertidumbre en la forma de evaluar a Ki67: se desconoce el umbral de
mayor significado prondstico. Petrelli et al. (2015) concluyen en un estudio meta-
analitico que Ki67 tiene un valor independiente en términos de la supervivencia
global, pero que tasas de expresion superiores al 25% se asocian con un mayor
riesgo de muerte, en comparacion con tasas de expresion menores al 25%.

Un posible marcador de proliferacion que se ha estudiado en los ultimos
afos es elF3f. Esta proteina es una subunidad de un complejo proteico que tiene
una funcién reguladora en la iniciacién del proceso de la traduccién y los niveles
bajos de elF3f se han relacionado con el estado maligno de diferentes tipos de
cancer. En el 2010, Higareda Mendoza y Pardo Galvan determinaron que la
expresion de elF3f esta disminuida en células en reposo, en comparacién con la
de células en un ciclo celular activo; observaron la expresiéon maxima en la fase
G2/M, seguida de una expresion intermedia en la fase S temprana del ciclo
celular. Doldan et al. (2008) usaron la técnica de inmunohistoquimica y analizaron
la expresion de elF3f en tejidos de melanoma y cancer de pancreas, en ambos
casos hubo una disminucién significativa de la expresion de elF3f en este tejido
neoplasico, con respecto a la expresion en tejido adyacente libre de neoplasia.

La estimacién del grado de crecimiento con Ki67, por si sola, no es
suficiente para describir el crecimiento tumoral (Scholzen y Gerdes, 2000). Ki67

s6lo proporciona informacion sobre el estado proliferativo de la poblacion celular, y
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no sobre la velocidad de la proliferacion. En cambio, la concentracion de elF3f
varia en relacion a la distribucion de la poblacion celular en las distintas fases del
ciclo celular, por lo tanto, podria ser un marcador adicional que aporte a la
descripcion del crecimiento tumoral. El precisar la descripcion del crecimiento
neoplasico podria mejorar la determinacion prondstica e incluso la seleccién de la

terapia mas apropiada, como se describira méas adelante.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer de mama
Los tumores malignos se denominan, en conjunto, cancer. Pueden invadir y
destruir las estructuras adyacentes y metastatizar, causando la muerte (Kumar et
al., 2015).

El término "cancer de mama" hace referencia al crecimiento anormal y
desordenado de células del epitelio de los conductos o lobulillos mamarios que
pueden tener la capacidad de diseminarse (Secretaria de Salud, 2013).

2.1.1 Glandula mamaria

La mama esta compuesta por Iébulos y conductos: cada mama tiene 15-20
I6bulos, que se dividen en lobulillos y, a su vez, en docenas de bulbos que pueden
producir leche. Los l6bulos, los lobulillos y los bulbos estan conectados por tubos
delgados denominados conductos. El aporte sanguineo de cada mama proviene
de vasos sanguineos y vasos linfaticos; por medio de los cuales las células
neoplasicas se diseminan a otras partes del cuerpo, proceso denominado
metastasis (Martin Jimenez, 2009)

El BIRADS (Breast Imaging Reporting and Data System) del ACR
(American College of Radiology) es una herramienta disefiada para estandarizar el
informe de la imagen de la mama, disminuyendo la confrontacion entre la
interpretacion y las recomendaciones de manejo. Respecto al uso del BIRADS en
el informe de mamografia, se incluyen dos cosas: la primera corresponde a la
composicién del tejido mamario y la segunda a los hallazgos encontrados en la
mamografia (Tabla 1). En cuanto a la composicion del tejido mamario, el BIRADS
propone cuatro tipos (Fig. 1):

1) Tipo A: Las mamas estan compuestas casi completamente por tejido
adiposo.
2) Tipo B: En las mamas hay areas de densidad fibroglandular dispersas.

3) Tipo C: Las mamas son heterogéneamente densas.
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4)

Tipo D: Corresponden a mamas extremadamente densas, lo cual disminuye

la sensibilidad de la mamografia.

Figura 1. Tipos de mama. (Rios y Rodriguez, 2019)

2.1.2 Clasificacion histolégica del cancer de mama

De acuerdo a la clasificacion establecida por la OMS, el cancer de mama puede

clasificarse ampliamente en carcinoma in situ y carcinoma invasivo:

a)

b)

El carcinoma de mama in situ se subclasifica como ductal o lobular. Los
patrones de crecimiento y las caracteristicas citoldgicas forman la base
para distinguir entre los dos tipos. El carcinoma ductal in situ (DCIS) es
considerablemente mas comuln que su contraparte, el carcinoma lobular in
situ (LCIS), y abarca un grupo heterogéneo de tumores. Tradicionalmente,
el DCIS se ha subclasificado en funcibn de las caracteristicas
arquitectonicas del tumor, lo que ha dado lugar a cinco subtipos bien
reconocidos: comedo, cribiforme, micropapilar, papilar y sélido.

Los carcinomas invasivos son un grupo heterogéneo de tumores
diferenciados en subtipos histoldgicos. Los principales tipos de tumores
invasivos incluyen el ductal infiltrante, el lobular invasivo y el mixto (ductal y
lobular). De éstos, el carcinoma ductal infiltrante (IDC) es el subtipo mas
comun, representando el 70-80% de todas las lesiones invasivas. El IDC se
subclasifica como bien diferenciado (grado 1), moderadamente diferenciado
(grado 2) o pobremente diferenciada (grado 3), con base en los niveles de
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pleomorfismo nuclear, formacion glandular/tubular e indice mitotico
(Malhotra GK, Zhao X, Band H, 2010; Sinn HP, 2013; WHO, 2019).

2.1.3 Clasificacion histolégica molecular del cancer de mama

La determinacion de la expresion genética por micro-arreglos de ADN ha permitido
establecer un perfil bioldgico mas exacto del tumor, ademés de permitir una
clasificacion molecular del cancer de mama que posee consideraciones
pronésticas mas precisas que la clasificacion histopatoldgica. La mayor parte de
los diagnodsticos se realiza mediante coloracion de hematoxilina - eoxina (H-E) y
técnicas de inmunohistoquimica, siendo los mas usados los receptores de
estrogeno (RE), receptores de progesterona (RP), receptores del factor de
crecimiento epidérmico 2 (HER2) y el indice de proliferacion celular con la
expresion de Ki67 (Severiche, 2015).

En el afio 2013, con el objetivo de homogeneizar los criterios, el Consenso
Internacional de Expertos de St. Gallen propuso la ultima clasificacion para dividir
los tumores en cuatro subtipos intrinsecos (Goldhirsch et al., 2013): Luminal A,
Luminal B/Her2— o Luminal B/Her2+, Her2+ y triple negativo, afladiendo a Ki67
como un marcador diferencial para Luminal Ay Luminal B.

1) El de tipo luminal A es un subtipo con mejor prondstico y se caracteriza por
expresar el receptor de estrégenos (RE), progesterona (RP) >20 y queratinas
de bajo peso molecular (CK7, CK8), similar al epitelio de los ductos mamarios.
(Cardoso et al., 2010)

2) El de tipo luminal B tiene una expresion a receptores de estrogenos (RE),
receptores de progesterona (RP) <20, un indice de proliferacion tumoral alto;
lo que hace que empeore el prondstico y se subclasifica en dos grupos, los
que expresan receptores de HER2 y los que no expresan.

3) El de tipo HER2 no hay expresion de RE ni RP, tiene aumentada la expresion
de genes HER2 y se asocia a genes de angiogénesis y protedlisis, haciendo
gue el pronéstico sea malo.

4) El subtipo triple negativo debe su nombre a la ausencia de expresion de RE,

RP y de HERZ2; se caracteriza por la sobre-expresion de citoqueratinas de la
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capa basal (CK5, CK6, CK17) y la expresion de genes de proliferacion celular.
Este subtipo se asocia a la mutacion BRCA1 y presenta el comportamiento
mas agresivo.

En este consenso, se utiliza a Ki67 como marcador diferencial principal
entre los subtipos moleculares del cancer de mama. Por ejemplo, el luminal A,
presenta un Ki67 bajo o menor al 20%, mientras que el luminal B presenta valores
de Ki67 altos o mayores al 20%. Igualmente, se reconoce que hasta ahora siguen
existiendo dificultades para la unificacion de la medicién de Ki67, asi como la
definicion del punto de corte para clasificar un Ki67 de alto o bajo grado
(Goldhirsch et al., 2013).

Recientemente se ha agregado a la clasificacién el subtipo bajo en claudina
(proteina de la zona de oclusion entre las células de los epitelios y endotelios) que
presenta CD44/24+ y ausencia de RE, RP y HER2 (Malhotra et al., 2010).

En resumen, los subtipos luminales son de mejor prondéstico, aunque el
Luminal B tiene peor prondstico que Luminal A debido a la variacion en la
respuesta al tratamiento. Estos subtipos son tratados con hormonoterapia. Varios
estudios han reportado que los tumores RE+ responden poco a la quimioterapia
convencional. También, se ha demostrado que los pacientes con tumores RE-
tienen mas respuestas patologicas completas a la quimioterapia neoadyuvante
gue los RE+. Los tumores luminales tienen 6% de respuesta patolégica completa
a quimioterapia preoperatoria basada en paclitaxel seguida de 5-flouracilo,
doxorrubicina y ciclofosfamida, contrario al 45% de respuesta patoldgica completa
en el subtipo basal y Her2+. El triple negativo o tipo basal es el de peor pronéstico;
no es susceptible a tratamientos blanco convencionales, sin embargo, presentan

alta sensibilidad a la quimioterapia. (Zepeda et al., 2008; Goldhirsch et al., 2013)

2.1.4 Factores de predisposiciéon
El conocimiento de los factores de riesgo del cancer de mama permite identificar a

las mujeres con mayor predisposicion; a continuacion se mencionan algunos:

A. Factores de predisposicion no modificables
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a) Factores hormonales endégenos

La exposicion prolongada o las concentraciones elevadas de hormonas
enddgenas estan relacionadas con un mayor riesgo de cancer de mama. Las vias
de metabolizacion de los estrogenos son similares en las mujeres pre y
posmenopausicas. ElI metabolismo del estradiol ocurre principalmente por
oxidacion transformandose en estrona, un proceso reversible, pero la reduccién de
estrona a estradiol ocurre mas lentamente. El metabolismo de estrona ocurre de
forma irreversible a dos vias exclusivas: en mayor cantidad la 2-hidroxilacion y 16-
hidroxilacion y en menor cantidad la 4-hidroxilacion.

Los 2-hidroxiderivados tienen acciones biolégicas opuestas a los 16-
hidroxiderivados. Los primeros son inhibidores de la proliferacion celular con
accion antiestrogeénica in vivo, en cambio los segundos estimulan la mitosis, de tal
forma que si estos estrogenos se metabolizan en 2-alfa hidroxiestrona pierden
gran parte de su potencia estrogénica y con ello su capacidad proliferativa y
eventualmente carcinogénica. Aquellas mujeres con alta tasa de metabolizacion
de sus estrégenos a 2-hydroxyestrona tienen una disminucion de 40% del riesgo
de cancer de mama. En cambio, en mujeres que metabolizan estrogenos a 16-alfa
hidroxiestrona presentan un riesgo elevado de cancer de mama. Se ha podido
demostrar que los estrogenos metabolizados a 16-alfa hidroxiestrona presentan
efectos genotéxicos directos sobre células blanco.

Las enzimas que intervienen en su conversion a estrégenos constituyen un
grupo de aromatasas: el grupo enzimatico de los citocromos p450. El ovario es el
sitio de mayor concentracion y los sitios de metabolizacion extra-ovarico son
fundamentalmente el tejido adiposo y la piel, por lo que la aromatizacién de los
androgenos esta directamente relacionada al volumen de tejido adiposo presente
en cada mujer. En el periodo de transicion menopdausica hay un cambio desde un
mecanismo de produccion enddcrino (estrégenos de produccion ovarica) a uno
pardcrino (sintesis tisular de estrogenos). La aromatasa tisular, responsable de
este Ultimo proceso, regulada por citoquinas, factores de crecimiento y
glucocorticoides. Algunos tumores benignos o malignos estrogeno dependientes

comparten la caracteristica de presentar una mayor expresion de esta enzima,
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siendo el caso especial el cancer de mama. Esto ha llevado a que los inhibidores
de la aromatasa sean estudiados y ya utilizados en forma experimental para el
tratamiento de cancer de mama.

Cabe mencionar que los estrogenos son metabolizados también por
glucuronizacién, sulfonacién y oximetilacion. Aunque su contribucion relativa al
metabolismo es menor que la de las vias mencionadas previamente. (Coppola et
al., 2005).

b) Antecedentes familiares y mutaciones genéticas

Hay genes que actian como genes supresores tumorales, cuyos productos
participan en el mantenimiento de la integridad del ADN y en la regulacion de la
transcripcion. Sin embargo, se cree que las mutaciones en estos genes causan
entre el 5% y el 10% de los canceres de mama que son hereditarios; el exceso de
riesgo es mas marcado en mujeres jovenes y cuando la enfermedad se ha
desarrollado en un pariente cercano (madre, hija o hermana) antes de la edad de
50 afos. Las mutaciones mas frecuentes en mujeres son aquellas portadoras de
mutaciones en los genes BRCA 1y BRCA 2 (Alberto et al., 2012).

Jensen y colaboradores demostraron que el gen BRCA 1 es una proteina
activada por adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y que su expresion es regulada
por estrégenos en diversos tejidos neuroendocrinos, tales como el cerebro, la
hipofisis, las glandulas suprarrenales y el tiroides (Jensen et al., 1996). También
se evidencié que la proteina BRCA 1 era un inhibidor selectivo del crecimiento de
células ovaricas y mamarias. Esto demostro que el gen BRCA 1 era un mediador
del crecimiento celular al inhibir la proliferacion de células epiteliales de la mama,
encontraron actividades supresoras tumorales del gen y esto llevo a la
consideracion de que el BRCA 1 es necesario para el crecimiento y desarrollo
tisular normal (Holt et al., 1996). La posicion intragénica en el extremo carboxilo
(3") de las mutaciones del gen BRCA 1 produce una frecuencia mas alta de cancer
de mama y son responsables de aproximadamente el 50% de los canceres
hereditarios de mama.

Los canceres de mama relacionados con BRCA 1 son, en su mayoria,

ductales infiltrantes, también se presenta un exceso de la forma medular (13%);
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ademas, exhiben un pobre grado histologico, un indice mitético alto, mayor
aneuploidia y usualmente tiene receptores hormonales negativos y no sobre-
expresan el HER 2 (Kim et al., 2003). Se diagnostican en etapas mas tempranas,
y presentan tasas similares de recurrencia y mortalidad si se compara con el
cancer de mama no hereditario (Rubin et al., 1998). Exhiben una mayor
sensibilidad a la quimioterapia, parecida a la de los tumores de mama, que se
caracterizan por tener una tasa de proliferacion elevada (Narod SA, 2005; Alberto
et al., 2012).

A la mutacion en BRCA 2 se le atribuye el 40% de los canceres de mama
hereditarios y la aparicion de cancer de mama masculino en los grupos familiares.
Las caracteristicas clinicas y patolégicas de los canceres mamarios parecen ser
similares a los esporadicos, el mayor tipo histologico es el ductal infiltrante. Hay un
exceso de presentacion de la forma lobular—tubular y muestran unas
caracteristicas patoldgicas menos agresivas. Hay pocos estudios disponibles
sobre los receptores hormonales y la expresion del HER 2, pero parece que su
expresion es similar a los carcinomas esporadicos (Narod, 2005; Alberto et al.,
2012).

Algunas de las mutaciones menos frecuentes se presentan en genes como
(Kumar, 2015; Enrique et al., 2016):

e ATM: Tiene un rol central en el mantenimiento de la integridad del genoma
por activacion de los puntos de control del ciclo celular, la detencion del
ciclo celular, apoptosis y senescencia, lo que evita la inestabilidad
gendmica, asi como, en la reparacibn del ADN. Los portadores
heterocigéticos de mutaciones tienen mayor riesgo de cancer de mama
comparados con la poblacién general. En mujeres <50 afios, el riesgo se
incrementa 5 veces.

e CDH1: Codifica una molécula de adhesion celular dependiente de calcio,
que tiene una funcion en el establecimiento y mantenimiento de conexiones
intercelulares. En comparacion con el epitelio normal, las células
cancerosas muestran un decrecimiento de la adhesion intercelular mediada

por cadherina. Otra funcion de este gen es la inhibicion de la motilidad
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celular. Las mujeres con una anomalia en este gen tienen un riesgo de
entre 39 y 52% de desarrollar carcinoma lobulillar de mama.

CHEKZ2: Da instrucciones para la fabricacion de una proteina que detiene el
crecimiento neoplasico. Una anomalia del gen puede, como minimo,
duplicar el riesgo de desarrollar cAncer de mama.

PTEN: El gen codifica una fosfatasa que sirve como un regulador negativo
de AKT y es un interruptor de la carcinogénesis debido a su actividad
fosfatasa de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K). La disfuncién de éste lo
incapacita para detener el ciclo celular y la apoptosis, lo que origina una
supervivencia celular anormal. Las mujeres con mutaciébn en este gen
tienen un riesgo permanente de desarrollar cAncer de mama de hasta 85%.
TP53: El gen codifica una proteina cuya principal funcion es actuar como
factor de transcripcion. Un potenciador en la estabilidad genémica que tiene
funciones en la deteccion del ciclo celular, la apoptosis y reparacion en
respuesta al dafio del ADN. Juega un importante rol en el prondstico del
cancer de mama su sobreexpresion provoca mala respuesta a la
guimioterapia, por constituir tumores invasivos, poco diferenciados y con
alto grado de malignidad.

PALB2: A este gen se le llama el socio y localizador de BRCA2. Trabaja en
conjunto con la proteina de BRCA2 para reparar el ADN dafiado y detener
el crecimiento neoplasico. Una anomalia de este gen aumenta de 5 a 9
veces mas que lo normal, casi tan alto como el de los genes BRCAL y
BRCA2.

En comparacion con la poblacion general, las mujeres portadoras de

cualquier tipo de mutacién en estos genes tienen un mayor riesgo de presentar

cancer de mama. Se estima que el riesgo asociado con mutaciones en estos

genes excede al 80% para mujeres y al 6% para hombres, cuando el sujeto que

porta estos genes alcanza la edad de 70 afios.

c) Radiacion ionizante

El monitoreo intensivo de varios grupos de poblaciéon demostro que el seno es uno

de los 6rganos mas sensibles a los efectos de la radiacion. El riesgo de cancer de
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mama es similar para una sola exposicion o para exposiciones multiples a igual
intensidad total. El riesgo aumenta en la medida en que se dafian el ADN y sus
componentes, aun mas cuando son expuestos a radiacion durante la adolescencia
mientras los senos se desarrollan (American Cancer Society, 2019).

d) Edad
Es el factor de riesgo méas importante frente al cadncer de mama es la edad. La
enfermedad es rara entre mujeres menores de 30 afios. En cambio, el riesgo
aumenta entre los 50 y 75 afos de edad. Casi dos tercios de los canceres de
mama se presentan en este grupo de edad. El envejecimiento es inevitable, con el
tiempo hay mas oportunidades para el dafio genético en el cuerpo, y a medida que
éste envejece es menos capaz de reparar el dafio genético. ( Kumar, 2015;
American Cancer Society, 2019).

e) Menarca precoz/ menopausia tardia
Cuando la mujer comienza a menstruar a una edad mas temprana, el tejido
mamario tiende a ser inmaduro, hiperactivo y particularmente sensible a las
influencias hormonales. Cuanto antes se formen las mamas, mas temprano
estaran listas para interactuar con las hormonas dentro y fuera de tu cuerpo, asi
como con las sustancias quimicas en los productos que son disruptores
hormonales. De igual manera, cuanto mas tiempo una mujer menstria, mayor
sera su exposicion de por vida a las hormonas estrégeno y progesterona. Esta
interaccién mas prolongada con las hormonas y los disruptores hormonales puede
aumentar el riesgo. (American Cancer Society, 2019).

f) Densidad de la mama
Este término se utiliza para describir la atenuacion de los rayos X en un nédulo;
existen cuatro tipos de densidad en los nédulos: hiperdenso, isodenso, hipodenso
y contenido adiposo. La mayoria de los canceres de mama manifiestan nddulos
isodensos o hiperdensos respecto al tejido fibroglandular; es poco frecuente que
un nddulo hipodenso se asocie con malignidad. El espesor del tejido mamario se
mide mediante una mamografia; una mama densa puede dificultar la deteccién del
cancer de mama en las mamografias. El epitelio y estroma mamario producen

mayor atenuacion de los rayos X que la grasa, por lo que aparecen blancos en la
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mamografia, mientras que la grasa se ve oscura. Asi la apariencia de la
mamografia varia entre las mujeres, dependiendo de la composicién de su mama
(Fig. 1)

La proporcion de mama constituida por tejido conectivo y epitelial es
usualmente denominada como porcentaje de tejido mamario o porcentaje de
densidad mamogréafica (PDM). Las mujeres con mamas muy densas en la
mamografia tienen un riesgo de cancer 6-8 veces superior, en comparacion al de
mujeres con una menor densidad, ya que esta condicion dificulta la observacion

de anomalias en la mama al momento del diagnéstico (Rios y Rodriguez, 2019).

B. Factores de predisposicion modificables

a) Factores hormonales exdgenos

e Anticonceptivos orales
El riesgo de cancer de mama aumenta en mujeres que usan anticonceptivos
orales. Sin embargo, este aumento en el riesgo cae al cesar su consumo y parece
regresar a la normalidad en un plazo de 10 afios. El cancer de mama es raro en
mujeres jovenes en edad fértii y que usan anticonceptivos orales. El uso
significativo de estos productos no da como resultado un nimero adicional de
casos. En cambio, el uso de estas drogas tarde en la vida resulta en un aumento
relativo en el riesgo de cancer de mama (American Cancer Society, 2019).

e Terapia de reemplazo hormonal (TRH)
La terapia de reemplazo hormonal influye en el riesgo de presentar cancer de
mama. Uno de los mecanismos activados es que retrasa los efectos de la
menopausia. Existen dos tipos principales de TRH: TRH combinada (contiene
hormonas de estrogeno y progesterona) y TRH solo con estrogeno (contiene solo
estrogeno). Cada tipo de TRH parece tener un efecto diferente en el riesgo de
sufrir cancer de mama.

La TRH combinada aumenta el riesgo de sufrir cancer de mama en

aproximadamente 75%, incluso cuando se usa por un periodo corto. La TRH
combinada también aumenta la probabilidad de que se detecte el cancer en un

estadio mas avanzado, ademas de aumentar el riesgo de que las mujeres con un
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diagnéstico de cancer de mama mueran a causa de esa enfermedad. El riesgo de
sufrir cAncer de mama aumenta mas durante los primeros 4 afios de recibir una
TRH combinada. La TRH combinada de dosis mas alta aumenta el riesgo de
cancer de mama en mayor medida que la TRH combinada de dosis mas baja. El
riesgo de cancer de mama vuelve al promedio aproximadamente 5 afios después
de interrumpir la TRH combinada.

La TRH solo con estrégeno aumenta el riesgo de cancer de mama, pero
solo cuando se usa por mas de 10 afios. Resultados de estudios sobre el uso de
estrogeno solo después de la menopausia han sido ambivalentes, algunos revelan
un riesgo ligeramente mayor y algunos no encuentran aumento de riesgo
(American Cancer Society, 2019).

e Factores relacionados con lareproduccion
El riesgo de sufrir cancer de mama presenta, en promedio, una disminucién del
25% en mujeres que tienen al menos un embarazo a término antes de los 30 afios
de edad, en comparacién con a mujeres nuliparas. El efecto protector de la
multiparidad parece aumentar proporcionalmente.

Las células mamarias se desarrollan durante la adolescencia y son
inmaduras y muy activas hasta tu primer embarazo a término. Las células
mamarias inmaduras responden a la hormona estrogeno asi como a sustancias
qguimicas que afectan las hormonas presentes en ciertos productos. El primer
embarazo a término hace que las células mamarias maduren completamente y
crezcan de manera mas regular. Esta es la razén principal por la cual un
embarazo ayuda a proteger contra el cancer de mama. Estar embarazada también
reduce el nimero total de ciclos menstruales en la vida, que puede ser otra de las
razones por las que el embarazo temprano parece ofrecer un efecto protector
(Lambe et al. 1996; Meier y Bentires 2014; American Cancer Society, 2019).

e No Lactancia
La asociacion entre la lactancia materna y el riesgo de cancer de mama no es
completamente conocida. Algunos mecanismos plausibles son que la lactancia
produce cambios hormonales, en particular, la reduccion de estrégenos y el

aumento en la produccion de prolactina. Se ha demostrado que el nivel de
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estrogeno en la sangre de las mujeres que amamantan a sus hijos aumenta
gradualmente desde el dltimo parto y luego se mantiene por varios afios, antes de
llegar al nivel registrado en mujeres nuliparas.

Finalmente, el efecto protector de la lactancia materna es atribuible a su
papel en el retraso de la ovulacion. Las mujeres que amamantaron por un periodo
total de al menos 6 meses tienen un riesgo reducido, en comparacion con aquellas
gue nunca amamantaron (American Cancer Society, 2019).

b) Obesidad y aumento de peso
La obesidad se asocia con un perfil hormonal que promueve el desarrollo de
cancer de mama, en esta condicion existen altos niveles de estrogenos circulantes
y de manera local en el tejido mamario, sumado a niveles elevados de adipocinas
gue en conjunto desencadenan efectos inflamatorios sistémicos y locales.

Aumenta el riesgo en aproximadamente un 50% en mujeres
posmenopausicas. El exceso de tejido adiposo causa un aumento en la
produccioén y el tiempo de exposicién a hormonas esteroides. El tejido adiposo es
la principal fuente de estrogenos del cuerpo después de la menopausia, cuando
los ovarios dejan de producir la hormona (Juérez et al., 2018).

c) Grupo étnico
Las mujeres blancas son ligeramente mas propensas a desarrollar cancer de
mama que las mujeres afroamericanas. Las mujeres asiaticas, hispanas y nativas
americanas tienen un menor riesgo de desarrollar y morir de cancer de mama.

Aunque hay mayor prevalencia en ciertos grupos de padecer cancer de
mama, como en los judios. Struewing et al. encontraron que 1 de cada 50 mujeres
judias son portadoras de la mutacion BRCA 1 y BRCA2, correspondiendo al 25%
del cancer de mama de inicio temprano y al 90% de los canceres familiares de
mama. (Struewing et al., 1997)

d) Consumo de alcohol
El alcohol es el Unico factor de riesgo nutricional establecido para cancer de
mama. Este riesgo aumenta en aproximadamente un 7% para un Consumo
promedio de una bebida alcohdlica por dia. Causa un aumento en la

concentracion de las hormonas en el suero y un aumento en la produccion de los
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factores de crecimiento IGF (factor de crecimiento similar a la insulina). Los IGF
actian como mitégenos, inhiben la apoptosis e interactian con el estrégeno. El
aumento de la produccion de IGF aumenta el riesgo céncer de mama,
especialmente antes de la menopausia (American Cancer Society, 2019).
e) Consumo de tabaco

El tabaco es un factor ambiental que se ha asociado al riesgo de padecer cancer.
Gaudet et al. (2013) realizaron un estudio donde apoyan la hipotesis de que el
tabaquismo activo esta asociado con un mayor riesgo de cancer de mama en
mujeres que comienzan a fumar antes del primer embarazo, especialmente en
aquellas de edad temprana, y sugieren que fumar podria desempefar una funcién

especifica en la iniciacién del cancer de mama.

2.2 Epidemiologia

El cancer de mama es una grave amenaza a nivel mundial para la salud de las
mujeres. Es una de las enfermedades que no hace distincién entre la poblacién de
paises desarrollados y en desarrollo. Ocupa el primer lugar en incidencia de las
neoplasias malignas en las mujeres, representando el 16%. La incidencia varia
mucho en todo el mundo, con tasas normalizadas por edad de hasta 99.4 por
100,000 mujeres. En América del Norte, Europa Oriental, América del Sur, Africa
Austral y Asia Occidental se presentan incidencias moderadas, pero en aumento;
la incidencia mas baja se da en la mayoria de los paises africanos aunque
también se observa un incremento (WHO, 2019).

Las tasas de supervivencia del cancer mamario varian mucho en todo el
mundo, desde el 80% o mas en América del Norte, Suecia y Japon, pasando por
un 60% aproximadamente en los paises de ingresos medios, hasta cifras
inferiores al 40% en los paises de ingresos bajos. Las bajas tasas de
supervivencia observadas en los paises poco desarrollados pueden explicarse
principalmente por la falta de programas de deteccion precoz, pero también por la
falta de servicios adecuados de diagndstico y tratamiento (WHO, 2019).

En México se muestran datos donde el cancer de mama ocasiona mas

muertes que otros tipos de cancer desde 2006: es la principal causa de muerte
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entre las mujeres de 30 a 54 afios de edad y afecta a todos los grupos
socioecondémicos. Los datos sobre su deteccion muestran 6,000 casos nuevos en
1990 y un aumento previsto en mas de 16,500 al afio para el 2020. M&s aun, la
mayoria de los casos son autodetectados y solo el 10% de todos los casos se
detectan en la primera etapa. Los sistemas de seguridad social de México cubren
aproximadamente entre el 40 y el 45% de la poblacion, e incluyen tratamiento para
el cdncer de mama. Desde 2007, el resto de la poblacion tiene derecho a recibir
tratamiento para el cancer de mama mediante el Seguro de Salud Popular. Pese a
estos derechos, los servicios son escasos Y las intervenciones para la deteccion
temprana, particularmente la mamografia, son muy limitadas. Desde 2006 solo el
22% de las mujeres de 40 a 69 afios informaron haber tenido una mamografia en
el ultimo afo (Knaul et al., 2008).

Se estima que en México existen anualmente 27,283 casos nuevos de
cancer de mama, representando un 26% de todos los canceres femeninos de
todas las edades, y tiene un promedio anual de 6,884 muertes por cancer de
mama, siendo una de las principales causas de muerte en mujeres (GLOBOCAN,
2019).

El INEGI reporta para el periodo 2013-2018 un total de 6,854 defunciones
en México, donde tres grupos de edad concentran el mayor nimero de muertes: el
de 65 y mas afios con 2,410 casos (35.2%), el de 55 a 64 afios con 1,753 casos
(25.6%) y el de 45 a 54 con 1,638 casos (23.9%) (INEGI, 2018).

2.3 Diagnostico y estadificacion del cancer de mama

Acorde a la NOM-041-SSA-2011 “Para la prevencion, diagnéstico, tratamiento,
control y vigilancia epidemioldgica del cancer de mama”, la deteccion se realiza en
mujeres a partir de los 25 afios con exploracién clinica de mama y mastografia
cada dos afios en mujeres entre 40 y 69 afnos (Secretaria de Salud, 2011). Las
mujeres con resultado anormal en la mastografia o la exploracion clinica deben
referirse a evaluacién diagndstica para la confirmacion histopatolégica v,
posteriormente, a tratamiento oncolégico para los casos positivos a cancer. Es

importante hacer notar que el reporte de resultados de la mastografia en México
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se realiza con el sistema del Colegio Americano de Radiologia denominado
BIRADS (del inglés Breast Imaging Report and Database System), mismo que se
resume en la Tabla 1 (Secretaria de Salud, 2011).

La estadificacion del cancer de mama se realiza segun la clasificacion
AJCC (American Joint Committee on Cancer). Esta clasificacion se basa en las
caracteristicas clinicas y patolégicas del sistema TNM: la T se refiere al tumor
primario, la N a la afectacion de los ganglios linfaticos y M a la presencia de
metastasis. La clasificacion de los tumores mamarios, sus noédulos y metastasis de
acuerdo a la NOM-041-SSA2-2011 se presenta en la Tabla 2 (Secretaria de Salud,
2011).

La agrupacion por estadios en funcion de la extension del tumor es
importante porque permite la eleccion del tratamiento mas adecuado, estima el
pronéstico individual y compara los resultados de diferentes programas de

tratamiento.
Tabla 1. Clasificacion de BIRADS: American College of Radiology (ACR).

Categoria Evaluacién Recomendaciones
Tras la evaluacion
de los estudios
complementarios,

Se refiere al estudio que es insuficiente o
técnicamente deficiente, por lo que se necesitan
ademas de la exploracion clinica, pruebas

0 . . Y sera catalogada de
adicionales como ultrasonido o nuevas imagenes o
or mastografia, si se cuenta con estudios previos manera definitiva
P ana, . como BIRADS del 1
deberan valorarse comparativamente. al5
Negativo.
1 Corresponde a la mastografia normal. Se observan Se recomienda
mamas simétricas, sin nddulos, sin distorsiones ni | control cada 2 afios.
calcificaciones sospechosas.
2 Resultado con lesiones claramente benignas Se recomienda
gnas. control cada 2 afos.
Resultado con lesién probablemente benigna. .
o . L Puede sugerirse
Menos del 2% de probabilidad de malignidad. I
NS . L . tomar biopsia,
3 Segun indicacion médica se solicitaran estudios Se debe dar
complementarios (examen clinico, ultrasonido o o
. . . seguimiento cada 6
nuevas imagenes por mastografia) o incluso
o meses.
biopsia.
Resultado anormal, sospechoso a malignidad, se . . .
; L Requiere biopsia.
trata del hallazgo que no tiene el aspecto tipico de . o
. o o Si la biopsia es
malignidad, pero la probabilidad de malignidad es . .
4 negativa se debera

lo suficientemente alta para realizar biopsia y
confirmar o descartar la sospecha.
Se subdivide en:

realizar seguimiento
a los 6 meses.
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4a. Baja sospecha de malignidad (>2 a < 10%)
4b. Sospecha intermedia de malignidad (>10 a <
50%)
4c. Alta sospecha de malignidad (>50 a < 95%)
Resultado anormal, con mas del 95% de
probabilidad de malignidad, se observa una lesion
5 con caracteristicas claramente malignas y se Requiere biopsia.
requiere realizar una biopsia para confirmar el
diagnéstico.
Confirmacion de la
presencia de cancer
6 Con diagnéstico histolégico de malignidad. antes de que
comience el
tratamiento.

Tabla 2. Sistema de estadificaciéon TNM.

Estadio Tamafo del tumor Ganglio linféatico Metastasis
0 Tis NO MO
I T1* NO MO

TO N1 MO
A T1* N1 MO
T2 NO MO
B T2 N1 MO
T3 NO MO
TO N2 MO
T1* N2 MO
A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
B T4 N1 MO
T4 N2 MO
nc Cualquier T N3 MO
\% Cualquier T Cualquier N M1

T: Tumor primario

TO: No hay evidencia de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ

T1: Tumor de 2.0 cm 0 menos en su mayor dimension

T2: Tumor de mas de 2.0 cm pero no mas de 5.0 cm en su mayor dimension
T3: Tumor mide mas de 5.0 cm en su mayor dimension



T4: Tumor de cualquier tamafo con extension directa a la pared toracica o la piel
N: Ganglios linfaticos regionales

NO: No hay metastasis

N1: Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilaterales méviles

N2: Metastasis a ganglio o ganglios linfaticos ipsilaterales unidos entre si o a otras
estructuras

N3: Metéstasis a ganglio o ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales

M: Metéstasis distante

MO: No hay metéastasis distante

M1: Presencia de metastasis distante

T1* incluye T1 mic [microinvasion (0.1 cm)]

2.4 Tratamiento

El tratamiento del cAncer de mama es complejo y se sugiere la participacion de un
equipo multidisciplinario, que incluya servicios como: oncologia quirlrgica,
oncologia médica y radio-oncologia. Esto con la finalidad de ofrecer a los
pacientes un tratamiento 6ptimo en base al diagndstico en etapas tempranas. A
continuacion se mencionan los diferentes tipos de tratamiento de acuerdo con la
Guia de Practica Clinica: Tratamiento del cancer de mama en segundo y tercer
nivel de atencion (Secretaria de Salud, 2017):

Quirudrgico
Existen procedimientos quirirgicos establecidos para cancer de mama:
e Cirugia conservadora, que incluye la extirpacién tumoral con un margen de
tejido normal con la preservacion de la mama.
Como la tumorectomia (extirpacion solo del tumor); cuadrantectomia
(extirpacion del cuadrante mamario donde se localiza el tumor). Se
recomienda un margen quirargico de la lesi6bn mayor mayor a 2 mm y hasta
10 mm para evitar recurrencia. Este procedimiento se realiza en casos
donde el tumor esta localizado regionalmente, en el carcinoma ductal in situ
es la opcion primaria de tratamiento mas radioterapia.
e Mastectomia radical, es la extirpacion de la mama y los ganglios linfaticos

afectados. Todos los casos de carcinoma mamario invasor.
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Quimioterapia
Es una técnica terapéutica que emplea agentes antineoplasicos para destruir
células neoplésicas, cuyo mecanismo de accién principal es inhibir la sintesis de
ADN (American Cancer Society, 2019). Hay dos tipos de quimioterapia (Instituto
Mexicano de Seguro Social, 2017):
e Adyuvante, se administra generalmente después de un tratamiento principal
como es la cirugia. Para disminuir la incidencia de diseminacién a distancia
y una posible recurrencia.
¢ Neoadyuvante, se inicia antes que cualquier tratamiento quirdrgico o de
radioterapia con la finalidad de evaluar la efectividad in vivo del tratamiento.
Disminuye el estadio tumoral, debe ser considerada en mujeres con
canceres cuyo tumor primario abarca los estadios IIB a IlIC, ya que mejora

el indice de conservacion mamaria y no va en detrimento a la sobrevida.

Radioterapia
Es una técnica que utiliza particulas u ondas de alta energia, actuando
directamente sobre el ADN. Util en casos donde el tumor es localizado.

El tratamiento adyuvante con radioterapia se determina con base en el
indice pronostico de Van Nuys, modificado en 2003, que incluye las variables:
tamafio tumoral, margen tumoral, clasificacion histopatoldgica, edad de la paciente
y riesgo mediano de recaida local.

Después de una cirugia conservadora para cancer ductal in situ disminuye
el riesgo de recurrencia local, con similar sobrevida comparada con la
mastectomia. El riesgo de recaida local se clasifica de acuerdo a indice prondstico
de Van Nuys en:

e Riesgo bajo: Tumor menor de 10 mm, grado nuclear intermedio bajo, margenes
quirdrgicos adecuados.

e Riesgo mediano: Puntuacién con indice de 7, 8 y 9.

eRiesgo alto: Puntuacién con indice de 10, 11, 12, tumores de alto grado o
comedonecrosis, margenes positivos y pacientes jovenes (menores de 50

afos).
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Los factores que determinan el riesgo de recurrencia local son: tumor
palpable, tumor voluminoso, alto grado, margenes positivos o estrechos y edad
menor de 50 afos. Si la paciente y el médico tratante determinan que el riesgo de
recurrencia es bajo, podria tratarse so6lo con escision local (Instituto Mexicano de
Seguro Social, 2017).

Terapia endocrina (TE)

Se usa a menudo después de la cirugia (como terapia adyuvante) para ayudar a
reducir el riesgo de que regrese el cancer; a veces se inicia antes de la cirugia
(como terapia neoadyuvante). Por lo general se administra al menos de 5 a 10
afos. La eleccion del tipo de terapia endocrina depende, principalmente, de los
siguientes factores: estado menopausico, uso y respuesta a terapias previas,
tiempo libre de enfermedad, toxicidad esperada y biologia del tumor. Las opciones

actuales de terapia endocrina se describen en la Tabla 3 (Sanchez et al., 2018).

Tabla 3. Tipos de terapia endocrina en uso clinico.

Terapia endocrina Mecanismo de accién Ejemplo
MSRE (moduladores . . o L Tamoxifeno,
) Union al RE en epitelio mamario, inhibe accién de )
selectivos del receptor . o ) ) Raloxifeno,

. estrdgenos, en epitelio uterino la estimula .
de estrogenos) Toremifeno
DRE (reguladores Union, bloqueo y degradacion del RE, no tiene
negativos del receptor actividad agonista. Mayor afinidad por RE que Fulvestrant
de estrégenos) tamoxifeno
Inhibidores de Inhibicién de la sintesis de estr6genos a partir de Alr_]stsrggéfl’
aromatasa andrégenos ’
Exemestane
Cirugia: ooforectomia
Actinica: RT ovarica
Supresion de la Agonistas de hormona liberadora de la hormona Goserelin
P luteinizante (LHRH) (también llamados analogos de Triptorelina

funcion ovarica LHRH o agonistas de GnRH): desensibilizan la hip6fisis

y disminuyen la expresién del receptor, por tanto
inhibiendo la liberacién de gonadotropina

La resistencia a la terapia endocrina se clasifica como:
e Resistencia de novo: un paciente con enfermedad metastasica resistente al

tratamiento (progresion antes de 6 meses de la TE) o con recurrencia precoz
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después de terminar la TE adyuvante (antes de 1-2 afios del término de la TE
adyuvante o intratratamiento).

e Resistencia adquirida o secundaria: aquella que se manifiesta como recurrencia
del cancer de mama después de los 2 primeros afios de la TE adyuvante, o
como la progresion de la enfermedad mas de 6 meses después de la iniciacién
de la TE en cancer de mama avanzado.

Estas definiciones, aunque imperfectas y arbitrarias, han sido utiles en
algunos ensayos clinicos para estratificar a pacientes y definir tipos de tratamiento.

En estudios clinicos recientes, los criterios de inclusion han sido diferentes
a estas definiciones, clasificando a pacientes como aquellos con recaida antes o
después del afio. La evidencia preclinica sugiere que mecanismos de resistencia a
la TE (Fig. 2) como la via PI3BK/AKT/mTOR, alteraciones en la maquinaria del ciclo
celular y la activacién cruzada entre los receptores hormonales y la sefalizacién
de receptores de factores de crecimiento, entre otros, participarian en la
resistencia a la TE (Sanchez et al., 2018).
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Figura 2. Diferentes vias de sefalizacién involucradas en la TE. (Sanchez et al., 2018).

En la actualidad, surgen las terapias dirigidas siendo la base de la medicina
de precision. Se trata de un tratamiento que utiliza farmacos que, a diferencia de la
quimioterapia, actua de manera selectiva sobre los genes especificos del cancer,

las proteinas o el entorno del tejido que contribuyen al crecimiento y la
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sobrevivencia del cancer. Se ha descubierto que en ciertos tipos de cancer se
producen cambios especificos en ciertos genes; al reunir mas conocimientos
acerca de estos cambios, han desarrollado farmacos que actien sobre dichos
cambios para bloquear y/o desactivar las sefiales que indican a las células
cancerosas que crezcan y se dividan, y destruir las células cancerosas. Existen

varios tipos de terapia dirigida como los resumidos en la Tabla 4 (ASCO, 2018).

Tabla 4. Algunos tipos de terapia dirigida.

Terapias dirigidas Ejemplo de farmacos Mecanismo de accion
Inhibidores de Inhibidor de la CDK

.- —
transduccion de Abemaciclib (Verzenio Inhibidor de la tirosina cinasa, EGFR y

Lapatinib (Tykerb ®)

sefales HER2
Modulado_r,es dela Fulvestrant (Faslodex ®) Disminuye la regulacion del receptor de
expresion de estréaeno
genes g
Inductores de la Everolimus (Afinitor®) Inhibidor de mTOR
apoptosis Telcyta Inhibidores de la glutation S-transferasa
. Axitinib (Inlyta)
Inhibidores de [a Bevacizumab (Avastin) Inhibicién de nuevos vasos sanguineos

anglogenesis Cabozantinib (Cometriq)

Inhibidor de puntos de control inmunitario

Inmunoterapias Atezolizumab (Tecentriq ®) (anti-PD-L1 0 anti-PD-1

Es util saber como se desarrollan las células cancerosas para comprender
mejor como funciona la terapia dirigida. Las células constituyen cada uno de los
tejidos del cuerpo, cada tipo celular tiene una funcién especifica, los genes indican
a las células como producir proteinas que mantienen a la célula funcionando. Si
los genes cambian, estas proteinas también. Estos provocan que las células se
desarrollen de manera anormal, sin control, hasta la posibilidad de formar un
tumor.

De manera que, si se puede precisar el crecimiento neoplasico, sera de

gran utilidad para acertar en una terapia mas dirigida para cada caso.

2.5 Ciclo celular
El ciclo celular es una secuencia de procesos que culmina en la division celular.

Implica dos fases: interfase y mitosis.
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La interfase es el lapso mas prolongado del ciclo celular, comprende las
fases G1 (G de Gap), S y G2. Durante la fase G1 hay una presintesis de ARN y
proteinas, en la fase S ocurre la replicacion de ADN, ademas se sintetizan algunas
proteinas como las histonas. Una vez finalizada la replicacion, la célula entra en la
fase G2 donde se sintetizan los compuestos necesarios para la division y se inicia
la condensacion gradual de la cromatina (Ruiz Herrera, 2007).

La mitosis es el periodo mas corto del ciclo celular, donde tiene lugar la
cariocinesis, es decir, la division nuclear y la citocinesis; culminando en la division
de la célula en dos células hijas idénticas. Esta fase se divide en cuatro etapas
(Rhind y Russell, 2012):

1. Profase, en la cual el huso comienza a ensamblarse en el citoplasma y los
cromosomas comienzan a condensarse en el nucleo.

2. Metafase, en la cual los cromosomas se alinean en la zona media del huso.
Anafase A, en la cual los cromosomas se mueven a los centrosomas, que
forman los polos del huso; anafase B, en la cual el huso se alarga.

4. Telofase, en la cual la envoltura nuclear se reforma alrededor de los nuevos
nucleos hijos. Las sefales durante la telofase desencadenan la citocinesis;
la membrana nuclear separa el citoplasma en dos partes, cada una con un

nacleo y la mitad de los organulos, formando dos células hijas.

Adicional a estas fases, esta la fase GO donde la célula no esté activamente
en el ciclo celular, es decir, se encuentra en reposo. Las células pueden pasar a
G1 desde la reserva de células en fase GO, o bien tras completar una tanda de
mitosis, como sucede en aquellas que se replican continuamente (Kumar et al.,
2015) (Fig. 3).
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Figura 3. Ciclo celular

La progresion del ciclo celular est4 determinada por puntos de control que
detectan imperfecciones funcionales, como el dafio en el ADN o los cromosomas;
de ser posible se repara la imperfeccion y si no, la célula se suicida abriendo
programas de muerte celular. La progresion en el ciclo celular también esta
mediada por proteinas denominadas ciclinas, asi nombradas por la naturaleza
ciclica de su produccion y degradacion, y por enzimas asociadas a estas ciclinas,
llamadas cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Las CDKs tienen actividad
cinasa que depende de su acomplejamiento con la ciclina (complejo ciclina-CDK).
También participan en el control de la progresion del ciclo celular los inhibidores
de CDK (CDKI). Existen distintos CDKI, entre los que destacan una familia
proteica compuesta por tres miembros, llamadas p21 (CDKN1A), p27 (CDKN1B) y
p57 (CDKN1C) y que inhiben mdultiples CDK; y otra familia compuesta por las
proteinas pl5 (CDKN2B), pl6 (CDKN2A), pl8 (CDKN2C) y pl9 (CDKN2D)
(Kumar et al., 2015), que inhiben a CDK4 y CDK®6.
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Los principales puntos de control son cuatro (Fig. 4) (Kumar et al., 2015; Rhind y
Russell, 2012; Ruiz Herrera, 2007):

El primer punto de control es la transicion G1/S, y responde tanto a
condiciones ambientales (nutrientes, temperatura, etc.), como a sefiales internas
de crecimiento celular (factores de crecimiento). Este punto es regulado por los
complejos de ciclina D/CDK4, ciclina D/CDK6 vy ciclina E/CDK2 que fosforilan la
proteina retinoblastoma (pRb). El estado de fosforilacion de esta proteina es el
evento clave para pasar este punto de control. Hipofosforilada se une al factor
transcripcional E2F, que es requerido para la expresion de genes que codifican
para proteinas involucradas en la sintesis de ADN, entre otras biomoléculas, y lo
reprime, evitando asi la transicion de fase G1/S. En contraste, una pRB
hiperfosforilada se disocia del factor E2F, liberandolo y activando asi la
transcripcion de genes controlada por él.

El segundo punto de control es la transicion G2/M, se regula por el estado
de fosforilacion del complejo ciclina B/CDKL1. La fosforilacion es catalizada por la
familia Weel de cinasas de doble especificidad que fosforilan a CDK1 en un
residuo de tirosina (Y15) y en el residuo de treonina adyacente (T14), una vez que
CDK1 se une a una ciclina. Estas fosforilaciones inhiben la actividad de la cinasa
CDK1 al interferir con la unién del sustrato. El fosfato es eliminado a su vez, por
las fosfatasas Cdc25. El dafio del ADN y los puntos de control de replicacion
desactivan a Cdc25; la morfogénesis y los puntos de control nutricionales activan
a Weel. CDK1 regula su propia activacion como parte de un circuito de
retroalimentacion al fosforilar directamente a Weel y Cdc25, o al hacerlo
indirectamente a través de Plk1 (cinasa polo-como 1).

El tercer punto de control es la transicion metafase / anafase durante la fase
mitética, y es regulado por el complejo promotor de la anafase (APC, una
ubiquitina ligasa E3). Para establecer la metafase, CDK1 fosforila directa e
indirectamente a través de una red de cinasas que incluye Plkl y Aurora A, a
sustratos que desencadenan la descomposicion de la envoltura nuclear, la
condensacion de cromosomas, la separacion de centrosomas y el ensamblaje del

huso. El paso limitante para la transicion de metafase a anafase es la activacion
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de la ubiquitina ligasa APC. ElI APC se activa mediante la union de la subunidad
reguladora Cdc20 y por la fosforilacion de CDK1. EI APC activo destruye a la
securina, activando asi la separasa que libera la cohesion de las cromatidas,
desencadenando la anafase.

El cuarto punto de control posibilita a la célula iniciar un nuevo ciclo de
divisién. Cerca del final de la mitosis, Cdc20/FZ es degradada y un factor de
especificidad alternativo, Cdh1/FZR (Cdh1/ proteina relacionada a Fizzy), toma el
control de la seleccion del sustrato de APC. Cuando Cdh1/FZR se une con APC,

Cthl

el complejo AP poliubiquitiniza las ciclinas mitéticas, las cuales son

degradadas por el proteosoma 26S y la célula puede proseguir hacia la telofase y

la citocinesis.
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Figura 4. Puntos de control del ciclo celular. (Ruiz Herrera, 2007)

2.6 La proliferacion celular y el cancer: Ki67
La proliferacion celular es una caracteristica importante en el cancer de mama,
utilizado para el pronéstico, la prediccion de la respuesta al tratamiento, 0 ambos

(Penault-Llorca y Radosevic-Robin, 2017). Consiste en cuan rapidamente una
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célula cancerosa duplica su ADN y se divide en dos células hijas. Si las células
cancerosas se estan dividiendo mas rapidamente, esto significa que el crecimiento
del tumor es cada vez mayor o mas agresivo (American Cancer Society, 2019).
Asi, la proliferacion celular es un determinante importante de las caracteristicas
biologicas del cancer de mama: se encontré6 que existe una fuerte correlacion
entre el estado Ki67 y el grado histolégico del cancer (Spyratos et al., 2002).

Ki67 es una proteina nuclear no histbnica que esta asociada con la
proliferacion celular y fue originalmente identificada por Gerdes a principios de la
década de 1980, usando un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra un
antigeno nuclear de una linea celular descendiente de linfoma de Hodgkin (Gerdes
et al., 1983).

La expresion de la proteina Ki67 humana esta estrictamente asociada con
la proliferacion celular. Se examin6é su distribucién en el nucleolo durante la
interfase, donde se observaron dos patrones diferentes. EL patrén tipo |
(nucleoplasmico, moteado) esta restringido a células en G1, mientras que el
patrén tipo Il (nucleolar) es predominante y se presenta en fase S. Asi mismo, su
localizacion relativa dentro de la compartimentacion nucleolar presenta 3 dominios
nucleolares: componente granular (GC), centros fibrilares (FC) y componente
denso fibrilar (DFC), en este ultimo se localiza Ki67 (Kill, 1996), mientras que, en
la mitosis, la mayor parte de la proteina se reubica a la superficie de los
cromosomas (Starborg et al., 1996). El hecho de que la proteina Ki67 esté
presente durante todas las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis),
pero que no esté presente en las células en reposo (GO0), la hace un excelente
marcador para determinar la llamada fraccion de crecimiento de una poblacion
celular dada (Scholzen y Gerdes, 2000).

Las concentraciones de la proteina Ki67 no son binarias porque Ki67 se
degrada continuamente durante GO y G1, y se produce de forma continua desde el
inicio de la fase S hasta que la salida de mitosis (Miller et al., 2018).

Un metanalisis de 12,155 pacientes mostré que la positividad de Ki67
denota un mayor riesgo de recurrencia y un peor prondstico en pacientes con

cancer de mama temprano; sin embargo, éste solo evaluo el valor prondstico y no
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pudo confirmar que es un factor pronostico independiente (De Azambuja et al.,
2007).

Ki67 es un factor de prondstico en pacientes con cancer de mama en un
entorno de rutina. En cuanto a su funcion predictiva, cuanto mas agresivo es el
tumor, mayor es el porcentaje de células tefiidas positivamente para Ki67. Sin
embargo, su aplicabilidad es limitada: no se encontré evidencia solida de que Ki67
pueda servir como una herramienta para identificar a los pacientes que se
beneficiarian de una quimioterapia especifica o un tratamiento endocrino (Inwald
et al., 2013).

Nishimura et al. (2014) demostraron que el valor inicial del indice Ki67 en el
tumor primario fue un factor pronéstico util después de la recurrencia del cancer de
mama. Diciendo que el valor del indice Ki67 proporciona datos importantes
asociados con el tiempo de recurrencia y el sitio de recurrencia que son cruciales
para disefiar un plan de tratamiento adecuado para los pacientes y para una
prediccion precisa del prondstico.

Petrelli et al. (2015) reportaron que el alto nivel de expresion
inmunohistoquimico de Ki67 se asocia con un mayor riesgo de recurrencia (64%
de mayor riesgo) y que el marcador proliferativo Ki67 tiene un valor pronostico
independiente a la supervivencia global. En las células del cancer de mama, el
porcentaje de expresion aumenta con el aumento del tamafio del tumor, el grado,
la premenopausia, el receptor de progesterona (PR) negativo, los ganglios
linfaticos positivos y los tumores con estrogenos negativos en términos de
supervivencia y recaida en pacientes con cancer de mama en etapa temprana y
deben ser evaluados de forma rutinaria por patélogos.

El punto de cohorte 6ptimo para el indice proliferativo de Ki67 aun no se ha
estandarizado y la dificultad que surge para elegir un umbral estandar en la
practica clinica. Varios autores establecieron en sus estudios un punto de cohorte
del 20%, encontraron una correlacion significativa del indice proliferativo con el
prondstico, la supervivencia y la recurrencia (Nishimura et al., 2010; Reyal et al.,
2013; Ibrahim et al., 2013; Nishimura et al, 2014; Honma et al., 2015).
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El valor prondstico del indice Ki67 se ha establecido en numerosas
publicaciones. A pesar de ello, es evidente que la estimacidén de la fraccion de
crecimiento por si solo no es suficiente para describir el crecimiento del tumor. Por
ejemplo, la fraccion de crecimiento (y el indice de marcaje Ki67) se refiere
Gnicamente al namero (o fraccion) de células proliferativas pero no al tiempo
necesario para la finalizacion de un ciclo de division celular. En otras palabras, la
estimacion de la fraccion de crecimiento da informacion solamente sobre el
estado, pero no sobre la tasa o velocidad de proliferacion; por lo tanto, un
marcador adicional seria util para evaluar este parametro. En el futuro, el analisis
multiparamétrico puede proporcionar un mejor medio de andlisis de la proliferacién
celular y el crecimiento tumoral. Esto no sélo puede mejorar el valor pronéstico,
pero también puede ser un requisito previo para elegir el tipo adecuado de la

terapia para cada caso individual (Scholzen y Gerdes, 2000).

2.7 Latraduccion y el cancer: elF3
Otro factor que desempefia una funcion importante en el desarrollo del cancer es
la traduccion desregulada. Se ha reportado que la regulacion anormal de la
expresion génica es esencial para la tumorogénesis. En particular, varios estudios
indican que la regulacion de la expresion de oncogenes y de la transformacion
neoplasica estan controladas por las subunidades de los factores de iniciacion de
la traduccién eucaridtica (elFs). El proceso de traduccion se divide en: iniciacion,
elongacion y terminacion. La traduccion se regula sobre todo en la fase de
iniciacion, en donde el factor de iniciacion eucariético 3 (elF3) tiene una funcién
central en la iniciacion de la traduccion (Wen et al., 2012).

elF3 es el factor de iniciacion de mamiferos mas grande (800 kDa) y mas
complejo; en humanos esta formado por 13 polipéptidos no idénticos, designados
como elF3a-m (Querol et al., 2016)(Fig. 5).
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Figura 5. Modelado de elF3. A) Subunidades del modelo humano de elF3 B) Modelo
tridimensional de elF3 acoplado a la subunidad menor 40S (Querol et al., 2013). C)
Estructura de la elF3 humano, determinada por cryo-EM a 30 A de resolucién (Hershey,
2014).

elF3f es miembro de la familia génica Mov34, los miembros de esta familia
contienen un motivo N-terminal (MPN) de Mprl/Pad, cuyos miembros involucrados
en procesos de iniciacion de la traduccion, transcripcion y regulacion del
proteosoma (Aravind y Ponting, 1998). Varias funciones se han atribuido al
complejo elF3, incluyendo la interaccion y la estabilizacién del complejo ternario
elF2-GTP-Met-tRNAI para su union a la subunidad ribosomal 40S, facilitando la
posterior union del ARNm a la subunidad ribosomal 40S vy, en la terminacion de la
traduccion, promoviendo la disociacion de las subunidades ribosomales 40S y 60S
(Marchione et al., 2013). Varios canceres humanos presentan expresion aberrante

de las distintas subunidades de elF3.

2.8 elF3f

Se ha reportado que concentraciones reducidas de elF3f correlacionan con el
estado maligno en diferentes tipos de cancer. Shi et al., (2006) utilizaron el cDNA
de elF3f como sonda de una matriz de perfiles de cancer que contenia 154 pares
de cDNA normalizados de tumor y tejidos normales. En varios tumores los niveles
de transcripcion de elF3f mostraron una disminucién sustancial. En particular, el
100% de los tumores de pancreas y vulva, el 90% de los tumores de mama y el
70% de los tumores de ovario e intestino delgado presentes en la matriz mostraron
una disminucién significativa de la expresion de elF3f. El estudio con melanomas y

células tumorales pancreaticas muestra una alta frecuencia en la pérdida de
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heterocigosidad para el gen elF3f, lo que probablemente explique los niveles mas
bajos de ARNm y proteinas (Querol et al., 2013; Hershey, 2014).

Doldan et al. (2008a) analizaron la disminucion de la proteina elF3f en
tejidos de melanoma. Utilizaron muestras de 9 melanomas, 9 benignos y 10 tejidos
de piel normales para el andlisis inmunohistoquimico de la expresion de la
proteina elF3f con un anticuerpo especifico a éste. La puntuacién media de la
expresion de la proteina elF3f se redujo significativamente en los tejidos de
melanoma en comparacion con los tejidos benignos y los tejidos normales de la
piel. Confirmaron la disminucién significativa de elF3f en los tejidos del melanoma
humano y ninguna diferencia significativa en la expresién de la proteina elF3f
entre la piel normal y los tejidos benignos.

Doldan et al. (2008b) usaron una micro-matriz de tejido de cancer de
pancreas para el analisis inmunohistoquimico de la expresion de la proteina elF3f.
La puntuacion media de la expresion de la proteina elF3f disminuyo
significativamente en tejidos de cancer pancreatico bien diferenciado y
moderadamente diferenciado en comparacién con el pancreas normal adyacente.
En adenocarcinoma poco diferenciado, la expresion de elF3f es mas baja que en
pancreas normal, pero no es estadisticamente significativa.

Csibi et al. (2010) y Sanchez et al. (2013) reportaron que un motivo TOS
conservado en elF3f conecta el complejo mTOR/Raptor lo que promueve la
fosforilacidon de S6k1 y regula los efectores posteriores de mTOR vy la iniciacién
dependiente de Cap. Por lo que elF3f tiene una funciéon para la activacion
adecuada de mMTORCL1 para regular el tamafio del masculo esquelético. También
MAFbx/atrogin-1 interactia con el dominio Mov34 de elF3f y promueve su
ubiquitinacién dando como resultado la degradacion mediada por proteasoma, lo
gue con lleva a una atrofia muscular.

Cheng et al. (2014) realizaron un estudio de inmunohistoquimica en cancer
gastrico, comparando la expresion en el tejido neoplasico y tejido adyacente no
neoplasico reportando una tasa de expresion de 33.8 y 59.5 % respectivamente,

también encontraron una asociacion con estados tumorales mas avanzados.
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Guanghua Li et al. (2014) examinaron 195 muestras de gastrectomia, de los
cuales habia tejidos con céncer gastrico en estadio | a lll y tejido adyacentes no
neoplasicos. Reportaron una disminucion de elF3f en tejido neopléasico, los cuales
se correlacionaron con estadios tumorales mas avanzados y la probabilidad de
recurrencias.

Esteves et al., 2019 analizaron la sobreexpresion de elF3f en cancer de
pulmén. Demostraron que promueve la metastasis celular in vivo, donde se
involucran mecanismos moleculares de un grupo de 34 genes promotores de
metastasis, incluido Snail2. También evaluaron la interaccion entre elF3f y STAT3,
asi como su rol en el metabolismo energético a través de la activacion de la
proteina cinasa activada por AMP y la estimulacién de la fosforilacién oxidativa
cuando elF3f estd sobreexpresado. Sus hallazgos sugieren que elF3f tiene una
funcién en el control molecular, migracién, bioenergética y metastasis.

Higareda Mendoza y Pardo Galvan (2010) reportaron que esta proteina es
esencial para la viabilidad celular y para mantener activo el ciclo celular.
Asimismo, determinaron las concentraciones relativas de elF3f en las diferentes
fases del ciclo celular (Fig. 6), expresandose en todo el ciclo: con un perfil de
expresion bifasico presentando expresion maxima en la fase G2/M, seguida de
una menor expresion en la fase S y un minimo de expresion en el resto de las
fases GO-GL1. El perfil de expresiéon fue corroborado mediante estudios de cultivos
asincronicos y sincronizados en GO (inanicién de suero), S (adicién de hidroxiurea)
y M (adicibn de nocodazol). Demuestran que tanto la sobreexpresion y el
silenciamiento de la expresion de elF3f conducen a apoptosis. También
demostraron que su regulacion se da a nivel transcripcional al determinar y
comparar las concentraciones de la proteina por Western blotting y del ARNm por
Northern blotting (Fig. 6).
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Figura 6. Perfil de expresion de la proteinay ARNm de elF3f en referencia al indica

mitético de células A549.

El indice mitético se utilizé como indicador de las fases del ciclo celular en un periodo de
24 horas, posteriores a la sincronizacion de la poblacién celular con hidroxiurea.

(Higareda Mendoza y Pardo Galvan, 2010)
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3. JUSTIFICACION

El cancer de mama es mundialmente una amenaza grave para la salud de las
mujeres. En México, el cAncer de mama es la principal causa de muerte entre las
mujeres de 30 a 54 afos de edad y afecta a todos los grupos socioeconémicos.
Los datos sobre su deteccion muestran 6,000 casos nuevos en 1990 y un
aumento previsto en mas de 16,500 al afio para el 2020. Se estima que en México
existen anualmente 27,283 casos nuevos de cancer de mama, representando un
26% de todos los canceres femeninos de todas las edades. Adicionalmente, tiene
un promedio anual de 6,884 muertes por cancer de mama, siendo una de las
principales causas de muerte en mujeres.

En la actualidad, hay pardmetros que aportan informacién valiosa para el
diagnoéstico del cancer de mama. Un biomarcador importante es la proliferacion
celular, que puede ser medido mediante marcadores que son expresados durante
el ciclo celular. Por ejemplo, Ki67, ya que la estimacion de la fraccion de
crecimiento de Ki67 proporciona informacion sobre el estado proliferativo, aunque
no sobre la tasa de proliferacion. Por si sola, Ki67 no es suficiente para describir el
crecimiento tumoral. Otro marcador podria ser elF3f, dado que la concentracién de
elF3f varia en relacién a las fases del ciclo celular, por lo tanto, un marcador
adicional que describa el crecimiento tumoral podria ser elF3f.

Se pretende determinar si la expresion de estos dos marcadores, Ki67 y
elF3f, aportan informacién valiosa y complementaria del indice proliferativo en los
estadios del cancer de mama. Principalmente en aquellos donde se realiza el corte
histoldgico del tumor.

De lograr demostrar estas relaciones, se puede emplear dicha informacion
para una mayor precision en la determinacién del indice proliferativo, aportando
informacion util, no solo en la mejora del valor prondstico, sino que también puede

coadyuvar en la seleccion del tipo de terapia apropiada para cada caso.
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4. HIPOTESIS

La evaluacion conjunta de la expresion de elF3f y Ki67 agrega valor pronostico a

la caracterizacion del crecimiento neoplasico en cancer de mama.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Establecer el valor de la expresidon conjunta de Ki67 y elF3f como marcadores de
proliferacion celular en los distintos estadios de cancer de mama y su valor
pronéstico en pacientes que acuden a los centros de la Secretaria de Salud del

Estado de Michoacan.

5.2 Objetivos especificos
1. Identificar las muestras histologicas de cancer de mama y clasificar por
pardmetros clinico-patoldgicos.
2. Determinar la expresion de elF3f y Ki67 en los cortes histolégicos de cancer
de mama.
3. Correlacionar la expresién entre elF3f y Ki67.
4. Asociar la expresion de elF3f y Ki67 en relacion al grado y tipo histolégico,

estadio clinico e inmunofenotipo.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccion de pacientes y
recoleccién de datos clinicos

:

Expediente clinico

A\ 4 \ 4

Obtencién de tejido Obtencién de datos
incluido en parafina de clinicos
las pacientes (Hoja de recoleccion)
[ Muestra suficiente J

.

[ Realizacion de cortes histologicos ]

. !

Tincion de [ Tincion Hy E ]
inmunohistoquimica L
v [ Grado histol6gico J

Determinacion de la expresion
de elF3fy Ki67

A 4

[ Andlisis de los resultados por la }

técnica de inmunohistoquimica

-

[ Andlisis estadisticos de }

resultados
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Tipo de estudio retrospectivo, observacional, descriptivo y transversal.

7.2. Universo o poblacion

Tejidos incluidos en parafina de pacientes del género femenino con diagnostico de
cancer de mama que ingresaron al Hospital General “Doctor Miguel Silva”, durante
el periodo de Enero a Diciembre de 2018, que cuenten con expediente clinico y
qgue en el Hospital o en el Servicio de Patologia del Centro Estatal de Atencidn

Oncolégica (CEAO) se cuente con el bloque de la biopsia del tumor.

7.3 Muestra

Se utilizaran tejidos incluidos en parafina con diagnéstico de cancer de mama.
Segun los reportes de directivos de la Secretaria de Salud Michoacan (SSM) y del
CEAO, en el periodo del 2016 al 2018 se reportaron en promedio 330 casos
anuales de cancer de mama diagnosticados en el estado, de un total anual de
5,825 mastografias realizadas en el 2018, lo que representa una prevalencia de
5.66%. Considerando estos datos, se calcul6 el tamafio minimo de la muestra
utilizando la siguiente ecuacién para poblacion finita.

3 Nz2pq
T d2(N-1) + z2pq

n

Donde:

n = Tamafo de muestra

N = Tamafo de la poblaciébn de pacientes que acudieron a la toma de una
mastografia en el afio 2018: N= 5825

z = Valor critico de la distribuciéon normal estandarizada. Se utilizara el valor que
corresponde a un nivel de confianza del 95%: z=1.96

p = Proporcion estimada de pacientes con diagnéstico confirmado de cancer de

mama en Michoacan (p=330/5825): p=0.0566
q=1-p
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d = Precision o error maximo permisible del 5% (error tipo 1): d= 0.05.

Al sustituir dichos valores en la férmula anterior, se obtiene lo siguiente:

(5825)(1.96)2((0.0566) (1 — 0.0566))

= 0.052(5825 — 1) + ((1.96)2 (0.0566)(1 — 0.0566))

n =2380.92 =81

*Por el valor de la n, se propone realizar muestreo por conveniencia, en un lapso

minimo de 6 meses.

7.4 Definicidn de las variables

Las variables de estudio que se analizaran para esta investigacion, se mencionan

a continuacion:

Objetivo
especifico

Variable de
estudio

Clasificacion de
variable

Unidades de
medida

Presencia de la
proteina elF3f

Concentracioén
relativa de elF3f

Dependiente

Semicuantitativa

(Unidades relativas
de fluorescencia)

Presencia de la
proteina Ki67

Concentracion
relativa de Ki67

Dependiente

Semicuantitativa

(Unidades relativas
de fluorescencia)

Grado de la
neoplasia

Clasificacion
BIRADS

Clasificacion TNM

Clasificacion
molecular
(Inmunofenotipos)

Grado histoldgico

Tipo histolégico

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Ordinal

Ordinal
Ordinal

Ordinal
Ordinal
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7.5 Criterios de inclusion
Muestras de tejido de mama incluido en parafina.
Muestras sin tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia.

7.6 Criterios de exclusion
Muestras de pacientes que hayan recibido un tratamiento de quimioterapia y/o
radioterapia como pre-tratamiento quirdrgico.

Muestras de pacientes que no sean atendidas en el CEAO.

7.7 Criterios de eliminacion
Muestras insuficientes de tejido de mama incluido en parafina.

Muestras que no cuenten con expediente clinico.

7.8 Diagnostico, estadificacion y clasificacion molecular de cancer de mama
La informacion reportada se obtuvo del expediente clinico, considerando para el
diagnéstico el resultado de la mastografia en base al sistema del Colegio
Americano de Radiologia denominado BIRADS mencionado en la Tabla 1. La
estadificacion se realiza segun la clasificacion AJCC en base a criterios TNM
mencionados en la Tabla 2 y los subtipos moleculares de cancer de mama se
clasificaron de acuerdo al Consenso de St. Gallen del 2013 mencionados en el

apartado 2.1.3.

7.9 Tincion de Hematoxilina y Eosina

A partir de los tejidos completos incluidos en parafina se realizaron cortes de 2-3
um de espesor con ayuda de un micrétomo. Se empled un sistema automatizado
SAKURA DIVERSIFIED STAINER DRS-601 para realizar la tincion de

Hematoxilina y Eosina, utilizando los siguientes reactivos y tiempos:
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Proceso Paso Estacion
Desparafinacion ! !
2 2
3 3
4 4
5 5
Hidratacion 6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 20
Tincion
12 11
13 12
14 13
15 14
Deshidratacion 16 15
17 16
18 17
_ 19 18
Montaje 20 19

Solucién
Xilol
Xilol

Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Agua
destilada
Hematoxilina
Alcohol-acido
Agua
corriente
Agua
destilada
Agua
destilada
Eosina
Etanol
Etanol
Etanol
Etanol
Xilol
Xilol

Concentracioén

100%
100%
95%
80%
50%

70%
95%
100%
100%

Tiempo

10 min
10 min
10 min
10 min
10 min
10 min

10 min
5 min
7 min
15 seg

10 seg

3 min

3 min

2 min
5 min
5 min
10 min
10 min
10 min

10 min

Una vez concluida la tincidn se colocé una gota de resina como medio de montaje,

se revisaron las laminillas correspondientes a cada caso para analizar la

diferenciacion glandular, el indice mitético y el pleomorfismo nuclear. Y de esta

manera, se identificé el grado histolégico en cada uno de ellos.
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7.10 Seleccion de los anticuerpos y fluorocromos para la tincion de
inmunohistoquimica

Se realiz6 una busqueda para los fluorocromos de cada anticuerpo con ayuda del
Fluorofinder; se analizaron las absorciones y emisiones de cada uno de ellos, para
evitar posibles interferencias entre ellos.

Se seleccioné un anticuerpo primario policlonal EIF3F anti-Homo sapiens
(Human) de conejo (CUSABIO) y su anticuerpo secundario policlonal Cy3 IgG anti-
conejo de burro (Biolegend®) cuya absorcién méxima es de 552 nm y emisién
maxima de 570 nm, un anticuerpo monoclonal conjugado con PerCP-Cy 5.5 anti-
Ki67 de raton (BD Pharmingen™) cuya absorcién maxima es de 675 nm y emision
méaxima de 694 nm y como control interno un anticuerpo monoclonal conjugado
con Alexa Fluor 488 anti-B actina de raton (Biolegend®) cuya absorcién méxima

es de 488 nm y emision maxima de 519 nm.

7.11 Inmunohistoquimica para la deteccion de elF3f y Ki67

A partir de los tejidos completos incluidos en parafina se realizan cortes de 2-3 um
de espesor con ayuda de un micro6tomo. Se colocan en portaobjetos de carga
positiva que interactlan con las cargas negativas de las proteinas, atrayéndolas,
permitiendo el acoplamiento electrostatico y que la muestra no se desprenda.

Posteriormente, se secan en el horno a 37 °C “overnight”, cuidando de
calentamientos excesivos en seco que pueden originar pérdida de antigenicidad
(falsos negativos). Para desparafinar se coloca en xilol 2 veces durante 5 minutos,
se hidrata el tejido en etanol absoluto durante 5 minutos, etanol al 96% durante 5
minutos, etanol al 70% durante 5 minutos, en agua destilada durante 5 minutos y
en PBS 1X durante 5 minutos. Se permeabiliza con triton al 0.3%.

La recuperacion antigénica se realiza con la inmersion del tejido en citrato
de sodio 0.01 M pH 7.4 durante 20 minutos a temperatura ambiente y se transfiere
a PBS 1X durante 5 minutos. Se coloca en metanol-H,O, al 3% durante 15
minutos para eliminar la peroxidasa enddgena y se hacen lavados con agua

destilada y PBS 1X de 5 minutos. Se bloquea la unién inespecifica de anticuerpos

59



a las células con BSA al 5% durante 30 minutos a 37°C y se enjuaga con PBS 1X
por 5 minutos.

La incubacion de los anticuerpos se realiza en una camara humeda en la
oscuridad con los anticuerpos correspondientes: Anticuerpo primario policlonal
EIF3F anti-Homo sapiens (Human) de conejo (CUSABIO), dilucién 1:100 durante 1
hora a temperatura ambiente, anticuerpo secundario policlonal Cy3 IgG anti-
conejo de burro (Biolegend®), dilucién 1:200 durante 1 hora a temperatura
ambiente, anticuerpo monoclonal conjugado PerCP-Cy 5.5 anti-Ki67 de raton (BD
Pharmingen™) dilucién 1:200 durante 1 hora a temperatura ambiente, anticuerpo
monoclonal conjugado Alexa Fluor 488° anti-p actina de ratén (Biolegend®)
dilucién 1:200 durante 1 hora a temperatura ambiente. Posterior a la incubacion
con cada anticuerpo se lava 3 veces con PBS 1X. Finalmente, se coloca una gota
del medio de montaje acuoso Fluoromount™ (SIGMA), se almacena a 4°C y se

protege de la luz hasta su visualizacion y analisis en un microscopio confocal.

7.12 Analisis y evaluacién de la técnica de inmunohistoquimica de triple
fluorescencia

Para la visualizacién y adquisicion de imagenes se utilizO un microscopio de
fluorescencia Nikon ECLIPSE E800 que tiene integrado un sistema confocal de
escaneo laser Radiance 2100 y un software de LaserSharp 2000 (ZEISS) una
aplicacién unificada que controla la adquisicion y proporciona funcionalidad para el
procesamiento y analisis de imagenes y datos. El flujo de trabajo del sistema se
basa en métodos definidos por el usuario, es una configuracion prealmacenada,
que cuando se selecciona cargard un conjunto de operaciones y parametros
predeterminados para que se puedan aplicar condiciones de imagen reproducibles
a muestras similares. Se hizo una configuracién simultanea y 3 configuraciones
secuenciales, con un numero de 4 paneles; uno para cada anticuerpo y el cuarto
panel para la combinacion de los 3 (MERGE). Cada panel configurado con
pardmetros determinados para la excitacibn y emision de cada fluorocromo

mencionados en el apartado 7.11.
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La adquisicion de las imagenes fue a 1024x1024 pixeles y con la
herramienta de dibujo de region de interés (ROI), se tomaron 3 ROI de zonas
representativas en cada corte histologico; los ROl son comunes a todos los
paneles, es decir, se permite usar los mismos ROI en las mismas ubicaciones de
todos los paneles. El cuadro de resolucion define el ancho de la clase a lo largo
del eje x, por lo tanto, una resolucion de 1 trazara una sola barra contra cada valor
de pixel, y una resolucion de 10 agrupara los recuentos de pixeles con valores
entre 0y 9y los trazard como una solo barra, con esto, el operador de histograma
analiza el numero e intensidad de pixeles en la imagen, permitiendo medir desde
la intensidad minima hasta la maxima, su media + DE. De esta manera, no soélo se
analizd cualitativamente la expresion o no de dichas proteinas sino también se
calcula la intensidad de unidades relativas de fluorescencia de la expresion de las

proteinas en el tejido.

7.13 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se clasificaron por medio del software Microsoft Excel R. y
para la validacion estadistica se realizd con el software IBM SPSS Estatistics
version 25® calculando medidas de tendencia central, medidas de dispersién para
la estadistica descriptiva, una prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) y un
analisis de correlacibn de Spearman de las intensidades de elF3f y Ki67. Los
datos del andlisis de las intensidades de cada anticuerpo se informaron como
medianas y se compararon entre los grupos de los pardmetros clinico-patolégicos
utilizando la prueba de suma de rangos de Wilcoxon de dos muestras (U de Mann
Whitney) y pruebas de asociacion (X?) entre las intensidades de elF3f y Ki67 con
los diferentes parametros clinico-patolégicos. Considerando significativos aquellos
de p<0.05.

7.14 Aspectos éticos
Este estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica en Investigacion
de la Facultad de Ciencias Médicas y Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez” de la

U.M.S.N.H. con numero de registro 005/P/5/2019. Asimismo, la aprobacion por el
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Comité de Investigacion del Hospital General “Dr. Miguel Silva” con numero de
registro 17-Cl-16053153 y la autorizacion del Centro Estatal de Atencién
Oncolégica (CEAO) numero de oficio 132/2019.

La investigacion realizada sélo contempla el uso de tejidos incluidos en parafina
de las pacientes del Hospital General “Dr. Miguel Silva” y los expedientes clinicos
del Centro Estatal de Atencion Oncolégica (CEAO) sin requerir la intervencion de
las pacientes, por tal motivo, no fue necesario el consentimiento informado. Sin
embargo, se respetd el anonimato de la informacion de todas y cada una de las
pacientes. Cumpliendo con los principios éticos en correspondencia con la Ley

General de Salud y el Reglamento en Materia de Investigaciéon para la Salud.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1. Identificar las muestras histologicas de cancer de mama y
clasificarlas por parametros clinico-patolégicos
Se hizo una revision en el archivo del Departamento de Anatomia Patoldgica del
Hospital General “Dr. Miguel Silva” y en el Centro Estatal de Atencién Oncoldgica
(CEAO), considerando aquellos que fueron diagnosticados con la neoplasia en el
periodo del 1 de enero de 2018 al 31 de diciembre de 2018. De un total de 606
casos identificados, 396 (65.35%) fueron confirmatorios de cancer de mama en
mujeres y cuentan con resultados de inmunohistoquimica para receptores de
estrégenos, progesterona, Her2 y Ki67. Se excluyeron 147 casos cuya muestra no
es representativa y 2 casos que no cuentan con expediente clinico. Obteniendo 77
casos que cumplen con los criterios de inclusion establecidos.

En base a los datos adquiridos, se realizé una distribucién de pacientes de
acuerdo a diferentes categorias en relacién a las pacientes que son atendidas en

el CEAO, mismas gue son presentadas a continuacion:
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Figura 7. Distribucién de pacientes de acuerdo al origen/procedencia.
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a) Distribucion de pacientes de acuerdo a factores de riesgo
La edad promedio de las pacientes al momento de ser diagnosticadas con
la neoplasia, fue de 55.23 + 13.08, con una mediana de 56 afios y una moda de 48
afos. La edad minima fue 26 afios y la edad maxima 85 afios. Los grupos mas
afectados son los de 46 a 55 afos (29.87%), de 56 a 65 afios (28.57%) y de 65 a
75 afios (14.29%) (Fig. 8).
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Figura 8. Distribucién de pacientes de acuerdo grupos de edad.

La menarca promedio fue de 13.07 + 1.57 afios y la menarca temprana
(antes de los 12 afios) representa el 10.39% (Fig.9).

El periodo hormonal de las pacientes al momento de ser diagnosticadas con
la neoplasia, un 24.68% se encontraba en periodo de menstruaciéon y el 75.32%
en un periodo de menopausia (Fig. 10), siendo la edad promedio de 46.96 + 4.58
afos y la edad méaxima en el inicio de éste a los 56 afios.

El primer embarazo antes de los 30 afios se presenta en el 71.43% de las
pacientes a una edad promedio de 20.68 + 4.16 afios; el embarazo después de los
30 afios se presenta en el 2.60% a una edad promedio de 31.5 + 2.81 afios y el
25.97% son nuliparas (Fig. 11). En cuanto al periodo de lactancia, el 9.09% de las
pacientes lactaron <6 meses, 41.56% lactaron >6 meses, en el 29.87% no lactaron
y el 19.48% no fue reportado (Fig. 12).
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El porcentaje de las pacientes con antecedentes familiares de esta
neoplasia fue de 18.18%, en comparacion con las que no tienen antecedentes
81.82%, siendo la diferencia considerable (Fig. 13).

Para la distribucién de pacientes de acuerdo al indice de masa corporal
(IMC), basado en la clasificacion de la OMS, sélo el 28.57% presenta un peso
normal, 32.47% presenta sobrepeso y el 38.97% obesidad en los distintos grados,

ninguna de las pacientes presenta un peso bajo (Fig. 14).
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Figura 13. Distribucion de pacientes de acuerdo a los antecedentes familiares con cancer de
mama.
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Figura 14. Distribucion de pacientes de acuerdo al IMC.
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Otros de los factores predisponentes son el consumo de sustancias nocivas
(alcohol y tabaco) o exposicion a estrogenos exdgenos (uso de hormonas/terapia
hormonal). EI consumo de sustancias nocivas sélo se presenta en el 10.26% (Fig.
15) y en el uso de hormonas/terapia hormonal en el 16.67% de las pacientes (Fig.
16).
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Figura 16. Distribucion de pacientes Figura 15. Distribucidn de pacientes
de acuerdo al consumo de de acuerdo a la exposicion de
sustancias nocivas. estrégenos exdgenos.

De la estadistica descriptiva de nuestro estudio en cuanto a los factores de
riesgo, se asemejan a lo reportado por Navarro et al. (2015) quienes realizan una
asociacion de los factores de riesgo con 81 casos de cancer de mama en una

poblacion de mujeres mexicanas (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacién de la estadistica descriptiva con otro estudio realizado en mujeres

mexicanas
Factores de riesgo | Presente estudio | Navarro et al. 2015
Edad 55.23 £13.08 51.8+11.7
Menarca 13.07 £ 1.57 12.7+£1.6
Menopausia 46.96 + 4.58 46 +5.1
Obesidad 38.97 % 35.8 %

67



Pacientes (%)

b) Distribucién de pacientes de acuerdo a los parametros del diagnostico
clinico.

En el diagnoéstico clinico, el tumor se localiza mayoritariamente en la mama
izquierda con un 49.35%, siendo la diferencia con la mama derecha minima ya
que se reporta un 44.16% y solamente se presenta en ambas mamas en el 6.49%
de las pacientes (Fig. 17). En cuanto a la localizacién del tumor por cuadrantes,
éste se encuentra en un mayor porcentaje en el cuadrante superior externo con
32.47% y en menor porcentaje se localiza el tumor en el cuadrante inferior interno
2.60%; lo restante del porcentaje se distribuye en el cuadrante superior interno,

cuadrante inferior externo, retroareolar, intercuadrantes y en todos los cuadrantes

(Fig.18).
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Figura 18. Distribucion de Figura 17. Distribucién de pacientes de acuerdo a la
acientes de acuerdo a la ocalizacion del tumor por cuadrantes.
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localizacion del tumor.

En el método de diagndéstico a partir de una mastografia o ultrasonido se
reportaron mayormente BIRADS 4 (4a, 4b, 4c) en el 44.16%, BIRADS 5 en el
35.06%, BIRADS 3 y 6 en el 1.30% y s6lo un 18.18% no se reportd en el
expediente clinico (Fig. 19).
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Figura 19. Distribucién de pacientes de acuerdo al BIRADS.

Se reporta la estadificacion de acuerdo a la clasificacion TNM:

En relacién al tamafio tumoral (T), se reporta que en un 2.60% no hay
evidencia de tumor primario (T0), 2.60% son carcinoma in situ (Tis), 23.38% el
tumor es de 2 cm 0 menos en su mayor dimensiéon (T1), 29.87% el tumor es de
mas de 2 cm pero no mas de 5 cm en su mayor dimension (T2), 18.18% el tumor
mide mas de 5 cm en su mayor dimension (T3) y 18.18% el tumor es de cualquier
tamafio pero con extension directa a la pared torécica o la piel (T4) (Fig. 20).

En cuanto a la afectacién ganglionar (N), el 57.14% no presentaron
afectaciéon ganglionar (NO), un 22.08% tiene afectacion a ganglio o ganglios
linfaticos axilares ipsilaterales méviles (N1), el 12.99% tiene afectacion a ganglio o
ganglios linfaticos ipsilaterales unidos entre si 0 a otras estructuras (N2) y el
2.60% tiene afectacion a ganglio o ganglios linfaticos mamarios internos
ipsilaterales (N3) (Fig. 21).

En la metastasis (M) el 93.51% no esta presente (M0) y so6lo en el 3.90%
hay metastasis distante (M1) (Fig. 22).

En base a los datos anteriores se categorizan en estadios clinicos: el 2.60%
corresponde al estadio 0, 23.38% al estadio I, 18.18% al estadio IIA, 20.78% al
estadio 11B, 10.39% al estadio IlIA, 15.58% al estadio 11IB, 1.30% al estadio IlIC y
3.90% al estadio 1V (Fig. 23).
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Figura 22. Distribucion de Figura 23. Distribucién de pacientes de acuerdo al estadio
pacientes de acuerdo a M. clinico.

De acuerdo al tipo histologico, predomina con 79.22% el carcinoma ductal
infiltrante de tipo no especifico y en menor porcentaje otros patrones histologicos
ductal infiltrante: lobulillar (5.19%), mucinoso (9.09%), papilar (2.60%), y so6lo el
3.90% es carcinoma ductal in situ (Fig. 24).
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Figura 24. Distribucién de pacientes de acuerdo al tipo histolégico.

En la Fig. 25 se ejemplifican casos de cada grado histologico por la tincion
de H&E realizada. Se analizo la diferenciacion glandular, el indice mitético y el
pleomorfismo nuclear, identificando asi, el grado histolégico de cada uno de los
pacientes. El 35.06% presenta grado histolégico tipo 1, el 45.45% grado
histoldgico tipo 2 y el 19.48% grado histologico tipo 3 (Fig. 26).

Figura 25. Tincién H-E de 3 casos de pacientes (20x, 60x). a) G H1b)G.H2c) G.H 3
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Figura 26. Distribucién de pacientes de acuerdo al grado histolégico.

En el reporte de inmunohistoquimica se identifica la expresiéon molecular de
RE, RP, Her2 y Ki67. El 63.64% es positivo a RE, el 57.14% a RP, el 33.77% a
Her2 y el 98.70% positivo a Ki67 (Fig. 27).

Obteniendo asi, la clasificacion molecular de acuerdo al inmunofenotipo;
20.78% son Luminal A, 19.48% son Luminal B/Her2-, 11.69% son Luminal
B/Her2+, 15.58% son Her2, 18.18% son triple negativo, 11.69% tienen
caracteristicas de tipo Luminal A pero con un Ki67>20 y el 2.60% no cumple las
caracteristicas para clasificarlos en los inmunofenotipos establecidos (Fig. 28).
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Figura 27. Distribucion de pacientes de acuerdo a la expresion molecular
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Figura 28. Distribucion de pacientes de acuerdo al inmunofenotipo.

c) Distribucion de pacientes de acuerdo a los tipos de terapéutica y estado

del paciente

Con los datos reportados anteriormente se inicia la terapéutica mas conveniente

para cada paciente. Referente al tratamiento quirargico, al 84.42% de las

pacientes se le realiz6 una mastectomia radical modificada, al 3.90% una

mastectomia conservadora y al 11.69% no se les realizo cirugia quirdrgica (Fig.

29). De acuerdo a la terapéutica, el 81.82% recibié quimioterapia y de ésta, el

55.56% recibid quimioterapia neoadyuvante, 53.97% mismo porcentaje para

guimioterapia adyuvante, el 51.95% terapia hormonal y el 57.14% radioterapia

(Fig. 30).
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Figura 30. Distribucion de pacientes de acuerdo a la terapéutica.
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Por dltimo, en relacion al estado actual del paciente al concluir la
recoleccion de los datos clinicos, el 66.67% esta sin datos de actividad tumoral, el
6.41% son recidiva, el 24.36% estan en tratamiento y 2.56% son defuncion (Fig.
31).
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Figura 31. Distribucion de pacientes de acuerdo al estado del paciente.
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Objetivo 2. Determinar la expresion de elF3f y Ki67 en los cortes histoldgicos

de cancer de mama

a) Estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica semicuantitativa de
triple fluorescencia.

Para determinar la expresion de elF3f y Ki67 se realizaron ensayos piloto, primero
inmunohistoquimicas por separado de cada anticuerpo y posterior a ello se
realizaron inmunohistoquimicas de triple fluorescencia, donde se incubaron los 3
anticuerpos en el mismo tejido para tener la certeza que marcaran en la zona
correcta: Ki67 en el nucleo, elF3f principalmente en citoplasma y en menor
cantidad se puede presentar en ndcleo y membrana; se emple6 como control
interno B-actina, una de las 6 isoformas de la actina que se encuentra en el
citoesqueleto, tiene funcion en la motilidad celular y es comunmente empleado
como un marcador constitutivo siendo una manera de normalizar internamente las
intensidades promedio de Ki67 y elF3f, ya que es un indicativo del nimero vy tipo
de células, asi como estructuras presentes en el tejido. La muestra empleadas
para estos estudios previos fueron:

1) Ganglio linfatico: Son estructuras encapsuladas donde se localizan
numerosos linfocitos organizados: Los linfocitos son agranulocitos que
presentan un nucleo esférico, ligeramente hendido, ocupa la mayor parte de
la célula y un citoplasma escaso, situado de forma periférica.

2) Fibroadenoma: Es una lesion benigna de la mama, son procesos
hiperplasicos o proliferativos del conducto terminal de la unidad mamaria y
del estroma tanto intralobular como del extralobular formado por tejido
conectivo y graso.

3) Carcinoma ductal infiltrante (CDI): la muestra utilizada es de los casos
recolectados para el estudio, presenta un grado histolégico de 3 y una
expresion positiva a Ki67 con un 80% de células que lo expresan.

En la de la Fig. 32 se presentan las muestras de tejido observadas a un objetivo
de 60x, los incisos a), b) y ¢) muestras donde se puede apreciar un patrén

moteado siendo los nucleos los que expresan Ki67 (fluorescencia roja), en ganglio
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linfatico (a) hay abundancia de linfocitos; los nucleos de éstos por su alto indice
proliferativo sirven como testigo para Ki67, en el caso del fioroadenoma (b) y del
CDI (c) hay una diferencia de intensidades; es lo esperado ya que la muestra de
CDI tiene un alto indice proliferativo (>20 mitosis por campo) y los fibroadenomas
tienen un bajo indice proliferativo (0-4 mitosis por campo). En los incisos d) y €) se
observan muestras donde se expresa elF3f (fluorescencia verde) y en los incisos

f) y g) muestras donde se expresa B-actina (fluorescencia azul).

Fibroadenoma Ganglio linfatico

f.g).

Figura 32. Inmunohistoquimica de tejidos con Ki67, elF3f y B.actina. a), d) y f) Inmunohistoquimica

de fibroadenoma con Ki67, elF3f y B.actina respectivamente. b), €) y g) Inmunohistoquimica de CDI
con Ki67, elF3f y B.actina respectivamente. ¢) Inmunohistoquimica de ganglio linfatico con Ki67.
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b) Determinar y analizar la expresion de elF3f y Ki67 en los cortes
histolégicos de cancer de mama
Para las determinaciones de elF3f y Ki67 se realizaron las inmunohistoquimicas
de triple fluorescencia. A continuacion, se ejemplifican algunos casos observando
los 3 paneles individuales del marcaje de cada anticuerpo y la sobreposicion de
éstos (MERGE); son casos de diferente indice proliferativo tomando en cuenta el
parametro de indice mitético analizado en la determinacion del grado histolégico
por la tincién de H&E.

En la Fig.33 se observa predominancia citoplasmatica de eflF3 asi como de

B-actina y Ki67 pareciera tener puntos de co-localizacion con elF3f en las

porciones centrales

Figura 33. Inmunohistoquimicas de triple fluorescencia en muestras de cancer de mama

de un carcinoma de grado histolégico 1.
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En la Fig. 34 se observa predominancia citoplasmica de elF3f, asi como, de -
actina hacia las porciones periféricas y Ki67 tiene pobre co-localizacion con elF3f

en las porciones centrales.

B-actina

Figura 34. Inmunohistoquimicas de triple fluorescencia en muestras de cancer de mama

de un carcinoma de grado histolégico 2.
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En la Fig. 35 se observa predominancia citoplasmica de elF3f, asi como de

B-actina hacia las porciones periféricas aunque hay mayor intensidad de Ki67 y

puntos de co-localizacion muy intensos en las porciones centrales.

Figura 35. Inmunohistoquimicas de triple fluorescencia en muestras de cancer de mama

de un carcinoma de grado histolégico 3.
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Por dltimo, en la Fig. 36 es una inmunohistoquimica de los estudios piloto
de una muestra de CDI donde se incubaron los anticuerpos de Ki67 conjugado
con PerCP Cy 5.5, B-actina conjugado con Alexa Fluor 488 y solo el fluorocromo
Cy3 sin la incubacion previa del anticuerpo primario de elF3f para visualizar el
marcaje en ausencia de éste. Observando la predominancia de p-actina y algunos

puntos de co-localizacion con Ki67.

B-actina

Figura 36. Inmunohistoquimicas de triple fluorescencia en muestras de cancer de mama

de un carcinoma sin anticuerpo primario de elF3f.

A partir del procesamiento de las imagenes e histogramas adquiridos
mediante el software del microscopio, mencionado en el apartado 7.13, se
calcularon las medias de los 3 ROI de cada anticuerpo: la intensidad total

promedio de B-actina fue 41.784 + 20.293; con una intensidad minima de 8.081 e
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intensidad maxima de 107.585, la intensidad total promedio de elF3f fue 63.582 +
49.826; con una intensidad minima de 2.081 e intensidad maxima de 224.653, la
intensidad total promedio de Ki67 fue 47.328 + 26.038; con una intensidad minima
de 7.914 e intensidad maxima de 111.657.

Se normalizaron los valores de las intensidades medias de elF3f y Ki67
entre las intensidades medias de B-actina. ElI promedio total del valor normalizado
de elF3f fue 1.994 + 2.148; valor minimo de 0.022 y valor maximo de 10.573, el
promedio total del valor normalizado Ki67 fue 1.201 + 0.530; valor minimo de
0.122 y valor maximo de 2.671.

También se calculd un indice de la expresion de elF3f respecto a la
expresion de Ki67 para saber si una expresion conjunta aporta mas informacion a
la descripcion del crecimiento neoplasico o al posible pronéstico, <1 6 >1 que
significa menor o mayor expresion de elF3f respecto de Ki67. El promedio total de
este indice es 1.508 + 1.148; valor minimo de 0.044 y valor maximo de 5.185.

Una de las diferencias al momento de evaluar principalmente elF3f y Ki67
es que la mayoria de los estudios se han realizado con inmunohistoquimica
tradicional, en el presente estudio es pionero al implementar anticuerpos

fluorescentes para analizar a estos dos marcadores de proliferacion celular.
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Objetivo 3. Correlacionar la expresion de elF3f y Ki67
Para hacer las correlaciones primero se realizdé la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov obteniendo un valor de p <0.05, indicativo de una
distribucion no normal. Dada la distribucion no normal, se calculd el coeficiente de
correlacion de Spearman de las variables de elF3f normalizado y Ki67
normalizado, el valor del coeficiente es de 0.670 indicativo de una correlacion
moderadamente fuerte y positiva con significancia de p=0.01.

Destacando que no hay estudios donde hayan realizado una correlacién o

asociacion entre elF3f y Ki67 en cancer de mama ni en otras neoplasias.

12.000
10.000
8.000 °

6.000

elF3f normalizado

4.000 °

2.000 *o®ms o o

@
()
.“. , L L)
0.000 °
0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000
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Figura 37. Coeficiente de correlacion de Spearman entre elF3f y Ki67

normalizados.

También se realizdé una correlacion con el valor de la intensidad de Ki67
normalizado y el porcentaje de células de Ki67 reportado en el expediente por la
técnica de inmunohistoquimica convencional, donde no hubo una correlacion
estadisticamente significativa (p=0.805).

En la Fig. 38 se puede apreciar que en porcentajes relativamente bajos de 5
a 40% de células que expresan Ki67 algunas intensidades fluorescentes son
elevadas, de igual manera, en porcentajes de células altos de 60 a 90% algunas
intensidades fluorescentes son bajas. Planteando la alta sensibilidad de la técnica
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de inmunohistoquimica por fluorescencia y Ilo subjetiva que es la
inmunohistoquimica convencional al momento de reportar el porcentaje de células

gque expresan Ki67.
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Figura 38. Coeficiente de correlacion de Spearman entre el porcentaje de células de Ki67
en IHQ tradicional con la intensidad de fluorescencia de Ki67 normalizados.
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Objetivo 4. Asociar la expresion de elF3f y Ki67 en relaciéon al estadio clinico,

grado y tipo histolégico, e inmunofenotipo.

a) Estimacidn de las posibles diferencias en la distribucion entre grupos de
los parametros clinico-patoldgicos

Comparando la intensidad de elF3f y Ki67 normalizados y del indice de elF3f/Ki67
se estimaron las diferencias en la mediana de poblacion de cada grupo de los
pardmetros clinico-patolégicos. Encontrando las siguientes diferencias
estadisticamente significativas, indicadas en cada grafica con: * (p<0.05)

En la Fig. 39, en la intensidad de expresion de Ki67 (a) a pesar de no tener
diferencias estadisticamente significativas tiene una tendencia de aumento gradual
entre los estadios clinicos, lo cual se relaciona con los antecedentes de Ki67 y
recientemente, Kanyilmaz et al. (2019) lo asociaron a un estadio T mas alto y un
estadio N mas alto; la intensidad de expresion de elF3f (b) varia entre los estadios
y se encontrd una diferencia significativa entre el ECI - ECIIB (p=0.027). También
se observa una tendencia de aumento al igual que Ki67. En cuanto al indice
elF3f/Ki67 (c), el comportamiento es similar al observado en la intensidad de elF3f,
encontrando diferencias significativas entre dos grupos ECI - ECIIA (p=0.040) y
ECI - ECIIIA (p=0.020).

Por las diferencias encontradas se hizo una estratificacion de los estadios
clinicos de acuerdo a la descripcion de la estadificacion TNM: los ECO y ECI son
estadios tempranos; la neoplasia esta restringida a la mama sin diseminacién a
ganglios linfaticos ni otras partes del cuerpo, los estadios Il (A, B), lll (A, B, C)y IV
son estadios avanzados; hay crecimiento tumoral con una afectacién a ganglios
linfaticos o una diseminacién a otras partes del cuerpo. Encontrando diferencias
estadisticamente significativas en la intensidad de expresion de elF3f (b)
(p=0.035) y del indice de elF3f/Ki67 (c) (p=0.024) expresandose aun mas en
estadios avanzados (Fig.40). Lo cual se asemeja a lo reportado por Cheng et al.
(2014) y Guanghua Li et al. (2014) que encontraron una asociacion de la
expresion de elF3f con estadios tumorales mas avanzados en neoplasias como

cancer gastrico.
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En la Fig. 41, la intensidad de expresion de Ki67(a) no tiene diferencias
estadisticamente significativas ni tampoco una tendencia entre inmunofenotipos;
en la intensidad de elF3f (b) y en la intensidad del indice elF3f/Ki67 (c) hay una
diferencia estadisticamente significativa entre el Luminal B/Her2(+) -Triple negativo
(p=0.044 y p=0.038, respectivamente), ademas se observa una tendencia en
aumento entre los inmunofenotipos de tipo Luminal considerados de mejor
pronéstico, empezando por Luminales A seguido Luminales B y los considerados

como de peor prondstico Her2 (+) y triple negativo hay mas expresion en Her 2 (+)
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Figura 41. Distribucion de la intensidad de Ki67 (a), elF3f (b) e indice elF3f/Ki67 (c) en

relacion al inmunofenotipo
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También se hizo una estratificacion de los inmunofenotipos de acuerdo al
prondstico: mejor pronostico [Luminal A, Luminal A-Ki67>20, Luminal B/Her2 (-),
Luminal B/Her2 (+)] y peor prondstico [Her2 (+), triple negativo] (Fig. 42). No hubo
una diferencia significativa en ninguna de las 3 intensidades pero en la intensidad
de elF3f (b) se observa que hay mas expresion en inmunofenotipos de peor

prondstico (Fig. 42).

14 - 14 1.30 1.4 -
b) c)
12 1 1n 1.10 121 o8 121 o8 1.08
P~
o
1 - & 1 A
s 5
08 - 3038 | © 08 -
3 B
06 - B 06 - B 046 -
[}
c T
2 2
0.4 - £04 1 504 -
£
02 A 02 0.2 -
O 1 1 O 1 1 O 1
Mejor Peor Mejor Peor Mejor Peor
pronodstico prondstico pronodstico  pronoéstico pronodstico  prondstico

Figura 42. Distribucién de la intensidad de Ki67 (a), elF3f (b) e indice elF3f/Ki67 (c) en
relacion al prondstico

Dado lo observado entre los inmunofenotipos, se analizé la expresion en
relacion a la expresion molecular de los RE, RP y Her2, encontrando solo
diferencias estadisticamente significativas en relacion a la expresion de Her2 (Fig.
43) en la intensidad de Ki67 (p=0.024) se observa que la intensidad de expresion
de Ki67 es mayor cuando Her2 es positivo. Wiesner et al. (2009) encontraron
correlacion entre el indice de proliferacion de Ki67 y la expresion Her 2 y
Nishimura et al. (2010) reportaron que un indice de Ki67 >20% se asociaba con la
expresion de Her2 positiva, datos que se asemejan nuestros resultados.

La intensidad de elF3f también fue estadisticamente significativa (p=0.012)

siendo mayor la intensidad de expresion de elF3f cuando Her2 es positivo,
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resultado que se asemeja a Cheng et al. (2015) quienes reportaron que tejidos de
cancer gastrico con una alta sobreexpresion de elF3f, especialmente en la
intensidad de tincion 3+, también presentaban un alto nivel de inmunotincién de
Her2 y estas expresiones estaban estrechamente relacionadas con el estadio

clinico y la metastasis o recurrencia de cancer gastrico.

* *
2 - 2 - 2
a) b) 1.83 C)
18 - 18 518 -
146 - 16 - 164 148
5S4 Y 814 - %1.4-
3 °
812 - ® 12 - 110 012 -
1.01 o T 0.97
3 11 T 1 £ 1 4
i) o °
2 08 - ‘s 08 - o 08 -
] S o
£ 06 1 *E—O,é— :50.6—
04 - 04 - E 04 -
02 - 02 - E02 -
O T 1 O T 1 O T 1
Positivo Negativo Positivo Negatfivo Positivo Negativo
Expresion de Her2 Expresion de Her2 Expresion de Her2

Figura 43. Distribucién de la intensidad de Ki67 (a), elF3f (b) e indice elF3f/Ki67 (c) en
relacion a la expresion molecular de Her2

b) Asociacion de la expresiéon conjunta de elF3f y Ki67

Con las tendencias y distribuciones estadisticamente significativas
observadas en la intensidad de elF3f y Ki67 e indice de elF3F/Ki67, se analizaron
las posibles asociaciones (X?) del indice de elF3f/Ki67 con los parametros clinico-
patolégicos.

Se analizé si habia alguna asociacion con los parametros TNM que se
toman en cuenta para la clasificacion del estadio clinico, encontrando asociacion
estadisticamente significativa en relacion al tamafio del tumor (p=0.003),
estratificando en un tamafno del tumor < a 2 cm y un tamafio de tumor > a 2 cm.
De acuerdo a la expresion de elF3f respecto a la de Ki67, el 47.8% tiene una
menor expresion de elF3f/Ki67; 20.3% en tumores < 2 cmy 27.5% en tumores > 2
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cm y el 52.2% corresponde a una mayor expresion de elF3f/Ki67, de éste
porcentaje se observa una gran diferencia, 5.8% en tumores < 2cm 'y 46.4% en un
tumor >2 cm. Predominando la mayor expresion de elF3f/Ki67 en tumores > 2 cm
(Fig. 44).
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Figura 44. Asociacion del indice elF3f/ki67 en relacion al tamafio tumoral

Ahora bien, la asociacion en relacion a los estadios clinicos (Fig. 45) fue
estadisticamente significativa entre los estadios clinicos: ECI — ECIIA (p=0.016),
EClI — ECIIB (p=0.017), ECI — ECIIIA (p=0.046), ECI — ECIIB (p=0.015).
Observando que en el ECI predomina la menor expresion de elF3f/Ki67 y en ECII
(A, B), lll (A, B, C) y IV predomina la mayor expresion de elF3f/Ki67.

Se hizo la misma estratificacion del estadio clinico que en la Fig. 40, en
estadios tempranos (ECO, ECI) y estadios tardios (ECII, ECIIl, ECIV) encontrando
asociaciones estadisticamente significativas (p=0.008). En tumores tempranos
predomina la menor expresion de elF3f/Ki67 y en tumores avanzados predomina
la mayor expresion de elF3f/Ki67 (Fig. 46).
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Figura 46. Asociacién del indice elF3f/Ki67 en relaciéon a la estratificacion del estadio
clinico

Con los resultados obtenidos y haciendo referencia a lo que en el 2013,
Sanchez et al. evaluaron respecto a la funcion que desempefaba elF3f en el
mantenimiento del tamafio del muasculo esquelético. Reportan que la
sobreexpresion de elF3f da como resultado hipertrofia a través de la modulacién

de la sintesis de proteinas mediada por la via mTORC1. De manera anéloga, se
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podria considerar que un tumor de mama de gran tamafo y en etapa avanzada
disminuye su velocidad de proliferacion en aras de hipertrofiar sus células, lo que
las haria més viables para su invasividad y extension metastasica.

Otra posibilidad, seria que algunos de los rasgos caracteristicos del cancer
en general es la autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a las
sefales inhibidores del crecimiento, alteracion del metabolismo celular, potencial
ilimitado de replicacion (Kumar et al., 2015). Para ayudar al crecimiento celular se
desencadena varias vias de activacion para la sintesis de macromoléculas
principalmente de sintesis de proteinas donde esta involucrado elF3f, asi como, la
replicacion del ADN donde elF3f tiene un pico de expresiéon en fase S. Por lo que
en los estadios clinicos avanzados, el encontrar una intensidad mayor de
expresion de elF3f se deba a la constante sintesis de proteinas y el que la
intensidad de Ki67 sea menor en estos casos se deba a que las células no estan
ciclando activamente. En otras palabras, se podria hablar de una proliferacion
celular lenta desde la fase G1 a la fase S y hasta que la célula tenga las
condiciones del entorno adecuadas proceda a la fase de Mitosis y es por ello que
casos donde apenas se palpaba el tumor al poco tiempo su crecimiento haya
aumentado de manera abismal. En caso contrario donde hay menor expresion de
elF3f sobre Ki67, lo que se observa en los estadios tempranos, recordando que la
expresion de Ki67 aumenta de forma gradual desde la fase G1 hasta la fase M y
empieza su degradacion en fase GO-G1, el que haya continuas mitosis y la
acumulacion de Ki67 a lo largo del ciclo celular, es decir, que hay numerosas
mitosis y nos hablaria de una proliferacién celular constante y rapida.

En la Fig. 47 se muestra la asociacion del indice de elF3f/Ki67 en relacién a
los inmunofenotipos, se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre los inmunofenotipos Her2 (+) — Triple negativo (p=0.045), considerados de
peor pronostico. En Her 2 (+) se observa que predomina la mayor expresion de
elF3f/Ki67, caso contrario con el triple negativo, donde predomina la menor
expresion de elF3f/Ki67.

No hay wuna asociacibn estadisticamente significativa con los

inmunofenotipos de tipo Luminal. Sin embargo, se observa que en el Luminal A
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predomina la menor expresion de elF3f/Ki67 y en Luminal A-Ki67>20, Luminal

B/Her2 (-/+) predomina la mayor expresion de elF3f/Ki67.
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Figura 47. Asociacion del indice elF3f/Ki67 en relacion al inmunofenotipo

En el presente estudio se encontrd una relacién (proporcional) de intensidad
de expresiéon de elF3fy Her 2 (+), ambos interactian en la via PI3K-Akt, mostrado
a continuacion (Fig. 48):
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Figura 48. Via de sefalizacion de activacion de la activacion de Her y sintesis proteica
(Esquema adaptado: Pohlmann et al., 2009; Sanchez et al., 2013)
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c) Estimacion de las diferencias en la distribucidon y las asociaciones entre la
intensidad de elF3f, Ki67 e indice elF3f/Ki67 con los factores de riesgo.

Se encontrd una significancia en la intensidad de expresion de Ki67 entre
los grupos de sobrepeso - obesidad G1 (p=0.024). Hay estudios que han
relacionado a Ki67 con el IMC; Borgquist et al. (2009) asociaron un alto IMC con
un indice de Ki67 bajo y Nattenmudiller et al. (2018) asociaron un IMC mas alto con
un mayor riesgo de tumores menos agresivos en mujeres posmenopausicas no
usuarias de terapia hormonal (Fig.49).

También hubo significancia en la intensidad de expresion de elF3f entre los
grupos de sobrepeso - obesidad G1 (p=0.028) y sobrepeso — obesidad G2
(p=0.029). Hay un estudio que realiz6 Bolafios Cornejo (2011) donde propuso un
modelo de la participacion de elF3f en el metabolismo de lipidos; evalué los
cambios de concentracidon del colesterol y como resultado reporta que en células
humanas tumorales A549 y HepG2, durante la desregulacion de la expresion de
elF3f, hay una mayor acumulacion del colesterol durante la sobrexpresion de elF3f
(Fig. 49).
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Figura 49. Distribucion de la intensidad de Ki67 (a), elF3f (b) e indice elF3f/Ki67 (c) en
relacion al IMC

También se encontraron diferencias significativas en las intensidades de

Ki67 y elF3f en relacion a la exposicion a estrogenos exogenos ya sea el uso de
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Intensidad de Kis7 @

hormonas o terapia hormonal (p=0.015, p=0.022), por la distribucion observada en
elF3f, es menor en aquellas que tuvieron una exposicion a estrégenos exdogenos
(Fig. 50). Cuesta et al. (2019) realizaron un estudio con células MCF7, donde
demostraron que el receptor de estrégenos a unido a estrogenos regula la
traduccion del ARNm. Reportan que esta regulacion ocurre por dos mecanismos:
el primero al mantener niveles adecuados de la subunidad elF3f y segundo,
activando la via mTORCL1 para facilitar el ensamblaje del complejo de preiniciacion
48S a través de la interaccion de elF3 y elF4G. Sugiriendo que cualquier
estrategia terapéutica que tenga como objetivo inducir la expresion de elF3f puede
ser eficaz para el tratamiento de canceres de mama con RE positivos, en
particular aquellos con niveles bajos de elF3f.

Hubo una distribucion significativa en la intensidad de expresion del indice
de elF3f/Ki67 en relacion al estado de periodo hormonal (p=0.021) y también una
asociacion estadisticamente significativa (p=0.054*, prueba exacta de Fisher
unilateral p=0.044); en mujeres menstruantes predomina la expresion mayor de
elF3f/Ki67 y en mujeres menopausicas predomina la menor expresion de
elF3f/Ki67 (Fig. 51). Los niveles de estrégeno disminuyen en un estado
menopausico, contrario a un estado menstruante donde los niveles hormonales
son elevados, lo cual explicaria dicha asociacion. Se ha reportado que la
expresion de elF3f esta estrechamente controlada por REa a nivel transcripcional

y traduccional (Cuesta et al., 2019).
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Figura 50. Distribucion de la intensidad de Ki67 (a), elF3f (b) e indice elF3f/Ki67 (c) en
relacion a la exposicion de estrogenos exdégenos
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Figura 52. Asociacion del indice elF3f/ki67 en relacion al estado del periodo hormonal

En el objetivo 3 y 4 se plante6 hacer la estimacion de diferencias en la distribucién
y posibles asociaciones de la intensidad de elF3f, Ki67 y el indice de elF3f/Ki67
entre el grado y tipo histologico, las cuales en ninguno de los dos fueron

estadisticamente significativas.
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9. CONCLUSION

De manera independiente elF3f y Ki67 tienen tendencias y asociaciones
con parametros clinico-patoldgicos en cancer de mama incluyendo factores
de riesgo.

elF3f y Ki67 tienen una correlacion de concentracion estadisticamente
significativa.

La expresion conjunta elF3f/Ki67 tiene asociacion con el tamafio tumoral,
estadios clinicos. Asimismo, nos permite diferenciar entre estadios clinicos
tempranos y avanzados.

La expresion individual de elF3f mostré una distribucion estadisticamente
significativa a la expresion del receptor Her 2, y la medicién en conjunto
elF3f/Ki67 >1 mostré una asociacion al inmunofenotipo Her 2 (+),
considerado como un factor de peor prondstico en cancer de mama.

Se comprueba la hipétesis: la evaluacion conjunta de la expresion de elF3f
y Ki67 si agrega valor pronostico a la caracterizacion del crecimiento

neoplasico de cancer mamario.
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10. PERSPECTIVAS

Este estudio podria repetirse contemplando un mayor nimero de casos a los 77
que incluyo en este estudio considerado piloto. También seria conveniente incluir
pacientes de un periodo de al menos 5 afios de evolucion para evaluar la posible
asociacion en la supervivencia y/o recurrencia. Considerando que en un futuro se
contemple a elF3f como un marcador adicional a Ki67, se sugiere que ademas de
utilizar la técnica de inmunofluorescencia se realice con la técnica de
inmunohistoquimica convencional contabilizando el porcentaje de células que
expresen ambos marcadores por separado. La razon de lo anterior es que la
inmunofluorescencia requiere mayor inversion y equipo especializado como el
microscopio confocal que en instituciones del sector publico y laboratorios de
histopatologia dificilmente podrian equiparse. Adicionalmente, seria util un
marcador que identifique las células que se encuentran en replicacion o mitosis,

donde una opcién podria ser DAPI.
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12. ANEXOS

12.1. Carta de aprobacion del Hospital General “Dr. Miguel Silva”

Dependencia  SECRETARIA DE SALUD DE MICHOACAN

Sub-d ; NOSPITAL GENERAL "DR. MIGUEL SILVA"

Oficina COMITES DE ETICA EN INVESTIGACION E
INVESTIGACION

5009/174/19

Gobierno del Estado Expediente
de Michoacan de Ocampo Asunto:

AUTORIZACION PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Morelia, Michoacan, 29 de octubre del 2019.

C. QFB. LESLY YARELI DURAN DiAZ
INVESTIGADORA PRINCIPAL
PRESENTE.

Por este conducto le informamos, que el Comité de Etica en Investigacién con nimero de registro
Conbioética-16-CEI-004-20161212 de fecha de expedicion 12 de diciembre del 2016 el Comité de
Investigacion con nimero de Registro 17-CI-16053153 con fecha de expedicion 11 de noviembre del 2017
del Hospital General “Dr. Miguel Silva”, una vez revisadas la observaciones que se hicieran en sesién
extraordinaria del 14 de octubre del presente a su protocolo de investigacién nimero 490/01/19 titulado:
g"VALORACION DE elF3f Y Ki-67 COMO POSIBLES MARCADORES DE PROLIFERACION CELULAR QUE
g AUNADO A LA ESTADIFICACION COADYUVEN EN LA TERAPIA Y PRONOSTICO DE CANCER DE MAMA”. Ha
sido AUTORIZADO.

angdo

% No omitimos mencionarle que debera presentar a estos comités los resultados del informe final de su
% proyecto de investigacién de acuerdo a la norma oficial mexicana que establece los criterios para la
: ejecucién de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos y a la Gufa Nacional Para la
g Integracién y funcionamiento de los comités de Etica en Investigacin.

H
§ Sin mds por el momento, le envié un cordial saludo.
;
T; ATENTAMENTE
:
P R,
3 o A L
DRA. MARIA ILVIA TINOCO ZBRMUDIO
PRESIDENTA DE ETICAE VESTIGACION
DEL HOSPITAI QEME L “DR. MIGUEL SILVA"

INVEST!
"‘TW 'b.\ "’hc

afIA Lo b

COMITE DF .NVESTIGAC!ON
05 v‘m GENERAL “DR, MIGUEL Siva>
TARIA DE SALUD DE MICHOACAU

KO

\

i
|
|

“El contenido del presente documento es responsabilidad directa del titular del area Administrativa

107



12.2. Carta de aprobacion del Centro Estatal de Atencion Oncoldgica (CEAO)

Al contestar este oficio, cilense 108 dalos contenidos 80 el cuadho del Angulo supenot delecho

Dependendia SECRETARIA DE SALUD
CENTRO ESTATAL DE ATENCION
Sub-dependencia ONCOLOGICA
i ENSENANZA Y CAPACITACION
No. de oficio 132/2019
Gobierno del Estado Expediente
de Michoacdan de Ocampo AStinto! DT A CION

2019, Ano del Caudillo del Sur, Emiliano Zapata”

Morelia Michoacan, 21 de Noviembre de 2019

DR. EN C. ANA EDITH HIGAREDA MENDOZA

DIRECTOR Y ASESOR DE TESIS DE LA DIVISION DE
ESTUDIOS DE POTSGRADO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ"
PRESENTE:

Por medio de la presente y en base a su oficio recibido el dia 31 de octubre de 2019, donde solicita se le
autorice que la alumna estudiante de la maestria en Ciencias de la Salud de la Facultad de Ciencias Médicas
y Bioldgicas "Dr. Ignacio Chavez" de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo de nombre QFB
LESLY YARELI DURAN DIAZ realice revision de expedientes y de laminillas de los pacientes de cancer de
mama de esta Institucion, al respecto se le informa que se le autoriza su peticion, pidiéndole que cada mes
nos de un reporte de sus resultados.

Cabe hacer mencién que en esta Institucion estara bajo la supervision del DR. MIGUEL ALBERTO FLORES
FAJER, encargado de Clinica de Mama de este centro hospitalario.

Sin otro.particular, envio a usted un cordial saludo.

S

§R FRANCISCO JAVIER JUNEZ BAEZ
WEPTO DE SENANZA DEL C.E.A.O.

DR. VICTOR HUGO MERCADO GOMEZ
DIRECTOR DEL C.E.A.O.

-nS E
C.c. p. DR. Miguel Alberto Flores Fajer.- Enc. De Clinica de Mama del C.E.A.O. b F
DR, Juan Felipe Ortiz Andrade.- Oncélogo Médico del C.EA.O L/
Archivo
FJJB/mvg** Elabord: Ménica Villasefior Gomez

"El del p o es directa del titular del Area Administrativa que lo genera, en apego a sus atribuciones”
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12.3._Carta de aprobacion del Comité de Etica en Investigacion de la Facultad
de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”

Facultad de clencias meuicas v Blol6glcas
"Dr. ipnacio Chavez”

SECRETARIA ACADEMICA
No. de Oficio: 00528

ASUN TO: DICTAMEN
Morelia, Mich., a 26 de novicmbre dc 2019.

C. Q.F.B. LESLY YARELI DURAN DiAZ
PRESENTE.

Por este conducto me permito remitir a Usted, copia de] DICTAMEN DE
APROBACION cnviado a csta Secrctaria Académica a mi cargo por parte del
Comité de Etica en Investigacion de esta Facultad en relacion a la solicitud de
autorizacion del Proyecto de Investigacion titulado “VALORACION DE elF3f
Y Ki-67 COMO POSIBLES MARCADORES DE PROLIFERACION CELULAR
QUE AUNADO A LA ESTADIFICACION COADYUVEN EN LA TERAPIA Y
PRONOSTICO DE CANCER DE MAMA?” que presenta dentro del programa de
posgrado de la Facultad con la finalidad de obtener el titulo de la Maestria en

Ciencias de la Salud.

Sin mas por el momento, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial
saludo.

- ——oaas FACULTA\D DE CIENCIAS
M.C.L. MARIO MIGUEL/ANGEL HERRERAGHAVRES "
ACADEMICO SECRETARIA

ACADERMICA
C.c.p. Departamento de Arch’ "o y Correspondencia de la Facultad.
C.c.p. Archive de la Secretaria Académica

MCL.MMAHC/msgm*
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Facultad de Ciencias Médicas y Biologicas
"Dr. Ignacio Chéavez"

SECRETARIA ACADEMICA
ASUNTO:DICTAMEN

Morelia, Mich., 02 de Diciembre de 2019.

DRA. ANA EDITH HIGAREDA MENDOZA

ACADEMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ”

PRESENTE

Le notifico que el protocolo de investigacion que Usted presenté ante esta Secretaria
Académica a mi cargo, y cuyo titulo es “Valoracién de el F3f y Ki-67 como posibles
marcadores de proliferacién que aunado a la estadificacién coadyuven en la terapia y
prondstico de cdncer de mama” y que fue sometido a la evaluacién del Comité de
Investigacién y Etica en Imlestlgaclén de esta Dependencia Universitaria, quien (es) de
acuerdo con las recomendaciones de sus lntemntes y de los revisores consideraron que
cumple con la calidad metodolégica y los rcquerimbntos de ética y de investigaciéon
vigentes, por lo que el protocolo fue AUTORIZADO, habléndose aslgnado el nimero de
registro de la dependencia su;uiento

COMITE DE INVESTIGACION Y AREA ~N® DE REGISTRO
ETICA EN mvsnamdu

Se le solicita informar del grado de avance del mismo acorde al cronograma de actividades
asi como el titulo de la revista, volumen, aiio y péginas una vez que el mismo sea
publicado. En caso de que el mismo contemple la graduacién de un alumno indicar
nombre del alumno, fecha y grado académico obtenido.

FACULTAD DE CIENCIAS
MEDICAS Y BIOLOGICAS

DR. MARIO MI L HERRE STA
SECRET EMICO A CADEMICA

c.c.p. Coordinador de la Investigacién Clentifica, UMSNH
c.c.p. Archivo y C dencia de la Facultad

c.c.p. Archivo de la Secretaria Académica,

c.c.p. Jefatura de Investigacién Fac Cs Med y Biol. “Dr. Ignacio Chivez"
DR.AVO/sgg*
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12.4. Formato de recopilacion de datos del expediente clinico

FechO\ J | | l | |
Dia Mes ARo

I. Identificacion de la unidad
Institucion:

Entidad/delegacion:
Municipio:
II. Identificacién del paciente
No. de expediente:
Edad: afios Peso: kg Estatura: m IMC: kg/m?
Sexo: Femenino Masculino___
lll. Factores de riesgo
a) Edad de presentacién de la menarca: afnos
b) Nuligesta:
c) Edad del primer embarazo: afnos
d) Edad de presentacién de la menopausia: afios
e) Uso de hormonas/Terapia de hormonal:
f) En que familiares tiene antecedentes de cancer mamario:
1) Abuela 2) Madre 3) Hermana 4) Hija
5) Otro
g) Consumo de sustancias nocivas
1) Alcohol  2)Tabaco  3) Ambos
IV. Datos clinicos
h) Deteccion:
1) Auto exploracién 2) Examen clinico 3) Mamografia
4) Otra
i) Localizacion:
1) Mamaderecha_ ~  2)Mamalzquierda__~  3)Ambas__
j) Estadificacién TNM:
1) TO__ T1 T2 T3 T4
2) NO__ N1__ N2__ N3
3) MO__ M1__
k) Categoria de la Escala BIRADS:
0__ 1 2 3 4 5 6
[) Tipo histolégico: Carcinomainsitu__ Carcinoma invasivo_____
Otros
m) Grado histolégico: 1 2 3
n) Expresiéon molecular:
RE RP HER2__ Ki67___
0) Recibié algun tipo de tratamiento a)Neoadyuvancia b)Adyuvancia
Quirargico____ Quimioterapéutico___ Radioterapia___ Otros
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