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RESUMEN

M. en C. Sandra Karina Santuario Facio
Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias con especialidad en Biologia Molecular e Ingenieria
Genética.
Universidad Autdonoma de Nuevo Leén
Fecha de graduacion: Enero 2014
Titulo del estudio: “Identificacion de vias de sefializacion afectadas en pacientes con cancer de mama
mediante perfiles de expresion global y secuenciaciéon masiva”

Introduccion: En cancer de mama (CM) la seleccién de la terapia depende en gran parte del estado de
receptor de estrogenos, progesterona y HER2, sin embargo el CM triple negativo (CMTN) carece de la
expresion de estos tres receptores. Objetivo: Realizar un analisis gendmico y de expresion global en
muestras de tejido de pacientes con CM antes y después del tratamiento neoadyuvante y asociar los
hallazgos con la respuesta al tratamiento. Material y Métodos: Se realizd un analisis de genes candidatos
y de expresion global en muestras de 28 mujeres (Grupo 1) con CM de tejido de biopsia y cirugia (antes y
después de quimioterapia neoayuvante con Adriamicina/Ciclofosfamida). Analisis de expresién de genes
candidatos y global fueron realizados en este grupo a partir del RNA total que fue obtenido de las
muestras de tejido. La expresion de los genes BRCA1, EFGR, PTPN12 y TP53 fue realizada usando
sondas tipo TagMan usando los genes B-ACT y GAPDH, el andlisis estadistico fue realizado con el
programa DataAssist v3 para obtener los valores de cuantificacidén relativa de la expresion génica
mediante el método 2-44CT, Los perfiles de expresion se llevaron a cabo usando la metodologia de
Affymetrix. La respuesta al tratamiento fue evaluada tomando en cuenta la disminucién o aumento en el
tamario del tumor después del tratamiento neoadyuvante. En el grupo 2 de pacientes se incluyeron 32
muestras de tejido fijado en formol y embebido en parafina que fueron analizadas mediante un panel de
genes relacionados con cancer y secuenciacién masiva. A partir de gDNA fueron construidas las librerias,
PCR en emulsion, enriquecimiento y secuenciacion siguiendo el protocolo del fabricante. El analisis
bioinformatico se realizé en el servidor de lon Torrent y para la identificacion de las variantes fue utilizado
el plugin “Variant Caller”. Resultados: En el grupo 1, en el andlisis de genes candidatos se encontraron
cinco pacientes que cambiaron significativamente de expresion en BRCA1 (p=0.05, t student), cinco
pacientes en EGFR, ocho pacientes en PTPN12 y solo tres pacientes en TP53. Ocho pacientes (38%)
tuvieron cambio en la expresién de al menos uno de los genes analizados, tres de estos presentaron RPC
y cinco RCP. En el andlisis de expresion global se obtuvieron 59 genes diferencialmente expresados. En
la clasificacién molecular se mostraron cambios en el subtipo molecular entre la muestra de antes y
después de tratamiento en el 42% (10/24) de las muestras. Solo el 16.7% de las pacientes presentaron
una respuesta patologica completa (RPC), mientras que la mayoria (58%) presentaron una respuesta
clinica parcial (RCP). En el grupo 2, se obtuvieron un total de 168 diferentes variantes que se encontraron
en las 32 muestras, en 32 de los 46 genes analizados. La mayoria de las variantes (95.8%) fueron SNP,
mientras que 4.2% fueron inserciones (3/168) o deleciones (4/168). El casi 30% (49/168) de las variantes
ya habian sido reportadas previamente, sin embargo el 70% son variantes no reportadas. Nueve genes
presentaron variantes en mas de 5 muestras, pero solo los genes ATM, FGFR2 y PIK3CA mostraron
variantes no reportadas con efecto en sus respectivas proteinas. Conclusiones: El presente trabajo abre
el panorama a la deteccion de nuevas firmas gendmicas relacionadas a la respuesta al tratamiento
neoadyuvante y a la presencia de probables mutaciones propias de nuestra poblacion.

Dra en C. Rocio Ortiz Lépez
Director de tesis
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1. MARCO TEORICO

1.1. Aspectos Generales del Cancer de Mama

A nivel mundial, el cancer mas frecuente entre mujeres es el cancer de mama (CM) con
1.38 millones de nuevos casos diagnosticados para el 2008[2]. Este tipo de cancer es frecuente
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, con tasas de incidencia que van desde
19.3 (por cada 100,000 mujeres) en el este de Africa, hasta 89.7 (por cada 100,000 mujeres) en
el oeste de Europa [2]. En cuanto a mortalidad, este rango es menor (aproximadamente de 6 a
19 por cada 100,000 mujeres), sin embargo ocupa el quinto lugar en causa de muerte por cancer
en poblacion general y el primer lugar en causa de muerte por cancer en mujeres alrededor del

mundo[2].

En México, el CM es el principal tipo de tumor maligno en mujeres adultas (20 afios en
adelante) con un 24.3% de los casos reportados para el afio 2010[1]. La morbilidad del CM es
mayor entre mujeres de 40 a 60 afios, observandose que el mayor porcentaje de casos (29.8%)
se encuentra entre las mujeres de 50 a 59 afios, y el segundo mas alto (27.8%) entre mujeres de
40 a 49 afios (Figura 1)[1] indicando que la presencia de casos en mujeres jovenes es de
importancia en nuestra poblacion. En cuanto a la mortalidad, para el 2011 el CM fue la principal
causa de muertes por cancer entre mujeres mayores de 20 afios con un 13.8%, seguida por el
cancer cervicouterino con 10.4% en nuestro pais[1]. Es importante sefialar que entre las tasas de
mortalidad en grupos de edades jovenes (en ambos sexos) las tasas mas altas en mujeres
corresponden a casos de CM, observandose que entre mujeres de 30 a 39 y de 40 a 49 afios las
tasas de mortalidad son 4.46 y 14.55 por cada 100,000 habitantes respectivamente, mientras

que en hombres las tasas mas altas corresponden al cancer de estomago en estos mismos
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grupos de edad donde tenemos 1.51 (30 a 39 afios) y 3.91 (40 a 49 afios) por cada 100,000

habitantes (Tabla 1)[1].

Porcentaje

35 A
30 278 208
25 A
20 4
18

10 4

33

18 2.9 28
D T T T T T T T 1

20829 30a 3l 40a 48 E0aso 60acd Eta T4 T5a73  30ymas

Grupo de edad
Mama s (Cervicoutering
MNota: Se utilizo |a Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud
(CIE-10), codigos C34, C50, C53 v CB1.
Fuente: 554 (2011). Baze de egresos hospitalarios 2010 . Proceso INEGI.

Figura 1. Distribucién porcentual de morbilidad hospitalaria de la poblacién femenina de 20 afios y mas por
tumores malignos seleccionados segun grupo de edad 2010 [1]
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Tabla 1. Tasa de mortalidad observada de la poblaciéon de 20 afios y mas, por principales

tumores malignos segun grupo de edad y sexo 2011[1].
Por 100 mil habitantes de cada grupo de edad y sexo

Principales tumores Grupo de edad
malignos 20a29 30 a3 40 a 49 50a59 60 asg4 §5a74 75a79 80ymas
Hombres
Bronquios v pulman 0.35 0.20 288 11.93 nAa 6713 11827 131.00
Estomago 0.41 1.51 35 10.34 2087 36.16 §1.72 81.22
Higado y de las vias 0.18 0.41 129 558 1215 2579 41.80 61.29
biliares intrahepaticas
Colon 0.35 1.05 271 6.75 13.76 2003 35.76 4703
Mama 0.01 0.04 0.09 0.0% 0.00 0.39 0.55 1.44
Pristata 0.02 0.06 0.55 5.69 2235 68.75 180.08 3651.69
Mujeres
Bronguios v pulman 010 0.57 207 7.53 14.32 2830 4714 62.28
Estdmago 0.44 1.59 3.83 912 14.09 24.30 43.39 B67.21
Higado v de las vias
biliares intrahepaticas 0.16 0.45 1.57 6.69 12.80 2619 4172 5018
Colon 024 0.50 213 445 11.23 16.98 25.73 40.55
Mama 0.40 4.45 14.55 2674 3555 38.07 43.39 6564
Cervicoutering 0.79 378 10.44 17.40 22322 30.25 42 83 54 .66

Mota: Se utilizd la Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades v Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10), codigos
C16, C18, C22, C34, C50, C53 y CB1.
Fuente: INEGI (2012). Estadisticas de Mortalided . Cubos dindmicos ; y CONAPO (2012). Proyecciones de i Poblacion de México
2010-2050. Procesd INEGL

La muerte en pacientes tan jovenes por CM en nuestro pais puede indicar una creciente
frecuencia de casos agresivos de esta enfermedad y/o con poca o nula respuesta al tratamiento
por parte de las pacientes, quienes en lugar de obtener el mayor beneficio de terapias agresivas,
como lo son la quimioterapia no dirigida, terminan sufriendo los estragos de los efectos adversos
que en muchas ocasiones deterioran mas de lo que ayudan su estado de salud. Lo anterior indica
la necesidad de nuevas estrategias de tratamiento, asi como la busqueda de biomarcadores que
ayuden a personalizar las opciones de terapias personalizadas para las mujeres mexicanas que

padecen CM.

Paradéjicamente, el incremento que se esta observando en la mortalidad por CM en los
ultimos afios a nivel mundial contrasta con la gran cantidad de informacion y el manejo de
terapias que de esta neoplasia se ha obtenido. Pues el CM ha sido una de las patologias en las

que mas inversion y mas investigaciones se han realizado sobre su caracterizacion molecular y
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manejo vanguardista de terapias dirigidas, desde el siglo pasado. Otro aspecto alarmante sobre
el CM, es que la mayoria de las pacientes son diagnosticadas en etapas avanzadas de la
enfermedad (lll y IV) dejando como decisidn terapéutica por parte de los médicos, tratamientos

con agentes quimioterapéuticos.
Diagnéstico y clasificacion del CM.

Anatoémicamente, la glandula mamaria estd compuesta de acinos (0 glédndulas) y de
ductos y la mayoria de tumores mamarios surgen en estas Ultimas estructuras. Los ductos
mamarios consisten de dos capas celulares principales; una interna con una capa epitelial luminal
bien diferenciada, y una externa a lo largo de la membrana basal. Estas poblaciones pueden ser
bien distinguidas por la expresion de ciertos marcadores proteicos utilizando técnicas
inmunohistiquimicas e histologicas. Utilizando estos métodos histopatolégicos se pueden
distinguir diferencias entre tumores mamarios observandose principalmente dos grupos: 1) por un
lado el grupo de CM- luminal el cual expresa marcadores para citoqueratinas (CK) de bajo peso
molecular incluyendo a CK7, CK8, CK18, CK19, MUC1a-6 integrina, BCL2, RE, RP, GATA3 y
moléculas epiteliales de adhesion, 2) por otro lado el grupo de CM-basal que se caracteriza por
la presencia de células mioepiteliales que expresan CK5, CK6, CK14, CK17, Integrina 4,
Laminina, Vimentina, EGFR y tiene un indice de proliferacion elevada. Tipicamente, este Ultimo
grupo carece de CKs presentes en el grupo luminal y frecuentemente es RE y RP negativo [3].
Esta clasificacion histopatoldgica ha permitido entender mejor el desarrollo del CM y sentar las
bases para la clasificacion molecular de los tumores de mama, que fue posible hasta la

realizacion de los estudios de microarreglos de expresion.
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Los estudios pioneros para la clasificacion molecular de los tumores de mama de Perou,
Sorlie y cols.[4] en el 2000 y de Abd EI-Rehim y cols.[5] en el 2005 distinguen cinco subtipos de
CM distintos, cada uno de los cuales tiene un fenotipo definido con respecto al origen y tipo del
epitelio celular: luminal y basal. Los subtipos incluyen a dos grupos RE(+) definidos como: i)
luminal A/RE(+) y ii) luminal B/RE(+) y otros tres grupos con receptor de hormonas negativo: iii)
con sobreexpresion de HER2, iv) normal-like y v) basal-like. Otros estudios como el de Yu y
cols.[6] en el 2004 reprodujeron la clasificacién en dos grupos étnicos diferentes observando que
la mayoria de los grupos descritos se conservaban entre poblacion asiatica y caucasica [6]. Sin
embargo, no fue hasta el 2009 cuando Parker y cols [7] publicaron el desarrollo de un conjunto de
50 genes que actia como un indicador para clasificar los tumores de mama en los cinco subtipos
descritos por Perou y cols. [4], este conjunto de 50 genes fueron comparados de acuerdo a su
reproducibilidad por tres métodos de prediccion de los cuales el método PAM (Prediction Analysis
of Microarray) fue el mejor algoritmo segun la reproducibilidad en la clasificacién de subtipos
moleculares, de ahi que el algoritmo PAM50 es hoy en dia uno de los métodos mas usados para
la clasificacion molecular de tumores de mama.

Desde que se estableci6 esta clasificacion molecular, se han realizado varios estudios
para tratar de correlacionar los subtipos moleculares o firmas gendmicas derivadas de andlisis de
microarreglos con el buen o mal pronostico del cancer [8-13] y para estudiar la respuesta o no al
tratamiento [12, 14-19]. Sin embargo, la concordancia de la clasificacion tradicional por
histopatologia y la nueva clasificacion molecular, no han arrojado resultados satisfactorios y en
cambio, han generado controversia; aunque ambos métodos hacen una clara distincion entre los
tumores que sobre-expresan HER2, los RE(+) y los RP(+). Estos tres marcadores son criticos
para la eleccion del tratamiento adecuado, déndosele terapia hormonal (tamoxifeno y en

ocasiones con quimioterapia) a pacientes positivos para RE y RP y terapia especifica
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(trastuzumab) para los tumores HER2(+). Estos tratamientos han demostrado mejor efectividad y
han impactado en mejorar los periodos libres de enfermedad y la supervivencia [20, 21]. Esta
caracterizacion implica la existencia de un subtipo de cancer que carece de la expresion de
cualquiera de estos tres marcadores y que se ha clasificado como negativo para RE, RP y HER2,
denominado por eso, CM triple negativo (CMTN) [22-24], para el cual las opciones terapéuticas
estan limitadas y el prondstico es pobre. Este subtipo es actualmente objeto de una intensa

investigacion.

Cancer de Mama Triple Negativo (CMTN).

Segun se describié en el parrafo anterior, los CMTN se definen por la falta de expresion
de RE, RP y HER2/neu. Este subtipo representa aproximadamente el 15-30% de todos los tipos
de cancer mamario en diversos estudios retrospectivos. Este subtipo de neoplasia parece ser
mas frecuente en mujeres premenopausicas jovenes, en mujeres con ancestro africano y en
mujeres latinoamericanas [25]. Un estudio retrospectivo en México con 110 pacientes reportd
15% de los casos de cancer mamario precoz en la categoria triple negativo y sefialé mayor
marcacion tumoral para Ki67 [26]. Otro estudio retrospectivo realizado en Arabia Saudita de 113
casos reportd que la edad mediana fue 42 afios, 76% eran pre-menopausicas y 21% tenian
historia familiar de cancer mamario. Los autores observaron que todos los tumores tuvieron una
evolucion agresiva, aunque la naturaleza retrospectiva y la correlacion clinica desfavorable
dificultan la interpretacion [27]. Sin embargo, los dos estudios anteriores contrastan notablemente
con los del trabajo realizado por un grupo italiano, con mas de 3,500 pacientes con cancer
mamario precoz, que hallé solamente 4% de casos CMTN, e identificd una proporcién casi doble
de tumores de alto grado (63%) [28]. Debido a la ausencia de conductas de tratamiento

sistematicas especificas, este subgrupo de pacientes suele recibir terapia estandar, aunque
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presentan una alta tasa de remision tumoral y metastasis. Histologicamente, estos tumores son
pobremente diferenciados y generalmente se ubican dentro del grupo basal, siendo positivos

para las CKs 5y 6.

Los analisis de expresion global en tejido muestran que estos tumores forman un grupo
homogéneo en términos de transcripcion de genes, y exhiben similitudes con los canceres
mamarios asociados a mutaciones en el gen BRCA-1. En la busqueda de marcadores
moleculares para este tipo de cancer, se han observado mutaciones que conducen a la expresion
alterada de genes como EGFR, TP53, BRCA1, C-KIT y trastornos en vias metabdlicas como
apoptosis dirigida por caspasas y BCL. Estos trabajos aislados aun no han sido validados en
otros grupos o en otras poblaciones, pero han generado enormes expectativas, pues estos genes
podrian ser candidatos, no solo como biomarcadores moleculares, sino como blancos

terapéuticos [29-31].

Tratamiento del CM.

El tratamiento a nivel mundial y con énfasis en Estados Unidos de América esta basado
en guias desarrolladas por expertos, como la asociacion estadounidense de oncologia clinica
(ASCO por sus siglas en inglés), en las cuales se les explica a las pacientes el panorama general
del tratamiento disponible para cada caso, dependiendo de las caracteristicas histopatologicas
del tumor, asi como las caracteristicas clinicas de las pacientes. Las opciones del tratamiento,

de acuerdo a estas guias, dependen de varios factores entre los que se mencionan:

1. Estadio y grado del tumor.

2. Estado de receptores hormonales (RE, RP) y estado de HER2.
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3. Edad de la paciente, estado de salud general y preferencias en la eleccion del
tratamiento.

4. Estado de menopausia de la paciente.

5. Presencia de mutaciones conocidas en los genes hereditarios implicados en el CM

(BRCA1y BRCA2).[32]

En México las decisiones sobre el tratamiento de casos con CM se basan en la norma
oficial mexicana NOM-041-SSA2-2002, Para la prevencion, diagnéstico, tratamiento, control y

vigilancia epidemiologica del cancer de mama [33], la cual describe lo siguiente:

Cirugia: es la extirpacion del tumor y del tejido circundante durante una operacion. La cirugia
también se utiliza para evaluar ganglios linfaticos cercanos axilares. En general, cuanto mas
pequefio es el tumor, mas opciones quirirgicas tienen las pacientes. Los tipos de cirugia
incluyen: 1)Tumorectomia (extirpacion del tumor y un pequefio margen de tejido normal “limpio”
(sin cancer) alrededor del tumor) y 2)Mastectomia (extirpacion quirirgica de toda la mama). Los
tratamientos quirurgicos se pueden nombrar como conservador, radial curativo, radial paliativo y
reconstructivo segun sus caracteristicas[33]. En los casos de carcinomas in situ, los
procedimientos a emplear son la escisién local amplia, escisidon local mas radioterapia mas
hormonoterapia, y mastectomia total, mientras que para los tumores con estadios | y Il la cirugia
es el tratamiento inicial de elecciéon y puede ser radical (mastectomia radical modificada) o
conservadora (escisién amplia con margenes adecuados, diseccién axilar y radioterapia
postoperatoria al tejido mamario). En el caso de tumores de estadio Il el tratamiento de inicio es
sistémico, seguido de un procedimiento locorregional (cirugia y radioterapia) para posteriormente

consolidar con quimioterapia. Finalmente, en tumores de estadio IV, enfermedad diseminada, la
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cirugia es unicamente paliativa ya sea en el tumor primario, en los sitios de metastasis, 0 en

ambas[33].

Los procedimientos quirurgicos iniciales requieren en ocasiones de la combinacion de
esquemas terapéuticos sistémicos y/o locorregionales complementarios como: la radioterapia
(complementaria o paliativa), quimioterapia (neoadyuvante, adyuvante o paliativa) y terapia

hormonal (adyuvante o paliativa)[33].

Radioterapia: El uso de radioterapia en carcinomas in situ es un tratamiento conservador que
consiste en radioterapia postoperatoria al tejido mamario. Las indicaciones de la radioterapia
postoperatoria en estadios | y Il se deben utilizar como complemento de cirugia conservadora. En
estadio lll, el tratamiento de inicio es sistémico, seguido de un procedimiento locorregional
(cirugia y radioterapia) para posteriormente consolidar con quimioterapia y en los tumores de

estadio 1V la radioterapia es paliativa en metéstasis 6seas y en sistema nervioso central.[33].

Quimioterapia: En estadios tempranos (I y Il) el tratamiento es sistémico con quimio y/o
hormonoterapia, posterior a tratamiento quirdrgico. Este tratamiento (adyuvante) se aplica a la
paciente que fue tratada inicialmente con cirugia, y en la cual existe la posibilidad de recurrencia
o recaida local o enfermedad metastasica a distancia (esto determinado por factores pronéstico).
La quimioterapia, en términos generales, se debe recomendar en las mujeres menores de 50
afos. En pacientes mayores de 50 afios con una alta posibilidad de recurrencia, se recomienda el
uso de quimio y hormonoterapia secuencial. En estadio Ill, el tratamiento de inicio es sistémico,
seguido de un procedimiento locorregional (cirugia y radioterapia) para posteriormente consolidar

con quimioterapia. En enfermedad diseminada (estadio 1V) el tratamiento inicial es sistémico, la
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quimioterapia si el tumor no posee receptores hormonales, un gran volumen tumoral, hay

enfermedad visceral y el crecimiento tumoral es rapido[33].

Terapia dirigida: Terapia hormonal: Este tratamiento se debe recomendar cuando existen
receptores hormonales positivos en el tumor independientemente de la edad[33]. La terapia
hormonal es otra forma de terapia sistémica. Se usa con mas frecuencia como terapia adyuvante
para ayudar a reducir el riesgo de que el cancer regrese después de la cirugia, aunque también
puede ser usada como tratamiento neoadyuvante. También se usa para tratar el cancer que se
ha propagado o ha regresado después del tratamiento. Un ejemplo de terapia hormonal es el uso
de tamoxifeno, el cual bloquea los receptores de estrégeno en las células cancerosas del seno.
Esto evita que el estrogeno se adhiera a las células y le indique que crezcan y se dividan.
Aunque el tamoxifeno actia como un antiestrégeno en las células de mama, actia como un
estrégeno en otros tejidos, como el Utero y los huesos. Otro ejemplo de terapia hormonal es el
uso de inhibidores de la aromatasa que consiste en tres medicamentos que detienen la
produccion de estrégeno en las mujeres posmenopausicas, han sido aprobados para tratar el
cancer de mama tanto avanzado como en etapa inicial: el letrozol (Femara) y anastrozol
(Arimidex) y exemestano (Aromasin). Estos medicamentos bloquean una enzima (aromatasa) en
el tejido adiposo que es responsable de producir pequefias cantidades de estrogeno en las
mujeres que han pasado por la menopausia. Los inhibidores de la aromatasa no pueden detener
la produccion de estrégeno por parte de los ovarios, por lo que sdlo son eficaces en mujeres
cuyos ovarios no estan funcionando (como después de la menopausia). Hasta el momento, cada
uno de estos medicamentos parece ser tan eficaz como los otros medicamentos en el tratamiento

del CM[34].
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La eleccion del tratamiento la hace el médico con consentimiento del paciente. En los
casos de CM de estadio temprano como el carcinoma ductal in situ (CDIS) o el CM invasivo de
estadio temprano, la eleccién general es recomendar la cirugia para extirpar el tumor,
extrayéndose ademas una pequefia area de tejido normal que rodea al tumor para asegurarse de
extirpar todo el tumor, sin embargo pueden quedar células cancerigenas en la mama o en otra

parte del organismo.

En el caso del CMTN, la norma oficial mexicana NOM-041-SSA2-2002, menciona que en
los casos de tumores con receptores hormonales negativos, un gran volumen tumoral, hay
enfermedad visceral o el crecimiento tumoral es rapido, la eleccion a tratamiento es quimioterapia
sistémica, ya sea adyuvante o neoadyuvante. Esta descrito que los tumores triple negativos son
mas sensibles a regimenes de quimioterapia, sin embargo tienen periodos mas cortos de
recurrencia y sobrevida, lo que los caracteriza como tumores agresivos y de mal pronostico.
Dado lo anterior, el desarrollo de metodologias que permitan identificar blancos terapéuticos en
estos tumores es de gran importancia, asi como encontrar firmas genéticas que permitan predecir

la buena o0 mala respuesta al tratamiento sistémico con quimioterapia.
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1.2. Abordaje molecular y gendmico en cancer de mama

El primer abordaje molecular en CM fue a partir del descubrimiento de los genes BRCA1 y
BRCA2, los cuales han sido asociados al CM hereditario y/o familiar como los genes de alta
penetrancia. La penetrancia es el riesgo que cada mutacion confiere de desarrollar CM y/u
ovario. Basados en los datos de multiples casos familiares, The Breast Cancer Linkage
Consortium (BCLC) ha estimado que las mujeres portadoras de mutaciones en BRCA1 tienen un
riesgo acumulado para CM de 87% y de ovario del 44% a la edad de 70 afios[35]. El riesgo
estimado para mujeres portadoras de mutaciones en BRCA2 es de 84% para CM y de 27% para
cancer de ovario [36]. El gen BRCA1 esta compuesto de aproximadamente 100 kb de DNA
gendmico y tiene 24 exones de los que 22 son transcritos. Su estructura es inusual, con la
mayoria de los exones en el rango esperado de 100-500 pb, pero con el exdn 11 constituyendo
aproximadamente el 60% (alrededor de 3500 pb) de la regién codificante. Origina un RNAm de
7.8 kb de longitud del cual se traducen 5592 nuclettidos, produciendo una proteina de 1863
aminoacidos [37]. Después del descubrimiento del gen BRCA1, se observé que muchas de las
familias con un patron claramente hereditario no presentaban mutaciones en este gen, por lo que
se sospechd la existencia de un segundo gen 0 mas genes de susceptibilidad al CM. Progresos
iniciales para la identificacion de ese segundo gen siguieron al analisis de ligamiento de 22
familias con multiples casos de aparicion temprana de CM y al menos un caso de cancer de
ovario, pero que no presentaban ligamiento con marcadores en el gen BRCA1 [38]. Esos
estudios dieron como resultado la localizacidn de este segundo gen, en el cromosoma 13 en las
bandas 13q12-13; mas especificamente en una regién flanqueada por los marcadores D135289
y D13S267 [39]. El gen BRCA2 esta compuesto de aproximadamente 70 kb de DNA gendmico y

tiene 27 exones, de los cuales 26 son transcritos. Al igual que para BRCA1, la mayoria de los
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exones estan en el rango esperado de 100-500 pb, pero con un exon 11 constituyendo
aproximadamente la mitad de la region codificante. Origina un RNAm de 14.5 kb de longitud que
es traducido en una proteina de 3418 aminoacidos [40]. Ademas de estos genes existen otros
genes de baja penetrancia que han sido asociados al CM como son: CHEK2, ATM, BRIP1,

PALB2, CASP8 TGFB1, RAD51 y Abraxas. [41]

La estrategia de buscar genes candidatos en alguna enfermedad tiene la ventaja de ser una
estrategia rapida y barata para detectar mutaciones en genes de los cuales se sospecha sean la
principal causa genética de una enfermedad, sin embargo en enfermedades complejas y
multigénicas, como es el cancer, el analizar un solo gen puede perder la perspectiva general de
lo que pasa en el microambiente del tumor. A pesar de esto, la busqueda de mutaciones o de
patrones de expresion modificados en genes candidatos nos puede ayudar a encontrar

biomarcadores con valor diagndstico, pronostico y/o de repuesta a tratamiento.

La importancia del gen BRCA1 ya se ha mencionado en pérrafos anteriores, ademas de este
gen, existen otros genes importantes como EGFR, TP53 y PTPN12 que participan en procesos
celulares claves para el desarrollo del tumor como es la proliferacion, diferenciacion y arresto del
ciclo celular. La expresion de estos genes solo han sido analizados de manera aislada y en
ocasiones en otros tipos de tumor y no en CM. Este conjunto de cuatro genes nos puede indicar
la respuesta al tratamiento neoadyuvante en pacientes con CM. Por esta razén, en este estudio
se analizd la expresion de estos cuatro genes mediante PCR en tiempo real en muestras de

tejido de CM antes y después del tratamiento.
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BRCA1

El gen BRCA1 codifica para una fosfoproteina con importancia en la estabilidad genémica, es
considerado un gen supresor de tumores. La proteina codificada por BRCA1 participa también en
la transcripcion, reparacion de DNA en roturas de doble cadena, y en la recombinacion. Las
mutaciones en este gen son responsables de aproximadamente 40% de los tumores de mama

hereditarios y mas del 80% de los tumores de mama y ovario hereditarios.

A pesar de que el gen BRCA1 ha sido relacionado con la presencia de CM hereditario, no se
encuentran estudios sobre la expresion del mRNA en tumores de mama. Recientemente, en
muestras de cancer de esdfago, Gao y colaboradores[42] analizaron la expresion de este geny la
correlacionaron con tasas de respuesta a tratamiento de quimioterapia o quimio-radioterapia
basadas en cisplatino o docetaxel, encontrando que la expresion del mMRNA de BRCA1 puede ser
un marcador predictivo y prondstico en pacientes con cancer de eséfago que pasen por
tratamiento de primera linea basados en estos medicamentos[42]. En otro estudio, pero de
cancer de pulmon de células no pequefias metastasico, Santarpia y colaboradores, evaluaron la
expresion de once genes entre los cuales incluian a BRCA1 en muestras de pacientes con
resultados de quimioterapia basada en platino, encontrando que la combinacién de la expresion
de BRCA1 y el gen AEG-1 (astrocyte elevated gene-1) como un probable modelo prondstico en

pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias metastasico [43].
EGFR

El gen EGFR codifica para una glicoproteina transmembranal miembro de una superfamilia de
protein-quinasas. Dicha proteina es un receptor de membrana de la familia de factores de

crecimiento epidérmico, que al unirse a su ligando induce la dimerizaciéon del receptor y la
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autofosforilacion de la parte tirosina de la proteina y desencadena la proliferacion celular. Las
mutaciones en este gen han sido asociadas principalmente a cancer de pulmén, sin embargo al
ser miembro de la superfamilia de factores de crecimiento epidermal, y sabiendo que el miembro
2 de dicha familia (HER2) es un blanco terapéutico en tumores de mama, es importante evaluar

la expresion del gen EGFR en tumores de mama.

La expresion del mRNA del gen EGFR en tumores de mama ha sido reportado previamente por
Meseure y colaboradores[44] reportando una baja expresion en los tumores de mama en general,
pero al agrupar dichos tumores de acuerdo a su estado de RE, RP y HER2, se revelé que los
tumores triple negativos tienen una sobre expresion de este gen, mientras los tumores que no
son CMTN tienen una expresion baja[44]. Sin embargo es necesario validar estos resultados en

nuestra poblacién.
PTPN12

La proteina codificada por el gen PTPN12 es miembro de la familia tirosina- fosfato y regulan una
gran variedad de procesas celulares como el crecimiento celular, diferenciacion celular y ciclo
mitético, asi como la transformaciéon oncogénica. Esta proteina se ha descrito que se une y
desfosforila el producto del oncogen c-ABL y por lo tanto puede tener un papel en la
oncogénesis. Ademas este gen ha sido descrito como un gen supresor de tumores en el

CMTN[45].

El gen PTPN12 se ha descrito con bajos niveles de expresion (tanto de mRNA como de proteina)
en tumores de mama provenientes de China, no solo en los tumores triple negativos, Ademas la
baja expresion de PTPN12 ha sido correlacionada con el tamafio tumoral, la metastasis a

nddulos linfaticos, metéstasis a distancia, el grado histoldgico y el tiempo de sobrevida[46]. Xunyi
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y colaboradores también encontraron hipermetilacion en islas CpG en el promotor del gen que
ocurria mas frecuentemente en casos de CM, asi como en lineas celulares de CM con baja
expresion del mismo gen[46]. La baja expresién de la proteina también ha sido confirmada por

Wu y colaboradores[47] pero en tumores de CMTN, en la misma poblacion.
TP53

Este gen es un gen supresor de tumores cuya proteina responde al estrés celular para regular la
expresion de genes blanco, induciendo el arresto del ciclo celular, apoptosis, senescencia,
reparacion del DNA o cambios en el metabolismo celular. Las mutaciones en este gen estan

asociadas con una gran variedad de tipos de cancer

En CM recientemente se ha reportado sobre expresién de la proteina de p53 en poblacion de
Japon. Ademas la sobre expresidn de esta proteina fue asociada a una buena respuesta a la
terapia neoadyuvante con antraciclinas y taxanos, esto medido en muestra de biopsia con aguja

gruesa antes del tratamiento[48]

Perfiles de expresion genodmica, firmas genéticas y CM.

La gran variabilidad que existe entre cada tumor en las pacientes con CM se refiere a menudo a
la heterogeneidad intertumoral se reconoce clasicamente a través de diferentes tipos de
morfologia, subtipos de expresion, o clases de patrones de nimero de copias gendmicas, entre
otras diferencias. La variacion dentro de un solo tumor, heterogeneidad intratumoral , ha sido
durante mucho tiempo observado por histopatologos como sectores de diferente morfologia o
comportamiento de tincién dentro del mismo tumor y mas recientemente ha sido definida a nivel
molecular por las diferencias genéticas observadas en las subpoblaciones de tumores e incluso
entre células malignas individuales. A medida que empezamos a entrar en la era del genoma
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completo de secuenciacion de ADN, una gran cantidad de datos esta comenzando a emerger a

arrojar luz sobre la evolucion del cancer.

El primer trabajo que hizo el analisis de expresion considerando paneles de genes en lugar de
genes individuales fue el trabajo de Perou y colaboradores [4], en donde con la ayuda de perfiles
moleculares (utilizando microarrays de DNA complementarios que representaban 8.102 genes
humanos) se logro clasificar los tumores de mama, generando un retrato molecular distintivo de
cada tumor. Después de este trabajo, han surgido una serie de aproximaciones que tratan de
correlacionar los perfiles de expresion genémica con factores pronosticos, y el primer estudio que
tuvo éxito en esto fue el trabajo de van de Vijver y colaboradores [9], el cual describi6 una firma
genética de 70 genes que predicen el buen o mal pronostico en mujeres jovenes con CM,
mientras el estudio realizado por Paik y colaboradores [49] analizd 21 genes que predicen la
recurrencia del CM en pacientes con tratamiento con Tamoxifeno, ambos trabajos han puesto las
bases para el uso de firmas genéticas con valor prondstico para la enfermedad y tratamiento en
la practica clinica diaria, siendo ambas firmas las unicas hasta el momento comercializadas como

MammaPrint y OncotypeDX respectivamente.

En cuanto a la prediccidon de la respuesta al tratamiento con quimioterapia (muy comdn en
nuestro pais) existen dos trabajos que evallan la respuesta a tratamiento neoadyuvante,
abordaje que permite evaluar muestra de tejido en el momento de la biopsia y después del
tratamiento con quimioterapia en el momento de la cirugia, lo que nos ayuda a realizar un anélisis
en el tejido de la expresion diferencial causada por el tratamiento aplicado. El estudio de
Gonzalez-Angulo y colaboradores [50] evalud 21 pacientes con muestras pareadas de antes y
después del tratamiento neoadyuvante encontrando que en algunas pacientes entre las muestras

de biopsia y cirugia habia diferente subtipo molecular, causado probablemente por los cambios
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en el porcentaje de celularidad de una muestra y otra, ademés describio algunas vias de
sefalizacion enriquecidas en las muestras después del tratamiento (metabolismo y biosintesis de
energia) y otras empobrecidas (células inmunes y via Sonic hedgehog). Por otro lado, Vera-
Ramirez y colaboradores evaluaron 33 pacientes con muestras pareadas de tejido antes y
después del tratamiento (el mismo tratamiento neodyuvante en todos los casos) y entre sus
hallazgos principales tenemos un conjunto de 30 genes que describen con un cambio positivo en
la respuesta a la quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos en pacientes con buena
respuesta patoldgica al tratamiento, estos genes estan en comun pero con diferente expresion
entre un grupo de buena respuesta y mala respuesta. Ademas incluyen analisis de redes de los
genes relacionados quimiorresistencia, sobrevida, invasion y migracion. El analisis de vias reveld

que las redes del transcriptoma se centran en dos genes: CTNNB1 y HIF1.

En nuestro pais los estudios de perfiles de expresion se han limitado a dos trabajos (Garcia y
cols. 2005 y Valladares y cols. en el 2006) en los cuales se han descrito la expresion genémica
con microarreglos que comparan entre tejido tumoral y tejido normal de mama, sin evaluar el
tratamiento[51, 52]. Garcia y cols., encontraron sobre expresado el gen bik/NBK en 14 de 15
muestras, sugiriendo el probable papel de éste como un factor prondstico y/o posible objetivo
terapéutico en el tratamiento de CM, mientras que Valladares y cols., en su estudio, sugieren la
utilidad de la estrategia utilizada por ellos para identificar nuevas regiones cromosomicas y genes
involucrados con el desarrollo de procesos neoclasicos y objetivos terapéuticos. En este trabajo
se realizd un analisis de expresion diferencial en muestras de tejido antes y después del

tratamiento para identificar firmas genémicas que puedan predecir el pronostico en las pacientes.
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Secuenciacion masiva como una alternativa en el estudio de CM.

Desde el estudio de genes candidatos de alta penetrancia para el CM (BRCA1/2) se ha utilizado
la metodologia de secuenciacion de Sanger para encontrar o confirmar probables mutaciones en
estos genes o en los de baja penetrancia, sin embargo a partir del primer borrador del proyecto
del genoma humano se ha observado un fuerte adelanto tecnoldgico en los ultimos afios en el
area de la secuenciacion, lo que ha permitido el desarrollo de nuevas metodologias para la
secuenciacion masiva, con la cual es posible secuenciar no solo una parte del gen o un solo gen
por completo, sino evaluar la secuencia de multiples genes y muestras de manera simultanea de
manera mas factible fisica y econdmicamente. Sin embargo, se encuentran actualmente
disponibles solo para un pufiado de casos de alta resolucion de datos de secuencias de ADN, y
en el nivel actual de la tecnologia, la incorporacion de la secuenciacion del genoma completo en
los ensayos clinicos es muy problematico. El reto es hacer el mejor uso del gran cuerpo de
conocimiento que se ha adquirido utilizando métodos de resolucion mas baja para dirigir los
estudios de NGS para tener el mayor impacto en el manejo clinico de la enfermedad. Uno de los
abordajes actuales, en lugar de la secuenciacion del genoma completo es la secuenciacion en
paralelo de grupos de genes candidatos mediante NGS. Existen varias casas comerciales que
han lanzado sus plataformas para NGS y a la vez han disefiado estuches que permiten
secuenciar paneles de genes para determinadas caracteristicas clinicas, entre ellas estan los
paneles de genes para cancer. Estos estuches incluyen los reactivos necesarios para la
amplificacién y generacion de liberarias de secuencias de genes asociados a cancer, y de esta
manera en ensayos rapidos y no muy costosos se obtienen las secuencias de los genes

seleccionados en varios muestras de tumores, en una sola corrida.
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Una de estas plataformas es la secuenciacion por semiconductores (lon Torrent) que ha tenido
auge en los ultimos afios. Esta plataforma se basa en la deteccion de cambios en el pH definidos
por la liberacion de iones de hidrogeno al unirse un nuevo nucleotido en la cadena de DNA en
proceso de sintesis. El uso de plataformas de secuenciacion de nueva generacion, como lon
Torrent, se ha aplicado en investigaciones sobre cancer en muestras dificiles como lo son: acidos
nucleicos circulantes aislados de plasma[53], muestras de aspiracion de aguja fina de tumores
solidos (frescos o de bloques de células) y biopsias de tejido fijado en formol y embebido en
parafina (FFPE)[54]. En el caso de DNA gendémico (QDNA) proveniente de muestras de tejido
FFPE, el desarrollo de metodologias que parten de una cantidad muy pequefia de DNA para la
construccion de librerias como AmpliSeq ha ayudado a evaluar la secuencia en regiones de
interés de un gran numero de genes de manera simultanea en muestras con baja
concentracion[55] y calidad del DNA. Mediante la amplificacion simultdnea de productos de PCR
multiples y su posterior secuenciacion, la metodologia de AmpliSeg-lonTorrent tiene gran utilidad
en la busqueda de conjuntos de mutaciones en un mayor numero de muestras[56]. La
combinacion de la metodologia de AmpliSeq con la secuenciacién basada en semiconductores
permite una manera répida de genotipificar muestras de cancer usando un panel de genes
relacionados con cancer con una profundidad de lecturas promedio de 2000X en corto
tiempo[57]. Esta metodologia ha sido aplicada ya en varios estudios, por ejemplo el trabajo de Lu
y cols. [58] en el cual utilizan un panel de genes relacionados con enfermedades hereditarias
(Inherited Disease Panel) que es capaz de amplificar las regiones codificantes de 328 genes
(FBN1, TGFBR1 y TGFBR2), en este caso se buscaba analizar mutaciones en pacientes con el
sindrome de Marfan, usando muestras de DNA de sangre periférica logrando identificar
mutaciones patogénicas en el gen FBN1, validando todas las mutaciones con secuenciacion de

Sanger[58]. Otros estudios han validado ya sea el Cancer Panel (utilizado en el presente trabajo)
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0 paneles personalizados en distintos tipos de cancer como es el cancer de pulmén de células no
pequefias [59, 60]. La validacion de esta metodologia también ha sido evidenciada en varias
ocasiones, por ejemplo en el estudio de Singh y cols.[61], en el cual se analizaron 70 muestras
de tejido FFPE cuyo DNA fue utilizado para amplificar regiones incluidas en el Cancer Panel. De
estas 70 muestras se conocia mutaciones en 22 especimenes y se secuenciaron al mismo
tiempo 48 especimenes en otras plataformas de secuenciacion (Sequenom MassArray System y
secuenciacion de Sanger). Las variantes encontradas fueron confirmadas con plataformas
alternas a excepcion de una (una substitucién de un solo nucleétido)[61]. Por otra parte,
Beadling y cols.[57] validaron también el Cancer Panel usando 45 muestras de tejido tumoral
FFPE, de las cuales de 29 ya conocia la presencia de 53 mutaciones puntuales y 19 indels
detectados usando genoatipificacion por espectrofotometria de masas (Sequenom MassArray)[62],
teniendo una sensibilidad del 100% (95% 1C=97.3-100%) y una especificidad del 95.1% (95% IC=

91.8-98%), esto en la deteccion de mutaciones puntuales.

En este trabajo utilizaremos esta metodologia (anélisis de paneles de genes mediante NGS) en
un grupo de muestras embebidas en parafina. La ventaja del uso de paneles de genes como el
AmpliSeq radica en la capacidad de analizar si no el genoma completo o un gen completo, si
puntos calientes de mutaciones o “hot spots” de genes de interés, usando muestras valiosas pero
con dificultad para obtener DNA de buena calidad y cantidad como exigen protocolos de
secuenciacion de Sanger o tradicional, como lo son muestras de tejido FFPE. En el caso de los
tumores de CMTN, al ser poco frecuentes, es dificil recolectar una muestra grande de pacientes
en forma prospectiva, por lo que el uso de muestras de tejido FFPE de tumores de CMTN puede
facilitar el analisis y la busqueda de probables blancos terapéuticos en estos tumores que

carecen de terapia dirigida.
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2. JUSTIFICACION

El CM es un problema de salud a nivel mundial, en nuestro pais es frecuente el diagnostico de
tumores de mama en etapas avanzadas, donde la terapia dirigida no es viable, por lo que gran
parte de las pacientes atraviesan por un proceso de quimioterapia sistémica con una respuesta al
tratamiento adyuvante o neoadyuvante muy variado. A pesar de la gran cantidad de trabajos de
investigacion que se publican cada afio aun es necesaria la busqueda de biomarcadores y
blancos terapéuticos para personalizar el tratamiento oncoldgico, asi como el desarrollo de
indicadores predictivos de la buena o mala respuesta al tratamiento de quimioterapia sistémica.
La busqueda masiva de dichos biomarcadores se ha incrementado gracias al uso de
microarreglos de expresion, asi como de secuenciacidn masiva; metodologias que permiten
analizar los cambios en perfiles de expresion y ademés la presencia de mutaciones en
oncogenes Yy genes supresores de tumores que pueden ser responsables de la agresividad del
tumor y/o de la variabilidad en la respuesta de las pacientes al tratamiento. Por lo que el
desarrollo de firmas genéticas con valor predictivo que ayuden a la conocer a priori la respuesta
al tratamiento, asi como la identificacién de nuevos blancos terapéuticos en CMTN es una

prioridad en nuestro pais.

En este trabajo se utilizaron métodos moleculares y plataformas genémicas para identificar
biomarcadores de valor prondstico y de respuesta a tratamiento, en un grupo de muestras

provenientes de pacientes con CM, antes y después del tratamiento.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar vias de sefializacion afectadas en pacientes con CM mediante perfiles de expresion

global, expresion de genes candidatos y secuenciacién masiva que permitan la identificacion de

biomarcadores, firmas genéticas con valor pronostico y blancos terapéuticos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Analizar los perfiles de expresién global mediante microarreglos de expresion en
pacientes con CM antes y después del tratamiento *.

Analizar y comparar la expresion de los genes BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53 *.
Evaluar la presencia de mutaciones de un panel de genes relacionados con cancer en un
grupo de pacientes con CM por secuenciacion de nueva generacion.

Identificar y seleccionar blancos moleculares o rutas de sefalizacion que determinan la

naturaleza del tumor para proponerlos como marcadores en la decision terapéutica.
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4, MATERIAL'Y METODOS

4.1. Materiales
Consumibles

Material requerido para la toma de muestras: agujas y tubos con anticoagulante EDTA de BD
Vacutainer (Flanklin Lakes, NJ), aguja de TruCut numero 14 Gauge de Bard® (Tempe, AZ), tubos

de plastico de 2 mL de Corning (Corning, NY).

Material requerido para la extraccion de acidos nucleicos: tubos de 0.2, 0.6, 1.5y 2.0 mL de
Eppendorf (Hamburgo, Alemania), hojas de bisturi de Hergom (México, D.F.), cajas Petri de SyM
laboratorios (Puebla, Puebla), puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL, tubos de 15 mL y criotubos
de 2 mL de Corning (Corning, NY) y perlas de acero de 5 mm (Satinless Steel Beads 5mm) de

Qiagen (Maryland, USA).

Material requerido para andlisis qPCR Tiempo Real: tubos de 0.2, 0.6, 1.5y 2.0 mL de Eppendorf
(Hamburgo, Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL de Corning (Corning, NY), placas y

films para termociclador ABI PRISM 7000 de Life Technologies (Carlsbad, CA).

Material requerido para microarreglos: tubos de 0.2, 0.6, 1.5y 2.0 mL de Eppendorf (Hamburgo,

Alemania) y puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL de Corning (Corning, NY).

Material requerido para secuenciacion tubos de 0.2, 0.6, 1.5y 2.0 mL de Eppendorf (Hamburgo,
Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200, 1000 uL y kit para filtracién de 500 mL de Corning
(Corning, NY), placas y films para termociclador ABI PRISM 7000 de Life Technologies

(Carlsbad, CA).
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Reactivos

Reactivos requeridos para la toma de muestras: RNAlater de Qiagen (Maryland, USA) y etanol de

J.T. Baker (USA).

Reactivos requeridos para la extraccion de acidos nucleicos: Xilol y Etanol de J.T. Baker (USA),
Histopaque, y PBS de Sigma-Aldrich (Seelze, Alemania), RNeasy Fibrous tissue mini kit, DNeasy
Blood and Tissue kit, QlAamp DNA FFPE Tissue kit de Qiagen (Meryland USA), Quant-iT™
PicoGreen ® dsDNA Reagent and Kit de Invitrogen (Carlsbad, CA), Experion RNA Analysis Kits,
Agarosa, TRIS, EDTA, buffer de carga, marcador de peso molecular 100-1000 y Bromuro de

Etidio de Bio-Rad (Hercules, CA) y acido borico de Amresco (Solon, OH).

Reactivos requeridos para analisis qPCR Tiempo Real: High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Sondas TagMan (EGFR: Hs01076078_m1, PTPN12: Hs00184747_m1,
BRCA1: Hs01556193_m1, PT53: Hs01034249_m1) y TagMan Universal Master Mix de Life

Technologies (Carlsbad, CA) y Agua grado molecular Accugene (Walkersville, Maryland).

Reactivos requeridos para microarreglos: GeneChip 3'IVT Express Kit y GeneChip Hybridation,
Wash and Stain kit de Affymetrix (Santa Clara, CA), Experion RNA Analysis Kits de Bio-Rad

(Hercules, CA) y etanol de J.T. Baker (USA).

Reactivos requeridos para secuenciacion: kit lon AmpliSeq™ Cancer Panel v1 (primer pool), lon
AmpliSeq™ Library Kit 2.0, lon Xpress™ Barcode Adapters Kit, kit lon Library Quantitation Kit, lon
OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL, lon Sphere™ Quality Control Kit, lon PGM™ 200
Sequencing Kit y lon 316™ Chip Kit de Life Technologies (Carlsbad, CA), etanol de J.T. Baker

(USA) y Agencourt AMPure XP de Beckman Coulter (Pasadena, CA).
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Material Biolégico

Muestras: Tejido fresco de mama (biopsia y cirugia), tejido de mama embebido en parafina,
sangre periférica con EDTA y acidos nucleicos: DNA genomico (gDNA), RNA total (RNA), DNA

complementario (cDNA), RNA amplificado (aRNA).
Equipo

Equipo utilizado para la toma de muestras: Centrifuga para tubos 2 mL y 15 mL de Eppendorf

(Hamburgo, Alemania), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York).

Equipo utilizado para la extraccion de acidos nucleicos: Centrifuga tubos 2 mL, Thermomixer de
Eppendorf (Hamburgo, Alemania), TissuLyser de Qiagen (Maryland, USA), Experion™
Automated Electrophoresis Station, camara electroforesis, transiluminador GelDoc XR fuente
poder PowerPac HC de Bio-Rad (Hercules, CA), Qubit fluorometer de Life Technologies
(Carlsbad, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y Nanodrop de Thermo

Scientific (Willminton, DE).

Equipo utilizado para analisis de PCR en Tiempo Real (qPCR): Termociclador veriti y ABI
PRISM® 7000 Sequence Detection System de Life Technologies (Carlsbad, CA), Campana de
PCR de UVP (Upland, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y centrifuga

minispin de Labnet (Edison, NJ).

Equipo utilizado para microarreglos: Termociclador GenAmp de Pelkin Elmer (Waltham,
Massachusetts), thermomixer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania), Nanodrop de Thermo
Scientific (Willminton, DE), Experion™ Automated Electrophoresis Station de Bio-Rad (Hercules,

CA), GeneChip Hybridation Oven 645, GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip Scanner 3000
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7G de Affymetrix (Santa Clara, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y

minispin de Labnet (Edison, NJ).

Equipo utilizado para secuenciacion: Termociclador y Experion™ Automated Electrophoresis
Station de Bio-Rad (Hercules, CA), Campana PCR de UVP (Upland, CA), vortex de Scientific
industries (Bohemia, New York), minispin de Labnet (Edison, NJ), ABI PRISM® 7000 Sequence
Detection System, Qubit fluorometer, lon OneTouch™, lon OneTouch™ ES y lon PGM™

System de Life Technologies (Carlsbad, CA).
Programas computacionales

GeneChip Command Console Software (AGCC) y GeneChip Console Software de Affymetrix
(Santa Clara, CA), DataAssist v3 y Software Partek de Life Technologies (Carlsbad, CA), CLC

Sequence Viewer 6 y Ingenuity Patways Analysis de Qiagen (Maryland, USA).
4.2. Lugar donde se realiz6 el estudio.

Este proyecto se llevd a cabo en el departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, asi como en el Centro de
Investigacién y Desarrollo en Ciencias de la Salud en la Unidad de Biologia Molecular, Genémica
y Secuenciacion de esta misma Universidad. Las muestras fueron recolectadas del Hospital

Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de esta Universidad.
4.3. Diseno del estudio.

Se tratd de un estudio basado en dos grupos independientes de pacientes, el primero fue una
cohorte (analisis de perfiles de expresion y genes candidatos) de tipo prospectiva, longitudinal,

comparativa y observacional en la que se utilizd sangre y muestras de tejidos frescos, mientras la
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segunda fue un estudio transversal (anélisis de paneles de genes mediante secuenciacion de

nueva generacién) de tipo retrospectivo y observacional en muestras embebidas en parafina.

4.4. Poblacion de estudio.

Caracteristicas de la poblacion:

a)

Grupo 1: Se evaluaron pacientes que acudieron con un nédulo mamario, por sospecha
de malignidad. Se incluyeron Unicamente las pacientes con diagnéstico de
adenocarcinoma ductal invasor de glandula mamaria, con base a criterios clinicos e
histopatoldgicos realizados por médicos oncologos y patdlogos del hospital participante,
que reunieron los criterios de inclusion y que fueron sometidas a cirugia.

Grupo 2: se recolectaron muestras de tejido embebido en parafina (FFPE) de pacientes
con CMTN atendidas en el Hospital Universitario “Dr José Eleuterio Gonzalez” durante el

afo 2004-2009, basandose en los criterios de seleccion.

Criterios de seleccion:

a)

Grupo 1: Criterios de inclusién: a) Sexo femenino, b) mayor de 18 afios, ¢) programada
a tratamiento neoadyuvante de Adriamicina y Cliclofosfamida, d) con tumor residual
posterior a la biopsia percutanea, e) tumores >5 c¢m, f) ganglios clinicamente positivos y
g) que acepte entrar al estudio. Criterios de no inclusion: a) Historia o presencia de
otra neoplasia, b) que no acepte entrar al estudio, c) que no vaya a ser sometida a
cirugia, d) que tenga tratamiento diferente y/o e) paciente embarazada. Criterios de
eliminacion: a) Informacién incompleta, b) material escaso de muestras para el anélisis

y/o ¢) muestras degradadas.
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b) Grupo 2: Criterios de inclusidn: a) sexo femenino, b) mayor de 18 afios, ¢) con CMTN
confirmado por histopatologia e inmunohistoquimicas. Criterios de eliminacion: a)
Informacion incompleta, b) material escaso de muestras para el anélisis y/o c) muestras

degradadas.

4.5. Método de muestreo y definicion de variables.

El método de muestreo utilizado es no probabilistico por conveniencia y las variables del estudio

son las siguientes:

Variable __dependiente: ~ Respuesta al tratamiento. Evaluada por el  médico,

disminucion/desaparicion del tumor, no presencia de metastasis. Tipo de variable: categorica.
Respuesta Patolégica Completa (RPC), cuando el tumor ha desaparecido y en la muestra de
cirugia no se presentan células tumorales en el estudio histopatoldgico. Respuesta Clinica Parcial
(RCP), cuando hay una disminucion en el tumor pero aun existe tejido tumoral residual en la
muestra de cirugia al evaluarlo histopatolégicamente. No Respuesta (NR), cuando el tamafio del
tumor no ha disminuido o incluso aumenta después del tratamiento, evaluado clinica e

histopatolégicamente.

Variable independiente: Perfiles de expresion gendmica; analizada por microarreglos para

evaluar la expresion de genes que estén involucrados con la respuesta al tratamiento. El analisis
bioestadistico nos mostrard que genes estan sobre expresados o sub expresados. Tipo de
variable: binomial, sobre-expresado o sub-expresado. Presencia de mutaciones, analizada por
secuenciacion masiva en genes relacionados con cancer, tipo de variable: binomial, presencia o

no de variante o mutacion.
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4.6. Tipos de muestras.

A. Tejido: 1) Biopsia: Se procedio a realizar la biopsia confirmatoria, realizandose en forma
convencional por parte del médico tratante en forma percutanea con aguja de True Cut
numero 14 Gauge (Bard®). Los seis a ocho especimenes se enviaron a estudio
histopatologico y de inmunohistoquimica en forma rutinaria por el laboratorio de
patologia. Dos muestras son reservadas en fresco conservadas en RNA later y
colocadas en refrigerador a -80 °C para extraccién posterior de DNA y RNA. 2) Cirugia:
Después del tratamiento con quimioterapia se sometio a las pacientes a cirugia donde el
médico cirujano extrajo tejido del tumor residual si existia, o tomd una muestra de tejido
en el lugar donde se realizé la biopsia (lugar marcado en la biopsia).

B. Sangre: Una vez confirmado el diagnéstico de CM, fue solicitado a la paciente que
donara una muestra de 5ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA, al mismo
tiempo que se le toman las muestras para los estudios de rutina antes de iniciar el
tratamiento, de esta manera no se hizo puncién adicional. Ademas en el momento de la
cirugia después del tratamiento de quimioterapia también fue tomada una segunda
muestra de sangre periférica de 5 ml en un tubo con anticoagulante EDTA. De las
muestras de sangre fue separado el plasma que se almacend a -80°C para uso posterior
(no incluido en este proyecto) y de las células DNA y RNA fueron extraidos.

C. Tejido embebido en parafina: Se realizd la selecciéon de expedientes de pacientes con

CM que contaran con resultados de patologia en el hospital participante del afio 2004-
2009, y cuyos resultados de inmunohistoquimica indicaran tumores triples negativos. Se
seleccionaron aquellas muestras en las que se pudo confirmar el diagnéstico y los

resultados de inmunohistoquimica y se tomaron dos cortes con microtomo (8 micras) de
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cada bloque del tejido embebido en parafina y fijado en formol. De cada corte se realiz6

extraccion de DNA.

4.7. Descripcion del Disefio:

. Se identificaron a las pacientes que cumplian con los criterios de inclusion para este estudio y
se les tomd muestra de tejido por medio de biopsia programada por su médico, ademas se
solicitd una muestra de sangre periférica.

. El diagnéstico histopatolégico se realizd junto con la clasificacion de las muestras con
marcadores de receptor de estrégenos, receptor de progesterona y la amplificacion del gen
HER2-neu.

. Las pacientes con CM fueron sometidas a un tratamiento de Adriamicina/Ciclofosfamida y
después de concluido el tratamiento fueron sometidas a cirugia.

. Se tomaron dos muestras de tejido y sangre periférica, una antes y una después del
tratamiento indicado.

. En el caso de las muestras de tejido embebido en parafina se realizd una busqueda
retrospectiva de los tumores triple negativos y los que llenaron los criterios de seleccion fueron
muestreados a partir de bloques de parafina.

. A partir de las muestras de tejido se llevaron a cabo extracciones de RNA y DNA, y de las
muestras de sangre se realizaron extracciones de DNA. Todas las muestras de RNA y DNA
obtenidas fueron almacenadas en un bio-banco de acidos nucleicos.

. El RNA del tejido fue utilizado para obtener los perfiles de expresion globales por
microarreglos y de genes candidatos (BRCA1, EGFR, TP53 y PTPN12) mediante PCR en

tiempo real.

pag. 31



8. Con el DNA proveniente del tumor embebido en parafina se realizd la busqueda de
mutaciones usando un panel de genes relacionados con cancer, mediante secuenciacion por
semiconductores.

9. Los datos obtenidos fueron analizados para obtener los perfiles de expresion y por otra parte
la presencia de variantes 0 mutaciones importantes.

10.Se compararon los resultados de expresién y se correlacionaron con la respuesta o no al
tratamiento por parte de la paciente. Mientras que de las muestras analizadas por
secuenciacion se realizé una busqueda exhaustiva de las mutaciones mas comunes entre las
pacientes, su efecto en la proteina y su existencia en otras bases de datos.

11.Se obtuvieron genes claves en la respuesta al tratamiento en pacientes con CM, asi como
vias de sefializacion que concuerdan entre los resultados de perfiles de expresion y

secuenciacion masiva.
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4.8. Esquema general del estudio

Figura 2 Esquema general del estudio. Representacion grafica de la manera en que se realizé el
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4.9. Metodologia experimental
La metodologia utilizada en este proyecto se describe a continuacion:
Extraccion y almacenamiento de acidos nucleicos;

La sangre fue dividida en 2 alicuotas. Estas fueron usadas para extraccion de DNA y RNA

usando estuches de Qiagen.

La extraccion de DNA y RNA fue hecha a partir del tejido congelado, 30 mg maximo de tejido
fueron utilizados y después de homogenizarse en el Tissulyser la extraccion de RNA total fue
realizada. El método de digestion con proteinasa K fue utilizado, asi como la purificaciéon por
columnas de Qiagen DNeasy en el caso de gDNA. Para la extraccion de RNA de las biopsias fue
usado el kit de Qiagen RNeasy que permite la obtencion de RNA de excelente calidad en
biopsias pequefias de tejido. En todos los casos, se siguieron las instrucciones de las casas
comerciales. La calidad del DNA y RNA fue determinada mediante electroforesis convencional
utilizando geles de agarosa al 1% (DNA) y electroforesis capilar utilizando el Experion™
Automated Electrophoresis Station (RNA) y la cuantificacion fue determinada mediante el equipo

NanoDrop ND800O.

A partir de aproximadamente 30 mg de cortes de tejido embebido en parafina la extraccion de
gDNA fue realizada usando el kit QI Aamp DNA FFPE Tissue siguiendo las recomendaciones del
fabricante. La cuantificacion del gDNA se realizé usando el kit Quant-iT™ PicoGreen ® dsDNA

Reagent and Kit, obteniéndose al menos 10 ng de gDNA.
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Analisis de qPCR tiempo real EGFR, BRCA1, PTPN12 y TP53

Se analizaron muestras de mujeres con CM antes y después del tratamiento mediante tiempo
real (QPCR) y sondas TagMan. Para realizar este ensayo, se utilizd RNA total extraido a partir de
tejido de biopsia y cirugia de las pacientes. Se realizo una reaccion de retro-transcripcion con el
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, y a partir del cDNA se realizaron los analisis de
cuantificacion mediante amplificacion por sondas TagMan para cada gen (EGFR:
Hs01076078_m1,  PTPN12:  Hs00184747_m1, BRCA1:  Hs01556193_m1,  PT53:
Hs01034249_m1). La plataforma ABI PRISM® 7000 Sequence Detection fue usada, ademas b-
actina y GAPDH fueron utilizados como genes reporteros para la cuantificacion relativa de la

expresion.
Perfiles de expresion y clasificacion molecular de los tumores

Los perfiles de expresion genémica fueron definidos con el uso de microarreglos utilizando el
protocolo de Affymetrix GeneChip 3'IVT Express Kit como se describe a continuacidn: A partir de
28 pacientes seleccionadas se obtuvieron muestras de RNA total, y se realizé la preparacion de
controles poly A y su agregado al RNA total, posteriormente se sintetiz6 la primera y segunda
cadena de cDNA, para a partir del cDNA realizar la transcripcion in vitro (IVT) y generar aRNA
(RNA amplificado) marcado. EI aRNA marcado fue purificado usando perlas magnéticas, las
cuales se unieron en primera instancia al aRNA y usando un magneto fueron retenidas mientras
fueron lavadas con etanol y soluciones de lavado, y finalmente se eluyeron en una solucién de
elucion donde obtuvimos aRNA marcado purificado. EI aRNA marcado y purificado fue evaluado
por NanoDrop ND8000 para saber si se obtuvo suficiente cantidad para proseguir con la
fragmentacion (minimo 15 ug). La fragmentacion fue realizada usando un buffer de fragmentacion

y una buena fragmentacién fue analizada mediante un chip de Experion™ Automated
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Electrophoresis Station (RNA standard), posteriormente la hibridacion fue realizada, colocando la
muestra en una mezcla de hibridacion dentro de un cartucho o chip Affymetrix HU-U133 Plus 2.0
GeneChip, y dejando hibridar en el horno de hibridacion por 16 horas a 45°C a una velocidad de
rotacion de 60 rpm usando el GeneChip Hybridation, wash and stain kit. Cuando la hibridacion
fue terminada, la muestra y la mezcla de hibridacion fue retirada del cartucho, este fue rellenado
con solucién Holding buffer y fue lavado en la estacion de fluidos 450 de la plataforma de
Affymetrix, el programa para el tipo de cartucho indicado fue seleccionado y en este proceso
incluyo lavados con buffers de lavado incluidos en el kit, asi como el uso de soluciones de tincion
para poder ser detectada la sefial en el escaner. Al finalizar la estacién de fluidos, el cartucho fue
llenado con holding buffer y evitando que se hubieran generado burbujas, se coloca en el escaner
de Affymetrix donde fue escaneado y fue generado tanto la imagen como los archivos necesarios

para su posterior analisis usando el software Affymetrix Microarray Suite version 5.0.0.032.

Deteccion de mutaciones del panel de cancer en tumores triple negativos por

secuenciacion

La secuenciacion con semiconductores fue utilizada para secuenciar un panel donde se
evaluaron regiones “hot spot” de 46 oncogenes y genes supresores de tumor (entre ellos ATM,
BRAF, EGFR, FGFR2 y 3, HRAS, KRAS, PTEN, TP53). Este panel contenia 190 pares de primes
que amplificaron fragmentos de = 119 pb en donde se evaluaron 739 mutaciones en 604 loci. La
construccion de librerias fue realizada usando 20ng de gDNA mediante el kit lon AmpliSeq™
Cancer Panel v1 (primer pool), lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 y codigos de barras (lon Xpress™
Barcode Adapters Kit) fueron usados para diferenciar entre las muestras en el anélisis de
bioinformatica. La cuantificacién de cada libreria fue llevada a cabo por gPCR usando el kit lon

Library Quantitation Kit, ademas por medio del uso de la plataforma de microfluidos Bioanalizer
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2100. De acuerdo a la cuantificacion de cada libreria el calculo del factor de dilucién fue realizado
para que cada libreria estuviera entre 18 y 20pM para realizar la PCR en emulsién (ePCR)
usando el sistema lon OneTouch™, la reacciones fueron hechas usando una mezcla equimolar
de cuatro librerias por reaccion mediante el lon OneTouch™ 200 Template Kit v2 DL, fue en esta
etapa en la cual las perlas fueron tapizadas con amplicones ya sea un solo amplicon (perlas
monoclonales) o mas de un amplicon (perlas policlonales), deseandose un mayor porcentaje de
perlas monoclonales. Una vez que la ePCR fue realizada se prosiguio al enriquecimiento de las
perlas en el equipo lon OneTouch™ ES (enrichment system). La cantidad de perlas policlonales
fue verificada antes y después del enriquecimiento mediante el lon Sphere™ Quality Control Kit,
esperandose un porcentaje del 10 - 30%, si el porcentaje hubiera sido mayor indicaria un alto
porcentaje de perlas policlonales en la secuenciacion. Finalmente, la secuenciacion de las
librerias amplificadas y enriquecidas en perlas fue llevada a cabo con el equipo lon PGM™

System usando lon PGM™ 200 Sequencing Kit y lon 316™ Chip Kit.

4.10. Analisis estadistico

Datos clinicos: Los datos clinicos se sometieron a estadistica descriptiva y de tendencia central.

Perfiles de expresion por microarreglos: La informacién sonda-nivel fue normalizada y los

resimenes de la expresion genética fueron calculados para cada conjunto de sondas usando un
analisis multichip robusto RMA (Roboust Multi-array Average). Se utilizé el programa Expression
Console de Affymetrix para el tratamiento estandar de los datos (normalizacion global, deteccion
de ausencia-presencia) previo al analisis ademas del programa Partek. Se realizaron
agrupamientos (clustering) no-supervisado y supervisado para identificar posibles nuevos sub-
grupos de pacientes y construir nuevos clasificadores, respectivamente. Se utilizd un

agrupamiento jerarquico para el analisis no-supervisado.
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Andlisis de qPCR tiempo real: En el caso del analisis de resultados de tiempo real, en los que

solamente se comparan dos medias, se realizé la prueba de t-student. Se mantuvo el nivel global
de todas las comparaciones en 0.05. Se realizaron andlisis de estimacion de 2-24CT de las
muestras examinadas para analizar estadisticamente la diferencia en la expresion de los genes

analizados entre las muestras de tejido de CM, antes y después de tratamiento.

Secuenciacion masiva por semiconductores: El analisis bioinformatico se realizé en el servidor de

lon Torrent (TSS ver.3.6.1), en donde para la programacion del plan de cada corrida se utilizé el
genoma hg19 para realizar el mapeado de las variantes, especificando las regiones de interés
con el archivo .bed puesto a disposicion como parte del kit lon AmpliSeq Cancer Panel V1. Para
la identificacién de las variantes se utilizd el plugin “Variant Caller” (TVC ver.3.6-30), con
parametros “Somatic - High Stringency (PGM)’, con la finalidad de encontrar variantes poco
frecuentes y pocos falsos-positivos. Se definieron como variantes significativas aquellas que
fueron reportadas con un valor de calidad Q mayor de 50. Al generar la tabla de variantes para
cada muestra se realizd un listado de las variantes mas comunes entre las 32 muestras
analizadas, definiendo éstas por su presencia en al menos 5 muestras. Las variantes mas
frecuentes se investigaron por el tipo que eran (SNP, delecion, insercion) y fueron posteriormente
localizadas en el gen, y su implicacion en el producto del gen fue analizado, con la ayuda de la

base de datos dbSNP del NCBI.

Vias de sefializacion: Se utilizd el software Ingenuity pathway analysis (IPA) para determinar las

vias que fueron reguladas significativamente en los datos de expresion genética de los tumores.
El score sera indicado por la probabilidad de que los genes en una via sean encontrados juntos al

azar.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada
Grupo 1 de pacientes: Genes candidatos, perfiles de expresion y respuesta al tratamiento

Muestras de biopsias obtenidas mediante aguja gruesa (true cut) fueron obtenidas de pacientes
quienes accedieron a participar en el estudio, previo firma de consentimiento informado, las
pacientes incluidas fueron las que acudieron a consulta con un nédulo mamario por sospecha de
malignidad (Julio 2011 - Agosto 2012) y que después de la confirmacion histopatologica fueron
sometidas a tratamiento cuyos regimenes fueron: quimioterapia neoadyuvante de 4 ciclos
esquema FAC, un ciclo cada 21 dias, Fluorouracilo(F)500mg/m2., Doxorrucibina(A)50mg/m2;
Ciclofosfamida(C)500mg/m2; quimioterapia adyuvante de 12 sesiones de Paclitaxel(P)80mg/m2.
La paciente continué en tratamiento sistémico hasta el momento en que se realizo el tratamiento
local (cirugia), donde se tomd otra muestra del mismo lugar donde se tomé la biopsia de aguja
gruesa, esto gracias a que se utilizé un marcaje con carbon en el momento de la biopsia. Un total
de 52 pacientes fueron captadas durante Julio 2011 y Agosto 2012, de las cuales solo se obtuvo
muestra pareada de biopsia y cirugia de 30 pacientes, sin embargo solo 28 de ellas tuvieron el
material suficiente para realizarse los microarreglos y solo 24 fueron incluidas en el analisis de
datos, ya que de 4 pacientes los datos de microarreglos no se comportaban de manera normal,
es decir, eran atipicos al momento de la normalizacién de los datos. La tabla 2 resume las

caracteristicas de las pacientes y de los tumores analizados.
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Tabla 2. Caracteristicas de las pacientes y tumores analizados (Grupo 1)

Caracteristicas de las pacientes (n=24) Caracteristicas de los tumores (n=24)
Media Rango n %
Edad 46 26a60 Localizacion tumor
Estado civil Izquierdo 13 54%
Casada 16 Derecho 1 46%
Separada 1 Ganglios linfaticos
Soltera 5 Positivos 20 83%
Unién libre 2 Negativos 4 17%
Antecedentes cancer RE
No 12 Positivos 13 54%
Si 12 Negativos 1 46%
Tabaquismo RP
No 16 Positivos 14 58%
Si 8 Negativos 10 42%
Alcohol HER2
No 20 Positivos 5 20.8%
Si 4 Negativos 17 70.8%
Edad menarca 12.8 10a15 Indefinido 2 8.4%
Numero de hijos CMTN
Nulipara 2 Si 7 29%
1 hijo 1 No 17 1%
2 hijos 5 Kie7
3 hijos 3 Positivo 19 79%
>3 hijos 13 Negativo 5 21%
Lactancia P63
Si 14 Positivo 9 38%
No 10 Negativo 15 62%
Uso de ACOfTerapia de reemplazo
No 15
Si 9

Grupo 2 de pacientes: Secuenciacion en CMTN

La media de edad de las 32 pacientes participantes en el estudio fue de 52.31 afios (rango 31-70
afos). La tabla 3 describe las caracteristicas principales de los tumores incluidos en el estudio,
donde podemos observar que la mayoria de ellos (68.8%) fueron adenocarcinomas de tipo ductal
infiltrante, de grados histolégicos avanzados y por tanto poco 0 moderadamente diferenciados.
Ademas, a estos tumores se les realizaron pruebas inmunohistoquimicas para la presencia de
proteinas EGFR, p63 y CK5/6, que nos ayudd a clasificar estos tumores entre tipo basal o no.

Solo a una de las muestras no se le pudo realizar dichas tinciones.

pag. 40



Tabla 3 Caracteristicas histopatoldgicas de los tumores del grupo 2.

Caracteristica del tumor n=32 (%)  Caracteristica del tumor n=32 (%)
Subtipo histolégico: Infiltrado linfoplasmocitico
Adenocarcinoma ductal infiltrante 22 (68.8) Presente 24 (75)
Metaplasico (adenoescamoso) 6 (18.8) Ausente 8 (25)
Papilar 2(6.2)
Carcinoma lobulillar atipico 1(3.1) EGFR
Carcinoma medular atipico 1(3.1) + (una cruz) 8 (25)

++ (dos cruces) 11(34.4)
Grado histolégico ++ + (tres cruces) 3(9.3)
Bien diferenciado 0(0) Ausente 9(28.1)
Moderadamente diferenciado. 6(18.8) No evaluable 1(3.1)
Poco diferenciado 26 (81.2)

p63
Bordes Positivo 12 (37.5)
Infiltrante 13 (40.6) Negativo 19 (59.4)
Expansivo 18 (56.3) No evaluable 1(3.1)
No evaluable 1(3.1)

CK5/6
Zonas acelulares Positivo 13 (40.6)
Presente (50) Negativo 18 (56.3)
Ausente 16 (50) No evaluable 1(3.1)
Necrosis
Presente 23 (71.9)
Ausente 9(28.1)

5.2. Andlisis de qPCR tiempo real EGFR, BRCA1, PTPN12 y TP53

Se incluyeron 24 mujeres con CM en el analisis de expresion de genes candidatos, sin embargo
solo 21 pacientes tuvieron resultados de calidad para analizarlos. Cinco pacientes cambiaron
significativamente de expresion de BRCA1 (p=0.05, t student). En EGFR 5 pacientes cambiaron
la expresion. Para PTPN12, 8 pacientes cambiaron su expresion (4 disminuyo, 4 aumento). Solo
3 pacientes tuvieron un cambio de expresion evaluando el gen TP53. Ocho pacientes (38%)
tuvieron cambio en la expresion de al menos uno de los genes analizados, tres de estos

presentaron RPC y cinco RCP.
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Figura 3 Graficas de expresion de BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53. Representacion de la expresion de los genes
BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53 obtenidas por qPCR en tiempo real, se grafica en el eje de las y los valores de 2-
AACT o fold change y en el eje de las x las muestras analizadas. De color gris se observan los resultados de la
muestra de biopsia (pre tratamiento) y en de blanco los resultados de la muestra de cirugia (post tratamiento), se
muestran los valores de cada pacientes con ambas muestras (pre y post) continuas para observar cambio en la
expresion de cada paciente. Pruebas de t de student se realizaron para notar diferencias significativas entre las
muestras de pre y post tratamiento en cada paciente, mostrando con un * las muestras con valores de significancia

p< 0.05.
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5.3. Perfiles de expresion y clasificacion molecular de los tumores

Perfil de expresion genética diferencial

De las 30 pacientes incluidas en el estudio, unicamente se pudieron analizar por microarreglos 28
pacientes, de los cuales se eliminaron 4 por tener datos atipicos en una o ambas muestras
(biopsia y/o cirugia), contdndose finalmente con muestras pareadas (biopsia/antes vy
cirugia/después) de 24 pacientes. Después de realizarse la normalizacién correspondiente
mediante el método RMA (Roboust Multi-array Average), los datos obtenidos por microarreglos
se usaron para obtener un perfil de expresion genética diferencial entre el conjunto de muestras
de biopsia (antes del tratamiento) y el conjunto de muestras de cirugia (después de tratamiento),
esto utilizando los datos del conjunto de sondas con una media de expresién mayor a 4 (fold
change) y que ademas fueran estadisticamente significativos (prueba t student y de Kolmogorov
con una p<0.001). Se obtuvo un perfil de 59 genes, los cuales tienen funciones involucradas en
la estructura, adhesion y metabolismo celular. Entre estos 59 genes (cuya lista completa se
encuentra en la tabla 4) estan incluidos algunos genes relacionados con procesos cancerigenos
como TNFSF12 (ligando miembro 12 de la superfamilia del factor de necrosis tumoral), TNF

(factor de necrosis tumoral) y JUN (proto-oncogen jun).

En la Figura 4 se ejemplifica un mapa de calor que muestra los resultados del perfil de expresidn
genética diferencial obtenido al comparar entre el conjunto de muestras de antes y después del
tratamiento. En esta figura observamos el agrupamiento jerarquico supervisado que nos separa
entre las muestras de antes y después del tratamiento, este mapa de calor nos representa los 59

genes que conforman el perfil de expresion genética diferencial.
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Tabla 4. Lista de 59 genes del perfil de expresion genética diferencial

Simbolo
ANXA1
DUSP1
ARID5B
NAMPT
RGS1
RGS1
ADAMTS1
SCARNA17
FOLR2
TRIM25
ZFP36
KLF6
CPXM1
APOLD1
FBLN1
USP46
GEM
TNFSF12
ZNF253
TNF
ZDHHC17
CAPRIN2
SPTBN1
DST
PCMTD1
FLRT2
HBEGF
EMP1
BACH2
CNIH4
CLK3
TRA2B
PER1
YPEL4

TAF10

KERA
KLF6
KCNMB4
ADAMTS1
JUN
C1QTNF7
FLRT2
Hs.455493
FBLN1
UBQLN4
SGK1

AGPAT4
PPP1R3D

Nombre
Annexina A1
Dual specificity phosphatase 1
AT rich interactive domain 5B (MRF1-like)
Nicotinamide phosphoribosyltransferase
Regulator of G-protein signaling 1
Regulator of G-protein signaling 1
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1
Small Cajal body-specific RNA 17
Folate receptor 2 (fetal)
Tripartite motif containing 25
Zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse)
Kruppel-like factor 6
Carboxypeptidase X (M14 family), member 1
Apolipoprotein L domain containing 1
Fibulin 1
Ubiquitin specific peptidase 46
GTP binding protein overexpressed in skeletal muscle
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12
Zinc finger protein 253
Tumor necrosis factor
Zinc finger, DHHC-type containing 17
Caprin family member 2
Spectrin, beta, non-erythrocytic 1
Dystonin

Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase domain containing 1

Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2
Heparin-binding EGF-like growth factor
Epithelial membrane protein 1

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 2

Cornichon homolog 4 (Drosophila)
CDC-like kinase 3

Transformer 2 beta homolog (Drosophila)
Period homolog 1 (Drosophila)
Yippee-like 4 (Drosophila)

TAF10 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor,

30kda
Keratocan

Kruppel-like factor 6

Potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily Meta member 4

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 1
Jun proto-oncogene

C1q and tumor necrosis factor related protein 7

Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2

Vimentin

Fibulin 1

Ubiquilin 4

Serum/glucocorticoid regulated kinase 1

1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 4 (lysophosphatidic acid

acyltransferase, delta)
Protein phosphatase 1, regulatory subunit 3D

min.test
2.34E-05
2.43E-05
3.72E-05
4.12E-05
4. 44E-05
6.39E-05
8.29E-05
9.04E-05
0.00010401
0.00012466
0.00015222
0.00025297
0.00028985
0.00031246
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040566
0.00040722
0.00042197
0.00042204
0.0004562
0.00047848
0.00048986
0.00051438

0.00052725

0.00053506
0.00054596
0.00058172
0.00062029
0.00064375
0.00067971
0.00070589
0.00073041
0.00083577
0.00092604
0.00094547

0.00094983
0.00098005

mean
5.50688
10.75531
4.29461
749558
10.05051
7.13193

7.5647
5.61903
7.02661
8.10116

9.3524
10.78428
7.01592
6.79048
8.37634
6.90067
9.14417
6.18169
5.46386
464215
8.16972
7.01552
7.37844
6.93026
461787
4.03272
6.39426
4.31268
4.76819
10.67868
4.27935
6.42319
6.41667
4.14275

4.50684

432512
10.38638
6.43542
4.84715
10.85263
4.64043
7.42359
5.72403
9.83676
7.94675
10.29134

5.33397
7.13372
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Figura 4 Perfil de expresion genética diferencial. Mapa de calor de las muestras pareadas (antes y después de tratamiento) de 24 pacientes con CM analizados por
agrupamiento jerarquico supervisado. Se muestran en la parte superior de negro el conjunto de muestras tomadas en la biopsia (antes del tratamiento) y de rojo el conjunto de
muestras tomadas en la cirugia (después del tratamiento). Cada fila del mapa de calor indica un conjunto de sondas que en el microarreglo representa un gen, mientras que cada
columna representa una muestra, indicando en la parte inferior del mapa de calor el nimero de paciente a la que corresponde la muestra. En la parte superior izquierda de la
figura se muestra el codigo de colores de los valores de fold change representados en el mapa de calor, siendo los colores rojizos los que tienen al menos un fold change de 4 y
los de color morado los que tienen un fold change de mas de 10. Xn= muestra de biopsia, XnCX= muestra de cirugia, donde n= al nimero de paciente.
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Clasificacion molecular de tumores usando PAM50

La clasificacién molecular de los tumores se realizd segun lo reportado por Parker [7], usando el
algoritmo PAMS0, el cual usa los patrones de expresidn de 50 genes para realizar la clasificacion
en los cinco subtipos més descritos: Luminal A, Luminal B, Normal-like, Basal-like y HER2
enriquecido. Al evaluar este algoritmo con nuestras muestras (48 muestras pareadas de 24
pacientes) encontramos que el subtipo mas frecuente fue el Luminal B con el 29% (14/48),
seguido por el Normal-like con 23% (11/48), Basal-like con el 19% (9/48), Luminal A con 17%
(8/48) y el menos frecuente el HER2 enriquecido con 12% (6/48), frecuencias mostradas en la
Figura 5. Ademas encontramos que el 42% (10/24) de las pacientes presentd un cambio de
subtipo molecular entre la muestra de biopsia (antes del tratamiento) y la muestra de cirugia
(después del tratamiento). Interesantemente, cinco de estas pacientes cambiaron a un subtipo
Normal-like en la muestra de cirugia y tres de estos cinco tuvieron una respuesta patolégica

completa (RPC).
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Figura 5. Clasificacion Molecular de tumores usando PAM50. Mapa de calor que representa los cinco subtipos moleculares evaluados con el algoritmo PAM50. En la parte
superior de la imagen se muestra el agrupamiento jerarquico que define los cinco subtipos, asi como el nombre asignado a cada agrupamiento (cluster), debajo de estos, se
muestran los niveles de similitud de cada cluster con la muestra. Las filas que componen el mapa de calor representan los 50 genes evaluados por el algoritmo PAM50, mientras
que las columnas representan cada muestra analizada, en la parte inferior del mapa de calor se observa la identificacién de cada muestra compuesta por una “X”, seguida del
numero del paciente y en el caso de ser muestra de cirugia el nimero del paciente es seguido por las letras CX. En la parte superior izquierda se muestra el cédigo de colores,
asi como los valores de expresion que conforma cada cluster (nimeros de azul a rojo en posicion vertical) y los valores de similitud asignados a cada muestra (nimeros en negro,
rojo, verde, azul y celeste en posicion horizontal). Xn= muestra de biopsia, XnCX= muestra de cirugia, donde n= al numero de paciente.

pag. 47



5.4. Respuesta al tratamiento

La respuesta al tratamiento fue evaluada clinica e histopatolégicamente. Clinicamente se evalud
la disminucién o total desaparicion de tumor después del tratamiento neoadyuvante.
Histopatologicamente fue evaluado el tejido residual en el momento de la cirugia tomando en
cuenta la presencia 0 no de células tumorales. De esta manera se asignaron tres categorias de
respuesta al tratamiento: RPC (respuesta patologica completa), aquellos tumores que
desaparecieron y que en el analisis histopatoldgico no se encontraron mas células tumorales;
RCP (respuesta clinica parcial), aquellos tumores que disminuyeron, pero aun estaban presentes
en el momento de la cirugia y cuya evaluacién histopatolégica confirma su presencia; NR (no
respuesta), en esta categoria encontramos los tumores que no respondieron al tratamiento, es
decir que no disminuyeron de tamafio y que en algunos casos incluso aumentaron de tamafio, lo
anterior confirmado por el analisis histopatoldgico en la muestra de cirugia. La mayoria de las
pacientes 58% (14/24) tuvieron una RCP, 25% (6/24) presentaron NR y solo el 17% (4/24) fueron
RPC. En la tabla 5 se presenta la respuesta al tratamiento de cada paciente, asi como la
clasificacion molecular antes y después del tratamiento.

Tabla 5 Respuesta al tratamiento de cada paciente y subtipo molecular

Muestra R t Subtipo Subtipo moIecuIarMuestraR t Subtipo Subtipo molecular
Id eSPUeSta 1 olecular antes después Id GSPUESTA 1 olecular antes después
3 NR Basal-like Basal-like 28 RCP Luminal B Normal-like
6 RCP Basal-like Basal-like 29 RCP Luminal A Luminal A
7 RPC Normal-like Normal-like 31 RCP Luminal B Luminal A
11 RPC Luminal B Normal-like 32 RCP HER?2 Luminal B
14 RPC HER2 Normal-like 33 NR Basal-like Basal-like
15 RPC HER2 Normal-like 36 RCP Luminal B Luminal B
16 NR Luminal B Luminal A 37 RCP Normal-like Normal-like
19 RCP Normal-like Normal-like 38 NR HER2 HER2
20 RCP Luminal B Luminal A 39 RCP Luminal A HER2
24 RCP Luminal B Luminal B 41 NR Luminal B Luminal B
25 RCP Luminal B Luminal B 44 NR Luminal B Luminal B
26 RCP Basal-like Normal-like 47 RCP Basal-like Basal-like

RPC=Respuesta Patoldgica Completa, RCP=Respuesta Clinica Parcial, NR= No Respuesta
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5.5. Deteccion de mutaciones del panel de cancer en tumores triple negativos por

secuenciacion

El niumero de variantes detectadas se muestran en la Tabla 6, y se encontraron con la ayuda del

Variant Caller, una aplicacion del servidor del lon Torrent, estas variantes tienen una cobertura de

al menos 23X. Un total de 168 diferentes variantes se encontraron en las 32 muestras en

regiones de 32 de los 46 genes analizados. La mayoria de las variantes (95.8%) fueron SNP,

mientras que 4.2% fueron inserciones (3/168) o deleciones (4/168). El casi 30% (49/168) de las

variantes ya habian sido reportadas previamente, sin embargo el 70% fueron variantes no

reportadas (VNR), y de ellas hay algunas que se presentan en muchas de las muestras

analizadas, como el caso del gen APC que presenta la misma VNR en 28 pacientes, FGFR2 con

26 pacientes en una VNR y FGFR3 con 25 pacientes con una VNR.

Tabla 6. Variantes encontradas en las 32 muestras analizadas.

Variantes . # Muestras Variantes . #
Gen Tipo Tipo Muestras
encontradas afectadas encontradas
afectadas

ABL 2 SNP 2 KIT 2 SNP 3
AKT1 1 SNP 2 MET 4 SNP 1
APC 15 SNP 28 NOTCH 2 SNP 1
ATM 4 SNP 13 NRAS 1 SNP 1

BRAF 7 SNP 2 PDGFRA 7 SNP 28

CDH1 2 SNP 1 PIK3CA 7 SNP 18
CDKN2A 8 SNP 6 PTPN11 2 SNP 1
CTNNB1 2 SNP 1 RB1 4 SNP 5

EGFR 7 SNP 23 RET 1 SNP 22
ERBB2 4 SNP 4 SMAD4 4 SNP 4
ERBB4 3 SNP 2 SMARCB1 2 SNP 1
FBXW7 2 SNP 3 SMO 3 SNP 3
FGFR2 9 SNP 27 STK11 4 SNP 3
FGFR3 1 INS 1 1 DEL 1

20 SNP 27 TP53 19 SNP 17

FLT3 4 SNP 3 3 DEL 3
HRAS 1 SNP 1 2 INS 2
KDR 7 SNP 6 VHL 1 SNP 1

SNP= Single Nucleotide Polymorphism, INS= Insercion, DEL=Delecién
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En la Figura 6 se presentan las variantes de los genes que se presentan en al menos 5 muestras,
en donde se puede observar que las variantes mas frecuente en los genes APC y ATM no han
sido reportadas, asi como las dos mas frecuentes en el gen FGFR2, pero ademas parecen tener
un efecto en sus proteinas. También podemos observar en esta figura que a pesar de haber
variantes no reportadas en otros genes como en el gen FGFR3 o CDKNZ2A estas variantes

resultan no modificar el producto del gen.
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Figura 6. Variantes frecuentes por gen indicando posicion en el cromosoma. Se representan los genes (eje de
las X) con variantes (eje de las Y) mas frecuentes (al menos presentes en 5 pacientes). De colores se muestra la
posicidn en el cromosoma de cada gen y en cada barra se sefiala la variante con su nimero de rs cuando ya ha sido
reportada o como variante no reportada, y el significado de la variante, ademas sobre cada barra se encuentra el
numero de variantes presentadas entre las 32 pacientes.
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La frecuencia de mutaciones en cada una de las muestras pareciera ser similar en todas
las pacientes siendo esta de menos de 20 mutaciones por muestra, sin embargo, como se
observa en la Figura 7, una de las pacientes muestra mas de 80 mutaciones, correspondiendo

este tumor al Unico caso de carcinoma medular atipico en la muestra de nuestro estudio.
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Figura 7. Variantes por muestra mostrando el gen afectado. En el eje de las X se encuentra el nimero asignado
a cada paciente y en el eje de las Y el numero de variantes presentadas por cada muestra, con c6digo de colores
(mostrado en la parte superior derecha) se identifican cada uno de los genes en donde se presenta la(s) variantes.

Los genes que presentaron variantes en mas de 5 muestras fueron los siguientes: APC,
ATM, EGFR, FGFR2, FGFR3, PDGFRA, RET, CDKN2A y PIK3CA, de estos solo los genes ATM,

FGFR2 y PIK3CA mostraron VNR con efecto en sus respectivas proteinas (Tabla 7).
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Tabla 7. Variantes frecuentes y efecto en la proteina.

I . #de L Efecto en . Posicion
Posicién en el Variante . Posicion Cambio de
Gen muestras  Cambio la T enla
cromosoma reportada mRNA . aminoacido .
afectadas proteina proteina
chr5.112175770  rs41115 APC 28 G/A 4859 Sinénima Thr/Thr 1493
chr11.108205763 - ATM 9 C/T 8463 . I,VO. Ala/Val 2693
sinénima
chr7.55249063  rs1050171 EGFR 23 G/A 2607 Sinénima GIn/GIn 787
ohrf0.123274819 - FGFR2 2 e, 1408 No Lys/Glu 252
(isoforma 8)  sinénima
chr10.123274820 FGFR2 1 e, 40 gienima GluGlu 251
(isoforma 8)
chr41806112 FGFR3 25 T 393 Singnima  Leulleu 379
(Isoforma 3)
chr4.1807894 rs7688609  FGFR3 28 G/A Regién no codificante
chr4.55141055  rs1873778 PDGFRA 28 AIG 2032 Sinénima Pro/Pro 567
chr4.55152040  rs2228230 PDGFRA 16 CIT 2803 Sinénima Val/Val 824
chr10.43613843  rs1800861 RET 22 GIT Regién no codificante
chr.21971134 CDKN2A 5 GA  427/530  Sinenima  OPOl ggps
Pro/Leu
chr3.178938877  rs3729687  PIK3CA 12 G/A 2276 seﬁ'; o Glu/Lys 707

5.6. Vias de senalizacion identificadas

Con los datos de microarreglos y con la ayuda del programa Inguenuity pathways se cred una
base de datos filtrada (Especie: humano, tejido: glandula mamaria, enfermedades: cancer,
moléculas: todas), la base de datos fue utilizada para llevar a cabo un andlisis de vias de
sefalizacion alteradas en las muestras (Fuente: Human Genome U133 Plus 2.0 Array, relacion:
directa entre genes, incluir: quimicos endégenos (por ejemplo hormonas), especie: humana,
tejido: glandula mamaria, corte del valor de fold change: 4). Los resultados mostraron cuatro vias
de sefializacion principales: Mecanismos moleculares del cancer, Sefializacién de la enfermedad

de Huntington, Vias de Ubiquitinacién de proteinas, Sefalizacion PTEN y Disfuncién mitocondrial

(Tabla 8).
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Tabla 8 Vias de seializacidn afectadas.

Nombre Valor de p Ratio*
Mecanismos moleculares del cancer 6.75 e-04 155/156 (0.994)
Sefalizacion de la enfermedad de Huntington 1.8 e-03 102/103 (0.99)
Vias de Ubiquitinacién de proteinas 7.3e-03 141/144 (0.979)
Sefalizacion PTEN 2.05e-02 63/63 (1)
Disfuncién Mitocondrial 2.46 e-02 90/91 (0.989)

*Ratio=Numero de moléculas (genes) en la muestra (s) presentes en la via de sefializacién entre el nimero de
moléculas (genes) que conforman la via de sefializacion.

Al observar la via de sefializacion mas significativa encontramos a los tres genes cuyas
variantes fueron encontradas en el estudio de secuenciaciéon (ATM, FGFR2 y PIK3CA) y aunque
dos de estos genes (FGFR2 y PICK3CA) no fueron encontrados sobreexpresados en el estudio

de microarreglos el gen ATM si se encontro sobre expresado (Figura 8).
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6. DISCUSION
6.1. Analisis de qPCR tiempo real EGFR, BRCA1, TP53 Y PTPN12

Las diferencias en la expresion de genes descritos como candidatos para biomarcadores para el
CM (BRCA1, EGFR, PTPN12 y TP53) en muestras de biopsia y cirugia no mostraron cambios
constantes en las pacientes, es decir mientras en algunas muestras la tendencia era a disminuir
la expresion entre la muestra de antes y después de tratamiento, en otras muestras la tendencia
era en aumentar la expresion. En el caso de BRCA1 observamos que dos pacientes
disminuyeron la expresion del gen y tres aumentaron la expresion, y aunque lo previamente
descrito indica que la expresion de BRCA1 es baja en muestras de tejido normal[91] solo una de
las dos pacientes en la que hubo disminucion de BRCA1 tuvo RPC, la otra paciente tuvo RCP.
Mientras que de las tres pacientes con aumento en la expresion en el tejido después del
tratamiento una tuvo NR vy las otras dos RCP, como se puede observar el tamafio de muestra
pequefio nos evita predecir una tendencia real en los resultados. Hablando de EGFR, se observa
algo parecido, dos pacientes con aumento a la expresion del gen y tres con disminucién, de estas
cinco dos presentaron RPC, una con disminucion en la expresion y otra con aumento en la
expresion en la muestra después del tratamiento. Segun lo reportado los tumores de mama
suelen tener una baja expresién de EGFR, excepto los tumores triple negativo que tienen una
sobre expresion de este gen[71], sin embargo en las pacientes evaluadas las cuales incluia seis
tumores triple negativo, solo uno presento una sobre expresién significativa entre la muestra de
antes y después del tratamiento, y contemplando Unicamente las muestras de antes del
tratamiento se observa una baja expresion en general del gen EGFR. Por otro lado, en el gen
PTPN12 se encontraron cuatro pacientes con disminucion en la expresion después del
tratamiento y cuatro con aumento en la expresién después del tratamiento, lo reportado

anteriormente es una baja expresion en los tumores de mama en general (en especial en
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CMTN)[6, 73], sin embargo entre las pacientes que disminuyeron la expresion después del
tratamiento solo tenemos dos con RPC e incluso una paciente con RPC incremento la expresion
del gen después del tratamiento. Finalmente en los datos del gen TP53, se encontraron solo tres
cambios significativos, dos disminuciones de la expresion y un aumento después del tratamiento,
lo reportado anteriormente es la sobre expresion de este gen en poblacion japonesa[75] y donde
la sobre expresion ademas es asociada con una buena respuesta a la misma terapia que se
utilizé en este estudio (neoadyuvancia basada en antraciclinas y taxanos) sin embargo las tres

pacientes con diferencias significativas presentaron una RCP.

Es claro entonces que las inconsistencias en los resultados de expresion de estos cuatro genes
dificultan la asociacion con la respuesta al tratamiento, ademas que el tamafio de muestra es
menor al reportado en otros estudios y las poblaciones de referencia son en su mayoria
orientales (China y Japon). Es necesario entonces aumentar el numero de muestra para

encontrar tendencias mas significativas.
6.2. Perfiles de expresion y clasificacion molecular de los tumores

Se encontr6 un perfil de expresion de 59 genes (factores de transcripcion, genes relacionados
con el metabolismo y estructura celular) diferencialmente expresados entre tejido de biopsia y de

cirugia de 24 pacientes con CM que siguieron la misma terapia neoadyuvante.

En estudios previos en nuestro pais se han observado un perfil de expresion de 10 genes (Garcia
2005)[52] y 17 genes (Valladares 2006)[51], sin embargo en dichos estudios solo se comparaban
entre el tejido tumoral y el tejido sano, no evaluando el tratamiento neoadyuvante como en el
presente trabajo. Ademas cabe destacar que los estudios previos utilizaban otra metodologia

experimental con chips de menor nimero de sondas y menor numero de genes a investigar.
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La clasificacion molecular de los tumores mostrd que hubo cambios moleculares que permitieron
cambiar de subtipo molecular entre la muestra de biopsia y de cirugia de la misma paciente,
evento previamente reportado por Gonzalez-Angulo y colaboradores[50], esto puede deberse a la
efectividad del tratamiento o a la diferencia en proporciones de células tumorales presentes en la
muestra de biopsia y cirugia. La frecuencia del evento fue mayor en nuestro estudio que en el
reportados (42% vs 38%). EI cambio de subtipo molecular puede estar afectado por el método de
muestreo y el porcentaje de celularidad en el tejido de cirugia dada la quimioterapia, y esto puede

mostrar variabilidad en la prediccidn del subtipo molecular[63].

6.3. Deteccion de mutaciones del panel de cancer en tumores triple negativos por

secuenciacion

En CM se han reportado un par de trabajos donde utilizan la tecnologia de lon Torrent para
evaluar genes relacionados con CM, como es el estudio de Chan y cols.[64] en el cual evaluaron
en 20 pacientes la secuencia de los genes BRCA1 y BRCA2, usando la plataforma de lon Torrent
PGM, la construccion de las librerias y amplificacién por PCR se realizd utilizando primers de
PCR sintetizados de manera personalizada o ya reportados anteriormente. Las regiones
codificantes de los genes BRCA1 y BRCA2 fueron amplificados para secuenciarse por el método
de Sanger, y estos amplicones de PCR fueron usados para generar las librerias para la
secuenciacion con lon Torrent, obteniendo una sensibilidad de 98.7% (IC 95%= 96.3-100%) y
especificidad de 99.8% (IC 95%= 99.5-100%)[64]. De manera similar, se realiz6 el estudio de
Trabeux y cols.[65] quienes analizaron también los genes BRCA1 y BRCA2 en 30 pacientes con
CM familiar, utilizando un método alterno al AmpliSeq para realizar la PCR multiplex, el
enriquecimiento y preparacion de librerias, este método (BRCA MASTRassay v2.0 (Multiplicom,

Nieln Belgium) y Library Builder (Life Technologies)) se realizé para preparar fragmentos de PCR

pag. 57



de 300 pb flanqueados por los adaptadores y barcodes necesarios para la secuenciacion en el
PGM. Todas las variantes detectadas por métodos tradicionales fueron identificadas en el

PGM[65].

En el presente trabajo y usando el Cancer Panel, el cual nos permitié analizar regiones hot spot
de 46 genes, se encontré que 32 de ellos presentaron al menos una variante en nuestra muestra
de 32 tumores de mama triple negativos. Estos 32 genes presentaron en total 168 variantes
siendo el 95.8% del tipo SNP y el 4.2% deleciones e inserciones, cabe mencionar que el gen con
mas variantes presentadas fue el gen TP53 (19 SNPs, 3 deleciones y 2 inserciones), sin embargo
este presento variantes diversas en muestras diferentes. Por otro lado de las 168 variantes el
70% correspondia a VNR y en algunos genes fueron muy frecuentes. En estudios similares al
presente, como es el publicado por Horvath y cols.[66] en el que se realizd la secuenciacion del
RNA de 17 tumores de CM, entre los cuales 6 eran CMTN, encontrando variantes ya reportadas
y de novo, entre las ya reportadas cabe resaltar tres variantes con efecto en su proteina del gen
ATM, del cual en el presente trabajo se encontrd una VNR en 9 de las 32 muestras analizadas.
Ademas entre las variantes de novo encontradas validaron aquellas en genes relacionados con
cancer mas prevalentes en bases de datos de poblacion abierta y de cancer, los genes donde se
encontraron dichas variantes fueron: ESRP2, GBP1, TPP1, MAD2L1BP, GLUD2 y SLC30A8. A
pesar que estos genes no se encontraron afectados en nuestras muestras cabe resaltar que
Horvath y cols. demostraron, mediante ensayos mutagenésis dirigida en el sitio de la mutacion y
posterior transfeccién en lineas celulares de CM, que una sustitucion rara en el gen ESRP2
(p.R353Q) deja a la proteina sin habilidad de unirse a su sustrato el cual es un pre-mRNA del gen
FGFR2 y que esta involucrado en la transicion epitelio mesenquimal (TEM)[66], en este gen fue

frecuentemente (26/32) encontrada una VNR en nuestra muestra.
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Variante en el gen ATM

El gen ATM se localiza en el brazo largo del cromosoma 11 (11922-g23) y la proteina producida
por este gen es una quinasa importante en el control del ciclo celular ya que regula algunas
proteinas supresoras de tumores como p53 y BRCA1, ademas esta involucrada en la reparacion
de DNA. Mutaciones en este gen estan relacionadas con el desorden autosémico recesivo de
Ataxia Telangiectasia, sin embargo ha sido descrito también como un gen de baja penetrancia en
tumores de mama de tipo familiar, describiéndose que portadores de mutaciones heterocigotos
en este gen tienen de dos a cinco veces mas riesgo a padecer CM[67, 68]. En tejido de tumores
TN se ha reportado la baja expresidn de la proteina ATM, proponiéndose este hallazgo como una
caracteristica compartida en este tipo de tumores que ademas presentan mutaciones en
BRCA1/2[69]. En nuestra muestra de 32 tumores se presentd una variante en 9 de las 32
(18.13%) pacientes que es un cambio de T por C que se localizaria en la posicion 117, 205 del
gen perteneciente al exén 55 y en la posicion 2693 de la proteina produciendo un cambio del
aminoacido Alanina a una Valina (Ala2693Val). En la Figura 9 se muestra la posicion en el gen'y
la proteina de la variante descrita, en esta ultima se observa como la variante cae en un sitio de
unién a ATP y de interacciéon con otras proteinas de la familia PIKK (Phosphatidylinositol 3-
kinase-related kinases). Esta region es importante porque al no existir una unién eficiente del
ATM con el ATP disminuira o se eliminara la posibilidad de fosforilacion de ATM, evitando asi la
cascada de reacciones como la reparacion del dafio al DNA por el complejo Mre11/Rad50/Nbs1
(MRN) el cual depende de la unién a ATP al igual que ATM para su funcionamiento[70]. En otros
estudios de secuenciacion masiva se han encontrado también mutaciones en este gen en
muestras de cancer, por ejemplo en el trabajo de Beltran y cols. [71] donde se analizaron
muestras de tejido FFPE de 45 pacientes con cancer de préstata avanzado en la plataforma de

[llumina HiSeq 2000 previa captura de hibridos, analizandose 3320 exones en 182 genes
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asociados previamente a cancer (incluyendo todos los analizados en el Cancer Panel, excepto
CSF1R y HNF1A), encontrando entre los genes que presentaban una baja frecuencia de
mutaciones al gen ATM y PIK3CA (8% y 4% respectivamente)[71], esto contrario a lo que en el
presente trabajo se encontré siendo estos genes dos de los que mayor frecuencia reportaron en
nuestras muestras (ATM 18.13% y PIK3CA 37.5%), que aunque difieren en el tipo de tumor, la
metodologia utilizada en ambos trabajos fue similar, por lo que podriamos sugerir que
mutaciones en ATM y PIK3CA son mas frecuentes en CMTN que en cancer de préstata
avanzado. Sin embargo, es necesario sefialar que las mutaciones encontradas en el gen ATM en
el trabajo de Beltran y cols. son mutaciones que producen una proteina truncada (mutaciones
nonsense), mientras la mutacién mas frecuente en nuestro trabajo es una variante no sinénima
(mutacién missense) con posible impacto en la fosforilacion de la proteina y por tanto en su
funcion, ademas se ha reportado que las mutaciones missense en este gen evitan la actividad
quinasa inducida por la radiacion de la proteina ATM en células control normales y esto reduce la
viabilidad celular, mientras las variantes missense neutrales no lo hacen[72]. Por otro lado, esta
variante no ha sido descrita previamente, siendo desconocida hasta ahora su importancia clinica,
por lo que es necesario demostrar el verdadero impacto de esta variante en el gen ATM en el
desarrollo y biologia del CMTN. En otro estudio, Bhattacharya y cols[73] describen que la
presencia de deleciones en el gen ATM y MCPH1 (estos se unen cuando ATM esta fosforilado
para reparar rupturas de DNA de doble cadena) reducen la expresion transcripcional y de las
correspondientes proteinas, esto méas frecuentemente observado en tumores con RE y RP
negativos[73], lo cual es relevante, ya que en nuestra muestra, la cual esta conformada por
tumores triple negativos, la presencia de la variante encontrada esta en 12 de 32 pacientes y esto
puede estar afectando la fosforilacion de ATM impidiendo la unién con MCPH1 y por lo tanto

evitar la reparacion de DNA.
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Variante en el gen FGFR2

El gen FGFR2 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 10 en la banda 10g25.3-q26. Este
gen codifica para una proteina miembro de la familia de receptores de factores de crecimiento de
fibroblastos, la estructura de la proteina consta de un sitio extracelular que contiene 3 dominios
parecidos a los de las inmunoglobulinas (lg-like D1, Ig-like D2 e Ig-like D3), un Unico segmento
que abarca la membrana hidrofébica y de un dominio citoplasmatico del tipo tirosina quinasa.
Esta proteina actua como un receptor extracelular de factores de crecimiento de fibroblastos y es
esencial para la regulacion de la proliferacion, diferenciacidn y migracion celular, asi como para la
apoptosis, por lo que mutaciones en el gen que produzcan una sobreexpresion de la proteina
podria incrementar la proliferacién celular desencadenando procesos cancerigenos. En el CMTN
se ha propuesto que una de las caracteristicas de estos tumores es la amplificacion y activacion
de proteinas del tipo tirosina quinasa, productos de genes como EGFR, HER2 y FGFR2 [74].
Existen varios ensayos clinicos de farmacos dirigidos a varios genes/proteinas tirosina quinasa,
en pacientes con CM, sin embargo como la amplificacion del gen FGFR2 se ha reportado en baja
frecuencia en tumores triple negativos, es poco probable que se evalien en dichos ensayos
clinicos pacientes con CMTN y amplificacién en FGFR2 [75]. En el presente trabajo se ha
encontrado dos variantes en el gen FGFR2, una de ellas produce un cambio en la proteina,
especificamente en la posicion 367, habiendo un cambio del aminoacido de lisina por acido
glutdmico (Lys367Glu), dicho cambio se encuentra localizado en una region extracelular de la
proteina y en un sitio de corte y empalme (Figura 10), al presentarse en el 81% de las muestras
(26/32), es muy probable que este cambio produzca ya sea una variante de la proteina mas
activa 0 mas afin a su ligando (FGF), ya se ha reportado que la mayoria de las mutaciones en

este gen que representan un cambio en la region extracelular causan activacién del receptor ya
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que facilitan la dimerizacion necesaria para que la proteina desencadene sus funciones
intracelulares, ejemplos de esta situacion se han descrito en el sindrome de Crouzon [76] y en el
sindrome de Apert [77]. En este ultimo ejemplo dos mutaciones son frecuentes en los pacientes
con el sindrome de Aper en el exon 8 y representan cambios en la proteina (Ser252Trp y
Pro253Arg) justo entre los dominios Ig-like 2 y Ig-like 3, al parecer estas mutaciones causan una
disminucion en la tasa de asociacion entre el FGFR2 y el FGF2 [78, 79] y por tanto una activacién
del FGFR2 dependiente de su ligando [79, 80], ademas Ibrahimi y cols proponen que la presencia
de estas mutaciones aumentan la interaccion y la afinidad de unién de estas proteinas [77, 81]. A
pesar de la posible relevancia de la variante encontrada en el presente trabajo, cabe la
posibilidad que esta variable sea propia de nuestra poblacion, por lo que es necesario tamizarla
en poblacion abierta. El efecto exacto de la variante encontrada en su respectiva proteina es aun
desconocido, y falta determinar los niveles de expresion de esta en el tejido, ya que la
sobreexpresion se ha adjudicado a tumores de mama con receptores hormonales positivos
pensandose en una dependencia hormonal de esta proteina[82-85], y al tratarse nuestras
muestras de CMTN no se esperaria la sobrexpresion de FGFR2 en el tejido tumoral. Por otro
lado, la presencia de polimorfismos en este gen relacionados con la presencia de CM en mujeres
se ha descrito en diversas poblaciones incluyendo poblacion caucasica [86] e hispana [86], asi
como poblacion china y alemana[87], pero también en hombres con CM se ha descrito la
asociacion de un polimorfismo del FGFR2 (rs2981582), esto en un estudio en poblacién

italiana[88].
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Variante en el gen PIK3CA

El gen PIK3CA se encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 3 en la banda 3q26.32,
es un gen cuyo producto proteinico es el de una subunidad catalitica esencial para fosforilar
PtdIns (Phosphatidylinositol), PtdIns4P (Phosphatidylinositol 4-phosphate) y PtdIns(4,5)P2
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) para generar phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
(PIP3), el cual activa cascadas de sefializacion que incluyen procesos de crecimiento,
sobrevivencia y proliferacion celular. Las mutaciones de este gen que se han descrito son mas
comunes en los exones 2 y 9, en los cuales se encuentran dominios helicoidales y de tipo
quinasa, y segun lo reportado ocurren en una tercera parte de los tumores de mama[89]. En el
presente reporte se encontré una variante en 12 de las 32 muestras analizadas (37%), variante
reportada previamente, la cual se describe como un SNP (rs3729687) localizado en el exon 14
del gen con un cambio en la posicion G77567A y que provoca un cambio en la proteina de
Glu707Lys, este cambio se encuentra en una region que es el dominio catalitico para la isoforma
alfa clase IA de la proteina, sin embargo este SNP no cuenta con reportes que lo relacionen con
el CM. Cabe mencionar que las mutaciones que se han descrito en este gen se han encontrado
mas frecuentemente en tumores de mama con RE positivos y/o HER2 positivos[90], de manera
contraria a nuestra muestra de estudio que incluyd unicamente tumores con RE negativos,
también es importante sefialar que, la frecuencia de mutaciones en el gen PIK3CA en nuestra

muestra fue mayor a lo reportado para tumores de mama triple negativos (37% vs 8%)[90, 91].
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6.4. Vias de senalizacion identificadas

Se encontraron cinco vias de sefalizacion en las que los resultados de microarreglos eran
significativos (Tabla 8), sin embargo de estas Unicamente la via de Mecanismos moleculares del
cancer (Figura 8), fue la que ademés contenia los tres genes que en los resultados de
secuenciacion presentaron las variantes que a nuestro parecer son las mas importantes, ya que
son variantes no sinénimas y tienen efecto en la proteina. En un estudio similar a este, Vera-
Ramirez y cols [92] donde se analizaron tumores de CM antes y después del tratamiento
neoadyuvante se analizaron también las vias de sefializacion afectadas y las redes de genes de
un conjunto de 30 genes (relacionados con quimioresistencia segun resultados de los autores),
sin embargo las vias de sefializacion no coinciden con las encontradas en el presente trabajo. A
pesar de lo anterior, cabe resaltar que en dicho estudio sugieren que la expresion del conjunto de
30 genes relacionados con quimioresistencia pueden estar promovidos por cuatro factores de
crecimiento: el Factor beta de crecimiento transformante (TGF-B1), factor de crecimiento de
insulina 1 (IGF1), factor A de crecimiento endotelial y vascular (VEGFA) y el factor de crecimiento
epitelial (EGF), ademés de dos factores de transcripcion (MTPN y Sp-1) y un receptor nuclear
dependiente del ligando (THRB). Lo anterior es importante ya que mencionan varios factores de
crecimiento relacionados con la quimioresistencia de los tumores de mama que analizaron, y en
el presente trabajo se encontrd una variante no descrita en el gen FGFR2, presente en la
mayoria de las muestras analizadas, estas muestras provenientes de tumores de CMTN, que se
caracterizan por tiempo cortos de recaidas y presencia de metastasis en cortos plazos, por lo que
este gen y en especial esta variante puede estar involucrada en la presencia de clonas

quimioresistentes en los tumores de CMTN.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio se realizé un andlisis de expresion de genes candidatos (BRCA1, EGFR,
PTPN12 y TP53) por gPCR, asi como de expresion global por microarreglos en pacientes con
CM de las cuales se contdé con muestra de biopsia y cirugia (antes y después del tratamiento
neoayuvante), ademas se realizd un analisis de mutaciones en un panel de genes relacionados
con cancer en pacientes con CMTN. En cuanto a la expresién de genes candidatos es necesario
ampliar el nimero de muestra para encontrar tendencias de la expresion de estos genes y la
respuesta al tratamiento neoayuvante. Con los datos de microarreglos se pudieron clasificar
molecularmente los tumores, ademas de que se encontr6 una firma de 59 genes diferencialmente
expresados entre las muestras de antes y después del tratamiento. La secuenciacion de nueva
generacion nos mostrd tres variantes no sinénimas en los genes ATM, FGFR2 y PIK3CA que no
han sido descritas anteriormente y que pueden tener impacto en la funcion de la proteina asi
como en la regulacion de las vias en las que participa. Finalmente se encontraron vias de
sefalizacion en las cuales convergen los datos evaluados en microarreglos y secuenciacion. A
pesar de que es necesario validar los resultados de microarreglos y secuenciacion en cohortes
mas grandes de pacientes, el presenta trabajo abre el panorama a la deteccion de nuevas firmas
genomicas relacionadas a la respuesta al tratamiento neoadyuvante y a la presencia de

probables mutaciones propias de nuestra poblacion.
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9. ANEXOS

9.1. Carta comité ética

ARBTY )
o i\! L Comité de Etica y Comité de Investigacion

FONOMA DI N ) L0 FAGULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DRA. ROCIO ORTIZ LOPEZ
Investigador Principal
Departamento de Bioquimica
Presente.-

Estimada Dra. Ortiz:

Le informo que nuestro Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la UANL y
Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzdlez”, ha evaluado y aprobado el
siguiente protocolo de investigacién titulado “Andlisis de perfiles genémicos en
pacientes con cincer de mama y su asociacion con la respucsta al tratamiento”,
participando ademas el Dr. med. Servando Cardona Huerta. Dr. med. Gerardo E.
Muiioz Maldonado. Dr. Augusto Rojas Martinez, Dr. Carlos Cérdova Fletes, M.C.
Sandra Karina Santuario Facio, Q.F.B. Yadira Xitlalli Pérez Paramo, Dr. Yohan
Grodin, Dr. med. Raquel Garza Guajardo, Dra. med. Oralia Barboza Quintana, Dra.
Petra Yuridia Lizet Alvarado Bernal, Dr. Juan Pablo Flores Gutiérrez como Co-
Investigadores.

Su proyecto quedd registrado en esta Subdireccién con la clave BI11-005.
Este nimero es necesario para la autorizacion de los servicios de apoyo a la
investigacion
Le pedimos mantenernos informados del avance o terminacion de su proyecto.
Sin mas por el momento, me despido de usted.

Atentamente, SUB-DIECCION DE INVESTICACION

“Alere Flammam Veritatis™ B,
Monterrey N L. 08 de Noviembre del 2011 ; ¢

g

comiTe ué ETICA
ERARDO GARZA LEAL come oe INVESTICACION

Secretario de Investigation Clinica
Presidente del Comité de Etica y Comité de Investigacion
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9.2. Consentimiento Informado
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

ANALISIS DE PERFILES GENOMICOS Y PROTEOMICOS EN PACIENTES CON CANCER DE
MAMA Y SU ASOCIACION CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Se solicita a usted que lea por favor el siguiente material con el propdsito de asegurar que se
encuentre completamente informado(a) de la naturaleza de este proyecto de investigacion. Al firmar
esta forma, queda confrmado usted ha sido suficientemente informado(a) y que da su
consentimiento para participar en este estudio. Las regulaciones federales requieren una carta de
consentimiento informado antes de cualquier participacion en un estudio de investigacion, de manera
que usted pueda conocer la naturaleza y riesgos de su participacion y darle la oportunidad de decidir
libremente si participa 0 no participa.

PROPOSITO

Usted esta siendo invitado(a) a participar voluntariamente en el proyecto de investigacion cuyo titulo
esta sefialado al principio de este escrito. El propdsito de este proyecto de investigacion es analizar
su material genético (informacién heredada de padres a hijos que nos distingue como individuos)
para conocer como su organismo puede responder o no al tratamiento que su médico ha indicado
para contrarrestar el cancer de mama. La razon de este estudio es porque se ha descrito que
mecanismos moleculares en nuestras células actian de manera diferente ante el mismo
medicamento, y conocer estos mecanismos nos ayudara en el futuro a proveer un tratamiento mas
efectivo contra el cancer de mama, con menos efectos secundarios y méas probabilidad de respuesta
favorable. Pensamos que el material genético de las células tanto del tumor como el de su sangre
nos ayudara a determinar estos mecanismos y a saber porque algunas personas si responden bien
al tratamiento mientras que otras no. Como el material genético es el que provee la informacion que
determina el desarrollo de los humanos, es en ese material que haremos el estudio, y para esqQ
requeriremos de usted la donacion voluntaria de parte del tejido que le sera retirado durante su
biopsia y/o cirugia, y de 10 ml de sangre periférica para extraer de ellas ADN, ARN y plasma y una
muestra de orina, con los cuales haremos las investigaciones explicadas.

La muestra de orina es para investigar las concentraciones de metabolitos del medicamento que el
doctor le recetd, para valorar su respuesta a éste. Es importante mencionarle que sus muestras NO
seran utilizadas para investigar ninguna ofra condicién 6 enfermedad genética.

CRITERIOS DE SELECCION

El investigador principal o un miembro de su grupo dé investigadores hablaran con usted acerca de

lo que se necesita para que usted participe en el estudio. Para ser candidato usted debe tener’al
- menos 18 afios, tener diagnéstico de cancer de mama y estar programada para ser sometida a una

cirugia de la mama. Seran excluidas del estudio aquellas personas que hayan recibido un

tratamiento por cancer de mama u otro tumor.

SUB-OIRECCION DE INVESTIGACION

COMITE DE ETICA
FOMITE NF INVECTICAFIAM
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PROCEDIMIENTOS :
La siguiente informacion describe su participacion en este estudio:

UNIVERSIDAD AUTONOMA f

1. Cuestionario. ; : i
A través de un cuestionario una persona calificada le hara algunas preguntas bésicas acercg de su
estilo de vida cotidiano y su historial de salud.

2. Muestra de orina. P L
Sera necesario también colectar una muestra de orina de usted. La cantidad de orina ser menos
de media taza. Es necesario que se trate de una muestra de orina recolectada después de su
primera sesion de quimioterapia y nosotros le daremos instrucciones de cémo debe usted colectar y
almacenar la muestra hasta antes de que nos la entregue. En su muestra de orina mediremos los
niveles de medicamento tanto en su forma original como los productos resultantes de la manera
como su cuerpo los ha transformado.

3. Tejido de-seno/ muestra de sangre. t4

Nosotros colectaremos exclusivamente parte del tejido que el cirujano remueve de su(s) seno(s)
para el diagndstico inicial (biopsia) y del que es removido en la cirugia para eliminar el tumor. No se
tomara ningln tejido adicional ni se hara ningin procedimiento adicional al que el cirujano
normalmente realiza en este tipo de operaciones. Tomaremos una muestra de sangre, la cual sera
obtenida al mismo tiempo que se toman' muestras de sangre para los estudios preoperatorios, por lo
cual esto no le implicara una puncién extra. De esas muestras aislaremos el DNA y el RNA, el
material que le describimos en el primer parrafo. ; i

Con la muestra de tejido nosotros extraeremos el RNA y DNA para estudiar el perfil genético, es
decir, la manera como los genes se expresan en las células. El analisis consistira en valorar la
expresion de practicamente todos los genes humanos conocidos a la fecha. :

EI RNA y DNA de su sangre se utilizara para los estudios de respuesta a medicamento y el suero
- sera almacenado en congelacion para ser utilizados en futuros analisis de validacion de resultaos del
primer estudio. Sus muestras seran almacenadas por 10 afios y después seran desechadas.

Si desea saber de manera mas amplia como sera llevado a cabo el estudio, podemos proveerie de
informacién mas especifica. §

4. Investigacién futura y almacenamiento de las muestras.

Para nosotros es muy importante almacenar su DNA y RNA para poder utilizarlo en estudios de
validacion de los resultados obtenidos en'la primera etapa'y porque existe la posibilidad de que en
un futuro se puedan estudiar otros aspectos importantes de la enfermedad u otros mecanismos
involucrados en como el cuerpo procesa algunos medicamentos que no han sido descritos -hasta
ahora. En este momento no podriamos decir exactamente el o los tipos de estudio que se
realizarian, debido a que ellos dependeran del desarrollo de nuevas técnicas y la generacion de
nuevo conocimiento. Si acepta, usted estara dando su consentimiento para participar tanto en este
estudio como para que sus muestras puedan ser utilizadasusssricssestudinsditaros que le
mencionamos.

COMITE DE ETICA
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De cualquier- manera, usted puede decidir en cualquier momento dejar de participar en el estudio
contactando a los investigadores en los teléfonos que se encuentran sefialados al final de este
formato.

Si decide abandonar el estudio, sus muestras serén destruidas, y sus resultados no serén utilizados
en ninguno de los estudios excepto aquellos que ya hayan sido reportados antes de ‘que usted
decidiera renunciar.

RIESGOS

El riesgo fisico que existe al participar en este estudio es muy bajo, debido a que no se modificara
ningan procedimiento de los que se realizan de rutina para su diagndstico y tratamiento. La
recoleccion de sangre se haré cuando se tomen las muestras para sus estudios preoperatorios, por
lo cual usted no sera sometido a otra puncion, y la recoleccion de orina se realizara en una de sus
visitas al seguimiento del tratamiento. Por lo que respecta al tejido del seno, solo tomaremos el tejido
que el cirujano tomara durante la cirugia y que en otras circunstancias normalmente es desechado,
por lo cual no se requiere ningln otro procedimiento adicional que ponga en riesgo su integridad
fisica, que aquel que usted tendré al someterse a la cirugia. Solo cuatro miembros del cuerpo de
investigadores tendran acceso a su informacion personal y esta informacion sera mantenida en
secreto de una manera segura.

BENEFICIOS
No existen beneficios directos para usted por su participacion, el beneficio es indirecto al contribuir al
conocimiento de la enfermedad.

CONFIDENCIALIDAD

Su identidad sera conocida solo por cuatro miembros del grupo. Sus resultados personales no se
pondrén a disposicion de terceras partes tales como empleadores, organizaciones gubernamentales,
compaiiias de seguros, instituciones de educacion, y tampoco se le hara llegar a su médico. Es
posible que alguna agencia regulatoria gubernamental o comité de ética pueda revisar su
informacion, debido a que esos organismos se encargan de vigilar que los proyectos de
investigacién no violen los derechos de los participantes. La confidencialidad de las muestras sera
protegida asignandole un cddigo especifico, de tal manera que su muestra no sera identificada con
su nombre si no con un niimero que ser4 ligado a su muestra, Ese nimero sera salvaguardado por
los responsables del estudio. Sus muestras seran almacenadas en la Unidad de Biologia Molecular,
Genomica y Secuenciacion del Centro de investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud de la
Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn. Las muestras $eran almacenadas por 10 afios, después de
lo cual serén destruidas. Usted puede decidir en cualquier momento dejar de participar en el estudio
contactando a los investigadores en los teléfonos que se encuentran sefialados al final de este
formato. Si decide abandonar el estudio, sus muestras seran destruidas, y sus resultados no seran
utilizados en ninguno de los estudios excepto aquellos que ya hayan sido reportados antes de que
usted decidiera renunciar.
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COSTO DE LA PARTICIPACION Y COMPENSACION O LAS PARTICIPANTES

No existe ninglin costo para su participacion, excepto su tiempo. No existe tampoco compensacion

alguna por participar en este estudio.

CONTACTOS

Usted puede obtener informacién adicional acerca de esta investigacion, o externar sus comentarios

0 quejas llamando al Investigador Principal: Dra. Rocio Ortiz Lépez (8183485287), o al cirujano que

la atiende (8183483303). También puede contactar al presidente del Comité de Etica que aprobd

este proyecto de investigacion: Dr. José Gerardo Garza Leal, Presidente del Comité de Investigacion

de la Facultad de Medicina de la UANL y Hospital Universitario “Dr. José' Eleuterio Gonzalez"

teléfono 83294050 ext 2870-74.

RESPONSABILIDADES .

Todos los estudios que se realizaran en este proyecto de investigacion son a partir de las myestras
obtenidas, durante procedimientos de rutina para su tratamiento. Por Io tanto no se esperan efectos
adversos 0 indeseables, sin embargo sabemos que algunos efectos indeseables son posibles en
cualquier programa de investigacion, atin a pesar de la utilizacién de altos estandares de seguridad
los cuales podrian ocurrir aun cuando ni usted ni los investigadores incurran en ninguna falta. Sin
embargo, pueden ocurrir algunos imprevistos que requieran atencion. Usted no cede ninguno de sus
derechos legales al firmar esta forma. En el caso de que usted requiera de atencién médica por
darios causados que usted considera fueron provocados por esta investigacion por favor contacte al
Investigador Principal mencionado con anterioridad.

AUTORIZACION :

Yo, por la presente hago constar que antes de dar mi
consentimiento para firmar esta forma, el método, inconvenientes, riesgos y beneficios del proyecto
de investigacién me han sido explicados y mis preguntas han sido contestadas. Tengo el derecho de
preguntar en cualquier momento y la libertad de abandonar el estudio sin que esto ocasione ninguna
actitud o hecho negativo para mi persona. Si mi participacion en este proyecto de investigacion-es
terminada por el investigador responsable, las razones me deberan ser explicadas. Cualquier
informacion nueva desarrollada durante el curso de este estudio que pueda afectar mi deseo dé
continuar en el proyecto de investigacion me sera notificada en cuanto esté disponible. Esta forma
de consentimiento debera ser llenada con la M. C. Sandra Karina Santuario Facio o con la QFB
Yadira Xitlalli Pérez Paramo de la Unidad de Biologia Molecular, Genémica y Secuenciacion del
Centro de investigacién y Desarrollo en Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn con acceso restringido solo a ellas. Solo la Dra. Rocio Ortiz Lopez y el Dr. Servando Cardona
podran tener acceso a esta informacion. Al firmar esta forma yo no cedo ninguno de mis derechos.
Asi mismo, me sera dada una copia firmada de este documento.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y obtener informacién en
cualquier momento del desarrollo de la misma. Ademas, entiendo que estoy en la libertad de
retirarme en el momento que desee y si tomo esta decision no #etafeaRPEMRRIRSAratamientos

COMITE DE ETICA

s

pag. 79



ANL

&
— o ; >
UNIVERSIDAD AUTONOMA . e

DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

Entiendo que la informacion obtenida de la investigacion sera manejada en forma confidencial y que
en ningin momento se violara mi privacidad.

Ademas, en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez' de la UANL, estaran en la
disposicion de brindarme tratamiento médico o quirdrgico sin costo, en caso de que resultara dafiado
directamente por cualquiera de los procedimientos del proyecto de investigacion, y en caso de dafio
permanente, tendré derecho a ser indemnizado de acuerdo al dafio sufrido.

Nombre del Paciente (impreso) Fecha

Firma del paciente o tutor Teléfono :
Direccion

Nombre y firma de Testigo 1 Direccién

Nombre y firma de Testigo 2 i Direccién

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Yo investigador del proyecto, he explicado claramente a la paciente la naturaleza del proyecto de
investigacion mencionado arriba. Por la presente certifico que en lo mejor de mi conacimiento la
persona que firmd esta forma, ‘ha sido informada de la naturaleza, demandas, beneficios y riesgos
implicados en su participacion.

Nombre y Firma del Entrevistador Fecha

Nombre y firma del Investigador Principal Fecha g o nimeceron benvesTIGACiON
et
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9.3. Cuestionario

EACETEAD DE MEDICINA Y HOSPEEAL ENIVERSHARIO

ANALISIS DE PERFILES GENOMICOS Y PROTEOMICOS EN PACIENTES CON CANCER DE MAMA Y SU

ASOCIACION CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Cuestionario
Nombre del paciente: L. 2, No. En el proyecto
Nombre de entrevistador: =~ Fecha:
|- Informacién socio-demografica:
1. Lugar de nacimiento:
1) Monterrey y area metropolitana 3) Otro Estado:

2) Otro municipio de Nuevo Leon

2. ¢Qué nacionalidad tiene?
1) Mexicana 3)F Otrai=ies
2) Estadounidense
3. ¢Cuanto tiempo tiene viviendo en su actual domicilio (Ciudad y/o Estado)?
1) Menos de un afio 4) 20-29 afos
2) 1-9ados 5) 30 afos o mas
3) 10-19 anos
4, ;Cudlessuedadactual?: _
1) 30 afios 0 menos 4) 41-45 afos
2) 31-35 afos 5) 46-50 afos
3) 36-40 afos 6) Mas de 50 afios
5. ¢Cual es su estado civil?
1) Casada
2) Union libre 4) Divorciada
3) Separada 5) Soltera (nunca casada)
6. ¢Cual es su nivel mas alto de escolaridad?
1) Kinder 9) Carrera técnica terminada
2) Primarna incompleta 10) Profesional (licenciatura, ingenieria)
3) Primaria terminada incompleta
4) Secundaria incompleta 11) Profesional (licenciatura, ingenieria) [
5) Secundana terminada terminado
6) Preparatona (o bachillerato) 12) Posgrado (maestria o doctorado)
incompleto incompleto
7) Preparatona (o bachillerato) terminado 13) Posgrado (maestria o doctorado)
8) Carrera técnica incompleta terminado
7. Actualmente usted esta:
1)  Empleado con salario 6) Estudiante
2) Trabajando por su cuenta 7)  Jubilado
3) Sin trabajo por mas de un afio 8) Incapacitado para trabajar
4)  Sin trabajo por menos de un afo < 9)  Nodesea contestar
5) Ama de casa S
Il.- Morfometria
eso xtalla
1. Peso___ Kg Tala.__cm ASC: ASC = }”ET
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lll.- Informacion Gineco-obstétrica.

1

;A qué edad empezo su periodo menstrual?

1) Nunca ha 3 1012 6) No sabe
menstruado 4) 1315

2) 9o menor 5) 16 0 mayor
¢Usted esta embarazada actualmente?

1) Si

2) No
;Cuantas veces ha estado embarazada? (incluyendo abortos y embarazos 3 termino)

1) 0 5) 4 9 8

a1 6) 5 10) 9

3) 2 7 6 1) 10

4) 3 8) 7 12) Mas de 10
Si contesta alguna opcion diferente a 0 responda las preguntas 4,5,6,7y 8si contesto la opcion 1 pase a
pregunta 9.
¢Cuantos de sus embarazos fueron embarazos a término?

1) Numero:

2) Ninguno (pasar a pregunta 9)
¢Qué edad tenia cuando tuvo su primer embarazo a término?

1) 15 afos o menos 5) 31-40 afios
2) 16-20 afos 6) 41anosomas
3)  21-25anos 7) Ninguno (pasar a pregunta 10)

4)  26-30 afos
¢Usted alimento con leche materna a aiguno de sus hijos?
1) Si
2) No (pasar a pregunta 10)
¢Qué edad tenia cuando alimento con leche matema a sus hijos?

1) 15 afios 0 menos 4) 26-30 afos
2) 16-20 afos 5) 3140 afos
3) 21-25 aflos 6) 41 afios o mas
¢Cuantas semanas o meses en promedio alimento con leche matema a sus hijos?
1) 1-2 meses 3) 6-12meses
2) 3-6meses 4) 1afoomas
¢Ha usado anticonceptivos orales? (anticoncepeion, menstruacion irregular).
1) Si
2) No (pasar apregunta 11)
. ¢Por cuanto tiempo? .
1) 6mesesomenos - 4) 3-5anos
2) 6meses-1aMo 5) Mas de 5 afios
3) 1-3anos
¢Aun tiene periodos menstruales?
1) S - sk
2) No (pase ala pregunta 15)
. ¢Hace cuanto tiempo dejo de menstruar?

1) 12 meses o menos
2) Masde 12 meses

. ¢Ha usado hormonas femeninas por dos meses 0 mas para evitar sintomas de menopausia?

1) Si
2) No (pase a la pregunta 15)
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14. ;Por cuanto tiempo las ha usado? .
1) 3 meses o menos 4) 1-3afos’

2) 4-6 meses 5) 4-5aios
3) T7meses-1 afio 6) 5 afos o mas
15. ;Se tomo usted alguna mamografia, previa a su diagnéstico?
1) Si
2) No
16. ¢Cuantas mamografias se ha hecho en los ultimos 5 afos?
1) Ninguno 3 2 5) 4
2l 4) 3 6) 5 o mas

IV.- Antecedentes familiares

1. ¢Alguno de sus padres, hermanos o hijos ha tenido cancer de mama?

1) Si
2) No
3) Nosé

Si responde no 0 no sé, pasar a la pregunta 4.
2. ;Cuéntos familiares han padecido cancer de mama?

1) 1 4) 34
2) 12 5) 4omas
3) 23

3. ¢Qué parentesco tenia usted con los afectados?
1)  Padres, hijos y/o hermanos (1er Grado)
2) Abuelos, tios y primos (2do Grado)
3) Bisabuelos (3er Grado)
4. ¢Alguno de sus familiares ha padecido sindrome de Lynch?

1) 250
2) No
3) Nosé

Si responde no o no sé, pasar a la pregunta 7.
5. ¢Cuantos familiares han padecido sindrome de Lynch?

1) 1 4 34
2)i=t2 5 4omas
3) 23

6. ¢Qué parentesco tenia usted con los afectados?
1) Padres, hijos y/o hermanos (1er Grado)
2)  Abuelos, tios y primos (2do Grado)
3) Bisabuelos (3er Grado)
7. ¢Padece usted alguna de las siguientes enfermedades cronico degenerativas?
1) No padezco ninguna

2) Diabetes 5) Cardiopatia isquémica
3) Hipertension arterial : 7 6) Infecciones: tipo
4)  Artritis reumatoide 7) Otro:

8. ¢ Toma regularmente alguno de los siguientes medicamentos para alguna enfermedad a parte del cancer?
1) Analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios (Aspirina, Dipirona, Indometacina, Paracetamol,
Ibuprofeno, Piroxican, Diclofenaco, Bencidamina ).
2) Diuréticos (Clortalidona, Furosemida, Hidroclorotiazida, Espironolactona).
3) Sedantes o hipnéticos (Diazepam, Meprobamato, Nitrazepam).
4)  Antihipertensivos (Nifedipina, Captopril, Atenolol, Verapamilo, Metildopa, Diltiazem).
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5)  Hipoglicemiantes (Tolbutamida, Glibenclamida, Insulina).
6) Antianginosos (Nitrosorbide, Nitropental).

7)  Broncodilatadores (Salbutamol spray, Aminofilina).

8) Cardiotonicos (Digoxina)

9) Antiagregante plaquetario (Dipiridamol).

10) No

11) Otros:_____

V.- Habitos (Tabaquismo, Etilismo)

1. ¢Fuma actualmente?
1) Si
2) No (pase a pregunta 3)
3) Dejédefumarhace

2. indice Pack Year: ( # cigarrillos al dia)(# afios fumados)/ 20.
1) Hasta1
2) 15
3) 6-10
4) Masde 10

3. ¢Consume o ha consumido bebidas alcoholicas?
1) Si
2)  No (pase a siguiente seccion)

4. ¢Por cuanto tiempo consumié o ha consumido bebidas alcohdlicas?
1)  Menos de 1ano
2) 1-5afios
3) Masde 5 afos

5. ;Cuantas cervezas o vasos de vino consume 0 consumia en una semana?
1) 13 3) B6omas
2) 36

Vil.- Neoplasia mamaria actual

1. Localizacion tumor: 1) Mama derecha cuadrante superior derecho.
2) Mama derecha cuadrante superior izquierdo.
3) Mama derecha cuadrante inferior derecho.
4) Mama derecha cuadrante inferior izquierdo.
5) Mama izquierda cuadrante superior derecho.

6) Mama izquierda cuadrante superior izquierdo.
112 516 % 7) Mama izquierda cuadrante inferior derecho.
3| 4 718 i 8) Mama izquierda cuadrante inferior izquierdo.
: ’ 9) Retroareolar.

10) Ctro:

Derecha lzquierda

2. Tamano (cm):
1) <20cm 2) 2-5cm 3) >5cm

Clasificacion TNM:

3. Tamafo:
1) Tx 2) T0 3) Tis
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10. Receptores de progesterona

1.

4 M
5 T2

Afeccion a nodulos linfaticos:

1) Abix

2) NO
Metastasis:
1) Mx
Etapa

1) Estadio 0 (carcinoma in situ)

2) Estadiol
3) Estadioll
4) Estadio llIA

BI-RADS:

1) BI-RADS 0: Evaluacion adicional
2) BI-RADS 1: Negativa
3) BI-RADS 2: Benigna

ract bbb

6) T3
7) T4

3) N1
4 N2

2) Mo

4) BI-RADS 3: Probablemente benigna

Grado Scarff-Bloom-Richardson:

a) GRADO 1 o bien diferenciado: 3 a 5 puntos

b) GRADO2 o moderadamente diferenciados: 6 y 7 puntos
¢) GRADO3 o pobremente diferenciados: 8 y 9 puntos
Receptores de estrogeno (Escala de Allred)

a) 0=negativo -

b) 1= Score Allred 0-5

a) 0=negativo
b) 1=positivo

Receptor Her2 neu
a) 0=negativo
b) 1=1+negativo

12. Fish

a) 0=negativo
b) 1=positivo

Viil. LABORATORIO:

1.

Glucosa:

1) <70 mg/dL
2) 70-100 mg/dL
3) >100 mg/dL
Creatinina:

1) <14 mg/dL
2) >14mg/dL
Urea:

1) <10 mg/dL
2)  10-40 mg/dL
3) >40 mg/dL
Acido urico:

1) <23 mg/dL
2) 2366 mg/dL
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5)
6)

7)

5)

3)

5) EstadiolllB
6) Estadio lliC
7) Estadio IV

BI-RADS 4: Anormalidad sospechosa
BI-RADS 5: Altamente sugestiva de

malignidad

BI-RADS 6: Malignidad conocida

¢) 2= Score Allred 67

d) 3= Score Allred 8

¢) 2 indeterminado

c) 2=2+indeterminado

d) 3=3+ positivo

¢) 2=no realizado

3) >6,6 mg/dL
Colesterol:

1) <200 mg/dL

2) 200-240 mg/dL
3) >200 mg/dL
Bilirrubina total:

1) 0-1 mgidL

2) >1mg/dL
Bilirrubina directa:
1) 0-0,4 mg/dL
2) >0,04 mg/dL
Albumina:

1) <31g/dL

2) 31-43g/dL

Y HOSPEEANL ENIVERSTEARIO

N3
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3) >43g/dL 2) 730UL
9. TGO: 3) >30UL
1) <UL 11. Fosfatasa alcalina:
2) 925Ul 1) <30UL
3) >25UL 2) 30-100 UL
10. TGP: 3) >100 UL
1) <TUL
IX: EVALUACION DE TOXICIDADES
ADRIAMICINA
1.- Nausea
a) 0=NO

b) 1=GRADO1 Disminucion del apetito sin alteracion de habitos alimenticios
¢) 2=GRADO2 Ingesta oral disminuida, sin pérdida significativa de peso, deshidratacion o malnutricion
d) 3=GRADO3 Ingesta calérica inadecuada, indicacion de NPT, o hospitalizacion
2.- Vomito
a) 0=NO
b) 1=GRADO 1. 1-2 episodios separados por 5 min en 24 hrs
¢) 2=GRADO 2: 3-5episodios separados en 5 minutos en 24 hrs
d) 3=GRADO 3: >= 6 episodios separados por 5 minutos en 24 hrs
e) 4=GRADO 4: Riesgo de complicaciones
f) 5=GRADO 5: Muerte

3.- Neutropenia -~

a) 0=NO

b) 1=GRADO1: PMN < 1500/mm3

¢) 2=GRADO2: PMN <1500 - 1000/mm3
d) 3=GRADO3 PMN <1000 - 500/mm3
e) 4=GRADO4: PMN <500/mm3

4 .- Amenorrea

a) 0=NO

b) 1=GRADO1: Interrupcion intermitente de la menstruacion de 1a 3 meses

¢) 2=GRADO2: Interrupcion intermitente de la menstruacion de 4 a 6 meses

d) 3=GRADO3. Interrupcion intermitente de la menstruacion por mas de 6 meses

5.- Fotosensibilidad

a) 0=NO

b) 1=GRADO1 Sintomatologia leve

¢) 2=GRADOZ2: Sintomatologia moderada
d) 3=GRADO3: Sintomatologia grave

6.- Insuficiencia cardiaca

a) 0=NO

b) 1=GRADO 1: asintomatico

¢) 2= GRADOZ: Sintomatico con ejercicio moderado o severo
d) 3=GRADO3: Sintomatico con ejercicio leve

e) 4=GRADOA4: Sintomatico al reposo
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7.- Trastomos electrocardiograficos

a) 0=NO
b) 1=SI
c) TIPO

PACLITAXEL
1.- Neutropenia

a) 0=NO

b) 1= PMN < 1500/mm3

¢) 2=GRADO2 PMN <1500 - 1000/mm3
d) 3=GRADO3: PMN <1000 - 500/mm3
e) 4=GRADO4: PMN <500/mm3

2.- Anemia

a) 0=NO

b) 1=GRADO1: HB < 10.0 g/dL

¢) 2=GRADOZ: Hgb <10.0 - 8.0 g/DI
d) 3=GRADO3: Hgb <8.0 - 6.5 g/DI
e) 4=GRADO4: Hgb< 6.5

3.- Neuropatia sensitiva periférica

a) 0=NO .

b) 1=GRADO1: Sintomas leves

¢) 2=GRADO2 Sintomas moderados
d) 3=GRADO3: Sintomas graves

e) 4=GRADO 4 Muerte

4 - Fotosensibilidad.

a) 0=NO
b) 1=GRADO1 Sintomatologia leve

¢) 2=GRADO2: Sintomatologia moderada

d) 3=GRADO3 Sintomatologia grave
5.- Trastonos electrocardiograficos
a) 0=NO

b) 1=SI
c) TIPO

KRSEEARIO

CICLOFOSFAMIDA
1.-Neutropenia

a) 0=NO

b) 1= PMN < 1500/mm3

c) 2=GRADO2 PMN <1500 - 1000/mm3
d) 3=GRADO3: PMN <1000 - 500/mm3
e) 4=GRADO4: PMN <500/mm3

2.- Anemia

a) 0=NO
b) 1=GRADO1: HB < 10.0 g/dL

c) 2=GRADO2: Hgb <10.0- 8.0 g/DI
d) 3=GRADO3: Hgb <8.0 - 6.5 /DI
e) 4=GRADO4: Hgb< 6.5

3.-Nausea

a) 0=NO

b)  1=GRADO1 Disminucion del apetito sin
alteracion de habitos alimenticios

c) 2=GRADO? Ingesta oral disminuida, sin
pérdida significativa de peso,
deshidratacion o malnutricion

d) 3=GRADO3 Ingesta calorica inadecuada,
indicacion de NPT, o hospitalizacion

4 - Vomito

a) 0=NO

b) 1= GRADO1 1-2 episodios separados por 5
min en 24 hrs

¢) 2=GRADO?2 3-5episodios separados en 5
minutos en 24 hrs

d) 3=GRADO3 >= 6 episodios separados por
5 minutos en 24 hrs

e) 4=GRADO 4 Riesgo de complicaciones

f)  5=GRADOS Muerte
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