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RESUMEN

Introduccion:

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en mujeres de todo el
mundo, cada vez hay mas mujeres diagnosticadas con esta enfermedad. La
necesidad de evaluar la evolucion de la enfermedad, la capacidad de producir
metastasis, el prondstico y la respuesta al tratamiento de forma rapida y
especifica para cada paciente, se convierte en requisito indispensable. Este
estudio propone el uso de células tumorales circulantes (CTC) obtenidas de
muestras de sangre periférica de pacientes atendidas en el Instituto Nacional de
Enfermedades Neoplasicas (INEN), como metodologia sencilla, rapida y no
invasiva para el estudio de biomarcadores circulantes.

Materiales y métodos:

La poblacion estudiada serd compuesta por pacientes mujeres
diagnosticadas con cancer de mama triple negativo (CMTN) atendidos en el
INEN en Lima-Peru. Se realizara la seleccion, deteccion y posterior andlisis de
las CTC obtenidas de muestras de sangre periférica, por cada paciente antes y
después de la quimioterapia.

Resultados:

Participaron 28 pacientes mujeres mayores de 18 afos diagnosticadas
con CMTN. La edad media al diagnéstico fue de 52.5 afios. Se identificéd la
presencia de CTC en 11 de los 28 (39.3%) pacientes con CMTN: 45.5% (5/11)
neoadyuvantes y 54.5% (6/11) adyuvantes. La mayoria presento subtipo
histologico ductal (90.9%), grado histolégico 3 (81.8%), estadio tumoral Il
(54.5%), estadio ganglionar N1 (54.5%) y estadio clinico | y Il (54.5%). Solo 1
(9.1%) tuvo metastasis a distancia (pulmén). Solo 10 tuvieron algun tipo de
cirugia: mastectomia (70.0%) o tumorectomia (30.0%). 2 pacientes tuvieron
recaida (18.2%) pero solo 1 de estos fallecio (9.1%). No se encontr¢ diferencias
significativas entre la presencia de CTC con las caracteristicas clinico-
patolégicas estudiadas (p >0.05). Dentro de las CTC positivas, el 27.3% fueron

positivos para ALDH1 (marcador de células madre tumoral), el 36.4% fueron



positivas para la deteccion de al menos uno de los marcadores de la EMT
(TWIST1, AKT-2 o PI3Ka) y 54.5% de al menos uno de los marcadores
especificos de cancer de mama (MUC1, GA733-2 o HERZ2). Solo a 8 se les tomo
nuevamente una muestra de sangre después del tratamiento terapéutico y
quirurgico (4 neoadyuvante y 4 adyuvantes).

Conclusiones:

Se requieren estudios adicionales para determinar el potencial prondstico
de las CTC. Se necesitan mas estudios con cohortes mas grandes y tiempos de
seguimiento mas largos para evaluar si un patron de marcador sistémico puede
indicar una reapariciéon temprana de CTC y, por lo tanto, un proceso progresivo
de la enfermedad.

Palabras clave: cdncer de mama, triple negativo, CTC.



I. INTRODUCCION

El Cancer de Mama (CM) es una enfermedad que no hace distincion entre
poblaciones de paises desarrollados o en vias de desarrollo y es el tipo de cancer
con mayor presencia en las mujeres a nivel mundial desplazando asi al cancer
de cuello uterino (Moran, E., y col. 2009). En cuanto a la mortalidad por esta
enfermedad, si hay diferencias, en paises de bajos ingresos ocurren la mayoria
de los decesos, ya que generalmente el diagnéstico se realiza en fases
avanzadas de la enfermedad, debido a la falta de acceso a servicios de salud y
a la poca sensibilizacion para la deteccion precoz (conocimiento de signos, de
sintomas iniciales y la autoexploracion mamaria).

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es una neoplasia maligna
caracterizada por la ausencia de la expresion de los receptores de estrégeno
(RE), de progesterona (RP) y HER2. Estudios recientes han sefialado que el
CMTN es un grupo heterogéneo de distintas neoplasias, con prondsticos
diferentes. El CMTN es el subtipo mas comdn en mujeres con mutaciones en el
gen BRCAL1 (BReastCAncer gen tipo 1) y ademas se caracteriza por tener
patrones epidemioldgicos con una alta incidencia en poblaciones afroamericanas
y latinas, y una menor incidencia en poblacion caucéasica y constituye un
problema de salud publica por su elevada morbilidad y mortalidad. Ante la
ausencia de blancos terapéuticos, la quimioterapia cumple un rol importante en
el tratamiento, y muchos esfuerzos estan destinAndose a buscar otras
combinaciones de quimioterapia y nuevos medicamentos, mientras que las
actuales guias no especifican un tratamiento efectivo directo para este tipo de
canceres (Zaharia y Gomez. 2013).

Multiples estudios han determinado que existe un grupo de células tumorales
gue se desprenden del tumor primario y que se trasladan mediante el torrente
sanguineo a distintos tejidos y/o érganos produciendo metastasis. Estas células
llamadas Células Tumorales Circulantes (CTCs) presentan caracteristicas
similares al tumor inicial de donde se asume se desprenden desde estadios

tempranos. Las CTCs no suelen establecerse en un lugar al azar, si no que



dependiendo de sus caracteristicas bioquimicas y moleculares presentan
afinidad con tejidos y/o érganos similares al de su origen (Papasotiriou, I., y col.
2015).

Las CTCs pueden distinguirse de las células normales en sangre periférica
mediante sus caracteristicas fisicas y biolégicas. Para ello se requieren de
técnicas sensibles y especificas que permitan su correcta identificaciéon dado que
la concentracion de CTC en sangre periférica, incluso en pacientes con
enfermedad metastasica, no supera el indice de 1 CTC por cada 105 células
leucocitarias; es por ello que la mayoria de los sistemas de deteccion consisten

en una fase de enriquecimiento previa a la deteccion. (Ring, AE., y col. 2004).



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mundialmente el CMTN es el subtipo de CM mas agresivo, con mayor indice de
mortandad debido en parte a que las pacientes llegan a tratarse en estadios
avanzados de la enfermedad. EI CMTN también es un subtipo dificil de
diagnosticar con exactitud dada su naturaleza heterogénea y debido a que la
realizacion de perfiles genéticos no es una practica estandar para el diagnostico
convencional del CM, esto limita una apropiada identificacion de este subtipo de
CM. Las CTCs al presentar caracteristicas genéticas derivadas del tumor
primario podrian dar a conocer la situacion actual de la enfermedad y la toma de
decisiones médicas a través de procedimientos clinicos no invasivos para el
paciente y permitiendo a su vez una toma de muestra suficiente para los analisis
moleculares pertinentes.

Ante esta premisa surge la interrogante ¢Pueden las Células Tumorales
Circulantes ser implementadas como marcadores moleculares de prondstico y
determinacién de tratamientos especificos que permitan tener mejores
resultados en la pacientes peruanas diagnosticados con Cancer de Mama Triple

Negativo?



I11. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El CM en el Pera es la neoplasia mas comudn en los sectores socioecondmicos
Ay B, y la segunda en los sectores C, D y E segun registros del Ministerio de
Salud del 2010-2016. Hasta el 2012 solo en Lima se registr6 una tasa de
mortalidad de 10.72 mujeres por cada 100,000 segun el Registro de Cancer de
Lima Metropolitana — Incidencia y mortalidad 2010-2012. MINSA.

Las CTCs pueden ser detectadas en la sangre cuando la enfermedad se
encuentra en un estadio avanzado, tiene la capacidad de extravasar los vasos
sanguineos y formar micro metastasis. Debido a esto es que las CTCs se
presentan como alternativa (aun estudiada) de prondstico de enfermedad, de
evaluacion de la capacidad de metastasis, seleccién personalizada de
tratamiento y seguimiento de la neoplasia en caso no se halle muestra de tumor
primario.

Por este motivo es importante que las investigaciones sobre CTCs y marcadores
moleculares especificos en CM aumenten, esto permitird tener una mayor
recopilacion de informacion sobre el desarrollo de esta neoplasia en la poblacion
peruana, de esta manera se podran obtener prondsticos mas acertados y

tratamientos diferenciados para cada paciente.



IV. OBJETIVO GENERAL

v Identificar Células Tumorales Circulantes (CTCs), como biomarcadores
circulantes durante el tratamiento quimioterapéutico en pacientes mujeres
diagnosticadas con Céancer de Mama Triple Negativo en el Instituto

Nacional de enfermedades Neoplasicas (INEN).



V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Aislar las CTCs a partir de muestras de sangre de pacientes
diagnosticadas con CMTN.

v Evaluar el uso de CTCs como un monitoreo posterior al tratamiento de la
enfermedad de los pacientes con CMTN diagnosticados y tratados en el
INEN.

v Determinar estadisticas relacionadas a las variables clinicas de los
pacientes que participaron en la investigacion.

v' Analizar la dinamica tumoral y caracteristicas de las CTCs durante el

tratamiento.



VI. MARCO TEORICO

6.1 Cancer y Cancer de Mama Triple Negativo (CMTN)

El cancer es la principal causa de muerte debida a enfermedades no
transmisibles en todo el mundo, y por lo tanto, es un problema de salud publica
importante, tanto en los paises desarrollados como en los paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo. Datos de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS, 2015) sefialan que cada afio se detectan 1.38 millones de casos
nuevos y ocurren 458 mil muertes por esta enfermedad. (INAGI 2013). A pesar
de ser una enfermedad que detectada a tiempo presenta prondsticos favorables,
la tasa de mortalidad por CM en el mundo sigue en aumento. La causa mas
probable de este hecho es que la enfermedad es aun diagnosticada en etapas
avanzadas, y se identifican multiples barreras en el acceso al diagnostico y
tratamiento para la mayoria de las mujeres que confian en el sistema publico de
salud (Jemal. y col. 2010).

Las investigaciones enfocadas a la prediccion del perfil genético y resultados
clinicos de pacientes con CM, proponen este método para identificar
tratamientos que sean favorables para la evolucion positiva del paciente (Van't
Veer y col. 2002). Los estudios preliminares de Perou y Sorlie basados en
microarreglos, identifican cuatro subtipos de CM: I) Luminal A; Il) Luminal B; IlI)
Basal o Triple Negativo y IV) HER2/C-erb-2. Esta clasificacion fue posteriormente
modificada a partir de los distintos patrones de expresion génica relacionados
con el prondstico y riesgo de metastasis. Tiempo después la clasificacion dividio
el CM en 2 grandes grupos: |) Neoplasias de bajo grado, donde estan incluidos
los subtipos Luminal A y Luminal B por ser positivos para receptores de
estrogeno (RE) y progesterona (RP), siendo el primero de un crecimiento mas
lento y de mejor prondstico, a diferencia del segundo que prolifera méas rapido
por ende su prondstico no es tan favorable; y Il) Neoplasias de alto grado, que

se caracterizan por no presentar RE y RP pero puede haber sobreexpresién y/o



amplificacion de HERZ2/C-erb-2; en esta categoria estan incluidos los tipo
HER2/C-erb-2 y Triple Negativo (Serlie, T., y col 2003).

En el caso del subtipo HER2/C-erb-2, constituye el 10-15% de todas las
neoplasias de mama y tiende a un crecimiento acelerado por lo que los
pronésticos no suelen ser positivos. Este subtipo es resistente a la terapia
hormonal debido a la ausencia de receptores hormonales, en cambio los
tratamientos basados en el anticuerpo monoclonal recombinante
(Trastuzumab/herceptin) producen una mejoria significativa en los pacientes ya
que esta directamente enfocada al gen HER2/C-erb-2 (Imigo, y col. 2011).

El cancer de mama triple negativo (CMTN) es una neoplasia que mantiene el
interés y la atencion de investigadores y clinicos debido a su complejidad y
resultados terapéuticos variables en comparacion con los descritos para otros
tipos de CM. Del millbn de casos de céancer detectados anualmente,
aproximadamente 170000 son CMTN (Ismail-Khan, 2010). Al respecto, en la
literatura biomédica existe abundante informacion referente, sin embargo,
parece no haber ain un consenso en relacion a la apropiada definicién del
término “triple negativo”. Quiza la descripcion mas apropiada es la que define al
CMTN como “un estado inmunohistoquimico para canceres con biologia y
conducta clinica heterogénea” (Campos-Segura M. 2012). Otra propuesta define
al CMTN como un grupo de enfermedades con conductas bioldgicas diferentes,
de epidemiologia no claramente precisada. Pero que comparten un abordaje

diagnéstico y terapéutico similar (Caceres, G., y col. 2015).

Como se postulé anteriormente, el subtipo basal o triple negativo se compone de
tumores ER-, PR- y HER2- con perfiles de expresion imitando a la de las células
epiteliales basales de otras partes del cuerpo y las células mioepiteliales
normales de mama. Tales patrones de expresién incluyen la falta o baja
expresion de los receptores hormonales y HER2, y alta expresion de marcadores
basales como queratinas 5, 6, 14, 17, EGFR (Dai, X. y col. 2015).



6.2 Celulas Tumorales Circulantes (CTCs)

Las CTCs fueran reportadas por primera vez por Thomas Asworth en 1869 como
células tumorales que se encuentran en la sangre de pacientes que presentan
una neoplasia temprana o avanzada. Stephen Paget propuso afios después, en
1989, la teoria del suelo y la semilla, misma que sostiene que ciertas células
tumorales (semillas) tienen afinidad para implantarse en las condiciones de un
organo en particular (suelo), y cuando ambas condiciones se dan, se propicia la
metéstasis (Saenz, L 2012).

Las CTCs constituyen una subpoblacion de células neoplasicas dispersas en el
sistema circulatorio por medio de los vasos linfaticos de un tumor primario. Las
CTCs se separan del tumor original y circulan a través del torrente sanguineo,
se extienden a otros 6rganos donde pueden iniciar el proceso de metéstasis
tumoral en un nuevo microambiente. Sin embargo, los mecanismos del sitio del
tumor y el restablecimiento en un sitio diferente son todavia desconocidos
(Apostolou, P., y col. 2017).

Las CTCs se diferencian de las células normales de sangre periférica porque
presentan diferentes caracteristicas biolégicas y fisicas. Para poder aislar las
CTCs se requieren de técnicas sensibles y especificas que permitan su correcta
identificacion dado que la concentracion de CTC en sangre periférica, incluso en
pacientes con un proceso metastasico en curso, no supera el indice de una CTC
por cada 105 células leucocitarias; es por ello que la mayoria de los sistemas de
deteccidén consisten en una fase de enriquecimiento seguida del proceso de

deteccién en si mismo (Graves, H., & Czerniecki, B. J. 2011).



Para la deteccion de CTCs es necesario un paso previo de enriquecimiento
basado en aspectos morfologicos de las CTCs y técnicas de inmunoseparacion
gue mejoren la sensibilidad del ensayo (Gerges, N. y col. 2010). En este sentido

podemos diferenciar 2 tipos:

a) Métodos Directos; basados en reconocer moléculas especificas de la
célula tumoral mediante uno o varios anticuerpos monoclonales
asociados a una molécula de sefal cuantificable. De entre estos métodos
el mas destacado es el CellSearch® Circulating Tumor System que
detecta en sangre periférica una CTC por cada 107 células

mononucleares por electromagnetismo (Villegas, L. y col. 2011).

b) Métodos indirectos; se basan en ensayos de acidos nucleicos. Los mas
utilizados son PCR, RT-PCR y algunas variaciones de la misma donde se
requiere un paso previo a la retrotranscripcion a partir de ARNm

especificos.

Tabla 1: Métodos de deteccion de CTCs basados en ensayos de &cidos nucleicos (Ring,
A.y col. 2005.)

Alta sensibilidad.

PCR 5-10 uL DNA Fase se enriquecimiento
preanalitico corto.
RT-PCR 5-10 pL RNA Alta se-n,5|b|I|dad. ) No anélisis morfoldgico.
Deteccion de CTCs viable.
Alta sensibilidad.

RT-PCR Tiempo Real 5-10 pL RNA Deteccién de CTCs viable. No andlisis morfoldgico.

Cuantificacion celular.

Baja especificidad.
No andlisis morfoldgico.

Alta sensibilidad y

especificidad.

RT-PCR Tiempo real Deteccién de CTCs viable. L L.
) 5-10 pL RNA e No analisis morfologico.

multimarcador Cuantificacion celular.

Significacion prondstica en

cancer de mama precoz.

Aungque estas técnicas presentan el inconveniente de no poder observar la
morfologia celular, lo compensan con la posibilidad de usar varios marcadores
moleculares en simultaneo aumentando asi la sensibilidad y la especificidad

significativamente (Ring, A. y col. 2005).



Por otra parte las técnicas de retrotranscripcion y posterior amplificacion de
ADNCc permiten la estimacion indirecta de CTCs al evaluar la expresion de
marcadores especificos en ARNm como por ejemplo el MUC-1, CK19 entre
otros; estos marcadores empleados permiten elevar la especificidad de la técnica
(Alix-Panabieres, C. y col. 2008).

La extravasacion de CTCs al torrente sanguineo, constituye un filtro crucial para
el desarrollo de metastasis en zonas distales a la del tumor primario. Para esto
deberan invadir la membrana basal, el tejido alrededor y finalmente ingresar al
torrente sanguineo; una vez ahi las CTCs son capaces de sobrevivir, extravasar
un tejido distante y algunas tendran la habilidad de establecer un tumor (Butler
TP, 1975). A pesar de esto el destino final de las CTCs aun es controversial ya
que la evidencia preclinica y clinica es inconsistente. En algunos modelos
experimentales las CTCs en su mayoria son destruidas en el torrente sanguineo
(Wong CW. y col. 2001), mientras que en otros sobreviven y extravasan
(Podsypanina K. y col. 2008). A pesar de esto, el censo comiun de estas
investigaciones es que no todas las CTCs tienen la capacidad de formar un foco
metastasico, por lo que estos eventos requieren de un conocimiento mas

detallado para poder ser definido.

De esta manera, el sistema de deteccibn de CTCs, AdnaTest (AdnaGen,
Langenhagen, Alemania) permite el enriguecimiento inmunomagnético de las
células tumorales mediante una mezcla de perlas recubiertas con antigenos
epitelial y asociado a tumores (Fehm, T. y col. 2009). Después del
enriguecimiento inmunomagnético, este sistema extrae el ARN mensajero para
una posterior retrotranscripcion, procedimiento para la deteccion de la cantidad
de ARNm asociados a células epiteliales tales como MUC1, HER2 y la
glicoproteina de superficie. El sistema AdnaTest combina técnicas tradicionales
de anticuerpos con transcripciéon reversa de ADN complementario y muestra una
sensibilidad mas alta en comparacion con el sistema CellSearch (Hauch. y col.
2007).



a. Linaje Genético

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso conformado por
diferentes fases, donde una célula epitelial adquiere un fenotipo mesenquimal.
Estos cambios involucran: pérdida de la polaridad celular, adquisicion de una
capacidad migratoria e invasora, resistencia a la apoptosis y aumento en la
produccion de componentes de la matriz extracelular (Bidard, F. y col. 2008).
Estos cambios ocurren como una consecuencia de la activacion y/o represion de
genes involucrados con rutas de sefializacion especificas relacionadas con este
evento. La EMT esta relacionada con procesos fisioldgicos y patolégicos como
el cancer (Hay ED. 1995). Consta de tres fases: una de células no migratorias,
células premigratorias y células migratorias; cada una de ellas producto de
diferentes sefiales intra o extracelulares, factores de transcripcion (TGF-B, Snail,
TWIST, AKT-2, Slug, ZEB1, entre otras) y proteinas involucradas (E-cadherina,
integrina, vimentina, ocludinas y claudinas) (Lee JM. y col. 2006).

En el caso de los genes asociados al Cancer de Mama, trabajamos con 3
especificos genes cuya participacion en la expresion de la neoplasia esta
probada por mdultiples investigaciones y han sido ampliamente estudiados. El
gen GA733-2 codifica la glicoproteina epitelial 40 (EGP40) que se expresa en la
superficie de la mayoria de las células epiteliales. Se ha encontrado que este
antigeno esta asociado con una variedad de carcinomas humanos como mama,
pulmon, pancreético y colon-rectal (Leij L.y col. 1994), y ha atraido la atencién
como un marcador tumoral. Por otro lado, dentro del grupo de las mucinas se
incluyen proteinas que cumplen también una funcién en el sistema inmune
atrapando organismos patdégenos. La sobreexpresion de mucinas, en especial
de la MUCL1 se encuentra asociada a muchos tipos de cancer (Niv Y, 2008). .EI
gen MUC1, ha sido ampliamente estudiado en relacion con su expresion y

significado funcional en la progresién maligna (Schroeder, JA. y col. 2004).



VII. ANTECEDENTES

7.1 Cancer de Mama

El CM es el tipo més frecuente de cancer en las mujeres y la segunda causa de
muerte en este grupo de poblacion en todo el mundo (Prolla, y col. 2015).A pesar
de ser considerado un tumor con buen prondstico si se diagnostica y trata a
tiempo, el CM sigue estando asociado con una alta tasa de mortalidad en el
mundo. Datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2015) sefialan que
cada afo se detectan 1.38 millones de casos nuevos y ocurren 458 mil muertes
por esta enfermedad.

El CM es una enfermedad que depende de factores genéticos y ambientales
para contribuir a su aparicion. En un pequefio porcentaje de los casos, existe
una mutacion germinal en algin gen de predisposicion al cancer, es decir, hay
pacientes que ya tienen una predisposicion genética lo cual es considerado un
factor determinante para la aparicion de la enfermedad. EI CM espontaneo, que
no esta causado principalmente por una mutacién heredada, representa mas del
90% de los casos de CM en todo el mundo (Tiezzi DG, 2009). Se estima que, en
promedio, las mujeres que viven hasta los 85 afios tendran una probabilidad de
1 en 9 para desarrollar CM (Jemal y col. 2010). Los factores de riesgo
establecidos para el CM incluyen factores reproductivos como: menarquia
temprana, edad mayor de 30 afios en el primer embarazo, uso de
anticonceptivos hormonales de alta dosis, menopausia tardia y terapia de
reemplazo hormonal, aumento de la edad, alta densidad del tejido mamario y
una historia familiar de cancer, especialmente CM. Otros factores que modulan
el riesgo de CM incluyen factores nutricionales, actividad fisica, la historia clinica
y duracién de la lactancia materna, la obesidad en la post-menopausia, fumar,
consumo de alcohol, exposicion a radiacion ionizante y nivel socioecondémico
sobre todo en paises en vias de desarrollo (O brien, 2010).

El CM dependiendo de sus caracteristicas moleculares o fenotipos presenta

subtipos con diagnésticos, prondsticos y tratamientos distintos. Dentro de estos



subtipos que pueden ser determinarlos por sus perfiles de expresion génica
tenemos (Tabla 2):
Tabla 2: Clasificacion de subtipos de CM segln Schnitt (Schnitt S, 2009).

Subtipo Inmunofenotipo Comportamiento
Subtipo mdas comun y menos agresivo, buen prondstico.
. RE(+) y/ORP(+); |20 Po mas Comany 8 b
Luminal A Bajo grado histoldgico; con respuesta hormonal.
Her2/neu(-) . .
Asociado al incremento de edad.
Luminal B RE(+) y/ORP(+); Similar al suptipo Luminal A pero con peor prondstico.
Her2/neu(+) Frecuentemente RE(+)/RP(-).
Subtipo agresivo.
RE(-); RP(-); Alto grado histoldgico e indice mitdtico.
Basal o TN .
Her2/neu(-) Riesgo en edades menores (<40).
Mas frecuente en mujeres premenopausicas afroamericanas.
RE(); RP(1); Menos comun, altamente agresivo y alto grado histoldgico.
Her2/neu(+) ! ! Riesgo en mujeres menores de 40 afios con ascendencia
Her2/neu(+) .
afroamericana.

tendencia a presentar metastasis a distancia, comparada con los otros subtipos
de cancer de mama, predominando las metastasis viscerales (higado, pulmén 'y
sistema nervioso central), asi mismo, tiene un curso clinico mas agresivo, con
recurrencias tempranas y con mayor riesgo de muerte, con respecto a los
tumores dependientes de hormonas (Verma, S. y col. 2011).

Desde un punto vista epidemiolégico, los factores de riesgo que podrian
influenciar en el desarrollo del CMTN no estan bien establecidos ya que tienen
un rango de caracteres bastante amplio. Estudios basados en datos
poblacionales en California, indican que entre 1999 y el 2003 de un total de 6370
mujeres que fueron diagnosticadas con CMTN; presentaron un rango de edad
promedio al momento del diagndstico de entre 50-59 afios con 1690 mujeres
(26.5%), la mayoria presentaba ascendencia afroamericana con 3959 mujeres
(62.2%), predomind el nivel socioeconémico mas bajo con 1536 mujeres (24.1%)
y el grado histologico al momento del diagnostico que sobresalia fue el grado 2
con 3099 mujeres (48.6%), (Bauer K, y col. 2007). Estudios epidemiologicos
realizados por el Centro Consciente de Cancer de la Universidad de Carolina del
Norte, a través del estudio “Cancer de Mama en Carolina” donde abarcaron una
poblacion de 496 pacientes mujeres diagnosticadas con CM; indicaron que en
comparacion con el subtipo TN (100 casos), los tumores Luminales Ay B eran
mas frecuentes (322 casos); dentro del grupo de casos de TN la mayoria

presentaban un grado histolégico pobremente diferenciado (82 casos) y un alto



indice mitotico (85 casos), las mujeres con ascendencia afroamericana
presentaron una ligera mayoria (52 casos) y fue superior (66 casos) en mujeres
con pre menopausia (Carey LA, y col. 2006). Otro estudio encontré que mujeres
hispanas afro descendientes diagnosticadas con CMTN, tenian tumores que
eran mas agresivos, y estas pacientes tenian una supervivencia mas pobre
independientemente de la etapa. Este grupo de pacientes hispanas
afrodescendientes con estadio tardio de CMTN tuvo ademas, la supervivencia
mas pobre en comparacién a otros grupos de estudio (Bauer K, y col. 2007).

EI CMTN es bien conocido por su comportamiento agresivo y se caracteriza por
presentar un tamafio tumoral alto y en ocasiones, una mayor tasa de formacion
de ndédulos (Verma, S. y col. 2011). Ademas, este grupo es también conocido
por un pico temprano de recurrencia entre el primer y tercer afio después del
diagnostico, y metastasis mas agresivas que suelen aparecen con mayor
frecuencia a nivel visceral, particularmente en los pulmones y el cerebro, y
menos probable que se propague a los huesos (Criscitiello C, y col. 2012).
Basado en hallazgos histologicos la mayoria de los CMTNSs presentan su origen
en el epitelio ductal sin embargo, muchos otros fenotipos agresivos también
parecen estar sobre representados, incluyendo metaplasicos, apocrinos y
adenoides cisticos (Reis-Filho, J. S., y col. 2006).

En lo que tratamientos se refiere, la quimioterapia ha demostrado prolongar la
supervivencia libre de enfermedad en los pacientes; sin embargo, el CMTN
carece de los tipicos receptores encontrados en los tipos Luminal Ay B, o en los
asociados al HER-2 y por lo tanto no pueden ser tratados con medicamentos
hormonales o agentes tales como SERMS, antagonistas de HER2 (Joensuu H,
2012). Para combatir este problema se han realizado varios estudios a partir de
neoadyuvantes que acentuaron la relacion entre la sensibilidad a la
guimioterapia y los resultados, revelando proporcionalmente una mayor
respuesta a la antraciclina, que es un tratamiento de quimioterapia basada en

antraciclina/taxano (Carey, L. 2006).

Aunque el CMTN responde al tratamiento de quimioterapia con

antraciclina/taxano, aun hay un alto riesgo de recaida si el tumor no esta



completamente erradicado. Por otra parte, los estudios clinicos y preclinicos
indican que los tumores con genes con mutacion en el BRCAL son sensibles a
agentes de platino tales como Cisplatino y Carboplatino que funcionan causando
dafio al ADN y promueven la apoptosis de células tumorales (Joensuu H, 2012).
Estudios han demostrado que p63, es responsable de controlar una via de
supervivencia que influye directamente con la sensibilidad del cisplatino en
CMTN; por lo tanto, podria ser utilizado como biomarcador para predecir la
respuesta a la terapia con platino en CMTN. Sin embargo, esta conclusion
continua en proceso de investigacion y actualmente el platino no se recomiendan

en adyuvancia para CMTN (Joensuu H, 2012).

b. Células Tumorales Circulantes

De todas las definiciones que pudimos recoger, podriamos definir a las CTCs
como células epiteliales tumorales que ya podrian encontrarse en sangre
periférica de pacientes con cancer desde un estadio temprano y que
dependiendo del conteo y/o cantidad de estas, se puede inferir el nivel de
desarrollo de la neoplasia. Estas células presentan caracteristicas genéticas
especificas a las del tumor inicial y de encontrar afinidad bioguimica con un
organo y/o tejido podrian desencadenar micro metastasis (Aktas, B., y 2009).

En los dltimos afios, las CTCs han sido el foco de muchos investigadores, ya que
han demostrado tener valor en cuanto al pronéstico y diagnéstico. La existencia
de CTCs ha sido reportada en la mayoria de los canceres solidos, y su uso como
recurso de diagndstico esta bien establecido (Kasimir-Bauer, S, y col. 2012).
Otra subpoblacion celular con propiedades de expresion de metastasis tumoral
son células madre de cancer (CSCs).Estas células se han definido como las
promotoras del cancer y propagadoras de metastasis, y son capaces de auto-

renovacion y la regeneracion del tumor (Wu, X.Z. 2008).

El nimero de CTCs encontradas en un paciente podria servir como un marcador
predictivo para la progresion del cancer. Sin embargo, como estas células son
escasas su deteccion es importante (Banys, M. 2014). Los investigadores han
desarrollado varios ensayos para detectar CTCs y utilizarlos como diagndstico

de cancer. Una plataforma consiste en anticuerpos EpCAM unidos a perlas



magnéticas, por lo que las células son aisladas con un campo magnético. Otra
plataforma se basa en el perfil de expresion génica de CTCs, por lo que el
aislamiento es realizado dirigiendo genes especificos (Konigsberg, R., y col.
2011). Existe una controversia entre la comunidad cientifica sobre la eficacia de
cada método. Una de las metas de esta investigacion sera evaluar la presencia
de células tumorales circulantes mediante el método de citometria, que detecta

de manera directa las CTCs mediante electromagnetismo.



VIII. HIPOTESIS

La hipotesis de esta investigacion se centré en que la presencia de Células
Tumorales Circulantes en pacientes diagnosticados con CMTN en el Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) pueden ser utilizados como

biomarcadores



IX. MATERIALES Y METODOS

Para este proyecto se trabajé con un tamafio de muestra de 28 pacientes
mujeres todas; donde se compararon las variables clinicas del tumor primario,
se realizd una caracterizacion demografica de los pacientes y se llevé a cabo un
analisis de la presencia CTCs en sangre periférica de pacientes mujeres

diagnosticadas con CMTN.

9.1 Lugar de ejecucion

El proyecto se realizd en el Departamento de Investigacion y en el laboratorio
ubicado en el &rea de Biologia Molecular de Banco de Tejidos Tumorales del
Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplésicas
(INEN) durante el afio 2017.

9.2 Tipo y disefo de investigacion

Este fue un estudio descriptivo y longitudinal, que busco hallar la relacion entre
las CTCs y el diagnéstico y la prognosis de pacientes mujeres diagnosticadas
con CMTN. También se busca realizar una caracterizacion socio demogréfica de
las pacientes a fin de poder conocer aspectos no clinicos de las mismas y su
posible relacion con la enfermedad. El disefio de este estudio siguid las etapas

de una investigacion de tipo experimental o de laboratorio.

9.3 Variables

Las variables de la presente investigacion fueron obtenidas a partir de encuestas,

revision de las historias clinicas de cada paciente y datos clinicos proporcionados



por el analisis de la data obtenida de las muestras de los pacientes. La
informacion fue obtenida de las encuestas: domicilio, edad, antecedentes
familiares, informacion personal (habitos); mientras que las variables clinicas
obtenidas del historial hospitalario de cada paciente proporcionado por el
Sistema de Informacion interna del INEN: subtipo histolégico, grado histolégico,

edad al diagndstico, tipo de quimioterapia, tamafio de tumor.

9.4 Ficha de Recoleccidon de datos

Se elabor6 una base de datos recolectados de las pacientes segun informacién
personal presentada al INEN, como lugar y fecha de nacimiento, lugar de
residencia y edad; ademas se incluyeron también variables clinicas y
patolégicas, aquellas que llegaran a ser relevantes para la realizacion del
presente estudio descriptivo, como grado histologico, subtipo histolégico, tamafio
tumoral. Cada paciente fue entrevistado durante la cita para la toma de muestra

de biopsia, para consulta y/o previo al tratamiento.

9.5. Entrega de Consentimiento Informado y Encuesta.

Las pacientes que decidieron participar voluntariamente de este proyecto de
investigacién, fueron informados acerca del motivo y la importancia
medico/cientifica de este estudio. Una vez orientadas y después de despejar
cualquier duda que la paciente hubiera tenido sobre la investigacion realizada,
se procedié a entregarles un consentimiento informado el cual fue previamente

revisado, corregido y aprobado por el comité de ética del INEN.

Siguiendo un procedimiento similar se elaboraron encuestas que sirvieron para
recol. ectar datos con informacién personar de la paciente. Estos datos nos
permitieron obtener informacion confiable acerca de los antecedentes
particulares de cada una de las pacientes, lugares de procedencia y domicilio
actual, habitos nocivos en caso los tengan como fumar o beber alcohol en
exceso, cantidad de embarazos, automedicacion y antecedentes familiares de

cancer.



Los pasos para realizar esta presentacion a manera de entrevista fueron;
informar el motivo de nuestra presencia y entregar el consentimiento informado
a la paciente y/o familiares o acompafiantes en caso estén presentes, en el
particular caso de que las pacientes no quisieran participar del estudio, no se les

tomaba la muestra y solamente se les realizaba la encuesta.

Si la paciente tom¢ la decisién de participar en el estudio, se procedia a tomar la
muestra de sangre que se colectd en tubos con EDTA aproximadamente de 6 a
8 ml. los cuales eran rotulados con el nombre de la paciente, la fecha de la toma
de muestra y el numero de historia clinica. Las muestras tomadas fueron
procesadas en el laboratorio en las primeras horas inmediatamente a la toma de
muestra. También se les realizaba la encuesta que tomaba alrededor de 5 a 10

minutos con la informacion ya antes mencionada.



9.6 Operacionalizacion de las variables

Escala
_ Tipo de de Definicién _
Variable : _ : Registro
Variable | medicio operacional
n
Estadio clinico o Va entre | a IV grado,
) Cualitativa _ ] o [, IA, 1B, IlIA,
de cancer de _ Ordinal | segun clasificacion de
Discreta B, IIC, V.
mama ACOG (Anexo 1).
Edad en afios que
Edad Cuantitativa De tiene el paciente al Vaentre 18 a
a
Discreta razon momento del 90.
diagndstico.
En qué dia, mes y afio
o fue diagnosticado con
Fecha de Cuantitativa De ] ) .
. _ _ cancer de mama Dia, mes y afo.
diagnéstico Discreta intervalo
durante consulta con
el oncologo.
Ductal,
Subtipo o _ El patrén histolégico Medular,
S Cualitativa | Nominal _
Histologico del CMTN Papilar, Tubular
Mucinoso.
La descripcion de un Bien
tumor que se basa en diferenciado,
Grado o . la forma como se ven | Medianamente
S Cualitativa | Ordinal ) B _ .
Histologico las células y el tejido diferenciado,
de un tumor al Pobremente
microscopio. diferenciado.
. Cuantitativa De Tamafio maximo del Va desde 0 a
Tamafio tumoral ) ) ) o
continua razon tumor al diagnostico. 5cm
o o En qué dia, mes y afio
Fecha de inicio | Cuantitativa De L ] .
o ) _ _ se inicio la Dia, mes y ano.
quimioterapia Discreta intervalo

quimioterapia.




Antraciclinas

Combinaciones de 2 o Taxanos
Esquema de o , , , .
o _ Cualitativa | Nominal | 3 medicamentos de Ciclofosfamida
quimioterapia o , .
guimioterapia. Carboplatino
5-fluorouracilo
o o En qué dia, mes y afo
Fecha dltima | Cuantitativa De o ) .
o _ . . se culmind la Dia, mesy afio
quimioterapia Discreta intervalo o ,
quimioterapia.
o _ Tumorectomia
o o ) Cirugia realizada en el )
Fecha de cirugia | Cualitativa | Nominal . Mastectomia
paciente .
Toillete
o o _ Tumorectomia
_ o Cuantitativa De Cirugia realizada en la )
Tipo de cirugia _ ] _ Mastectomia
continua razon paciente. _
Toillete
Genes asociados a la
Genes expresion de Negativo
asociados al Cualitativa _ ] _ Positivo
tumor o Nominal | antigenos asociados al
Dicotomica
tumor de mama (MUC-
1, HER-2 y GA733-2).
Gen asociado a Cualitativa Gen asociado a Negativo
células madre o Nominal | células madre tumoral Positivo
Dicotomica
(ALDH1).
Gen normalizador o
o constitutivo, que se
Cualitativa _ _ N :
Gen constitutivo | . . . | Nominal | expresa siempre en egativo
Dicotomica Positivo

todos los tejidos

(B-actina).




9.7 Muestreo

La obtencion de la muestra clinica, se llevo a cabo en dos etapas:

Obtencién de la muestra biologica

Las biopsias liquidas se realizaron en Banco de Sangre — INEN. El procedimiento
para el traslado de la muestra desde el Banco de Sangre al Laboratorio fue el
siguiente:

1, primero se seleccionaron a las pacientes teniendo como criterios de inclusion
que sean mujeres mayores de 18 afos, que el diagnostico por
imnunohistoquimica indique que se trata de CMTN, que los pacientes tengan un
historial clinico con informacién detallada y que firmen el consentimiento
informado; 2, el responsable asignado del procedimiento de toma de muestra
debia acercarse a la paciente con 1 tubo con EDTA de marca Vacutest Kima de
6ml para tomar la muestra de sangre; 3, los tubos deberan ser rotulados con el
namero de historia clinica de la paciente y las iniciales de su nombre, la fecha y
la hora de la toma de muestra; 4, una vez tomada la muestra los tubos eran
trasladados al laboratorio en un cooler con geles frios y una vez en la laboratorio
eran almacenados a 4°C. El procesamiento de la muestra se llevd a cabo

posterior a la recepcion o a mas tardar dentro de las primeras cuatro horas.

Obtencién de Células Tumorales Circulantes (CTCs)

Para la extraccion de las Células Tumorales Circulantes (CTCs), se emple¢ el kit
comercial AdnaTest EMT-2/StemCellSelect (AdnaGen, Germany). Basicamente,
el kit permite el enriquecimiento de la muestra en CTCs via anticuerpos
asociados a los antigenos epiteliales y asociados a tumor conjugados a perlas
magnéticas que marcan las CTCs en la sangre con un porcentaje de
especificidad de 90%. Las perlas son particulas de polimero esféricas
supermagnéticas, presentan tamafio uniforme y una superficie consistente que
permite la adsorcibn o acoplamiento con diversas moléculas o células
biorreactivas. Las CTCs marcadas fueron extraidas y posteriormente lisadas,

siguiendo las especificaciones del proveedor.



Protocolo CTCs (AdnaTest/Select-Qiagen)

Preparacion de las perlas de seleccion

Las perlas magnéticas vienen suspendidas en azida de sodio (NaN3) por lo que
fue necesario remover el liquido de antes del lavado usando el deslizador
magnético AdnaMag-S. Las perlas se resuspendieron por pipeteo sin usar
vortex. Se calcul6é el volumen de perlas para todas las muestras a usar, un
volumen de 100 pyL por muestra que fue transferido a un microtubo de 1.5ml. Se
coloco el microtubo en el concentrador AdnaMag-S por 1 minuto y finalmente se
elimind el sobrenadante con una micropipeta con el cuidado de no tocar las

perlas durante este proceso.

Lavado de Perlas

Para esto se descartaron los tubos del deslizador magnético AdnaMag-S y se
afadi6 1ml de PBS (solucion fosfato salino) y se resuspendieron las perlas
mediante pipeteo repetitivo. Luego se colocaron nuevamente en el deslizador
magnético por 1 minuto. Se elimind el sobrenadante por completo con una
micropipeta repitiendo el proceso 2 veces mas. Al final retiré el tubo del
concentrador AdnaMag-S y se resuspendieron las perlas en PBS al volumen

original (100uL de PBS por muestra).

Seleccién de Células Tumorales (CTCs)

Se afadio 5ml de muestra de sangre periférica a un tubo falcon de 15ml. Las
perlas fueron resuspendidas por pipeteo y se afiadieron los 100uL de las perlas
magnéticas del procedimiento anterior a los tubos con las muestras de sangre.
Luego se colocé el tubo en el rotador a velocidad moderada (5 rpm) por 30
minutos a temperatura ambiente. Cumplidos los 30 minutos, los tubos fueron
retirados del rotador y colocados dentro del concentrador AdnaMag-L y se

incubaron los tubos por 3 minutos a T° ambiente. Finalmente se removio el



sobrenadante de la sangre por completo con una pipeta de 10ml sin tocar las

perlas.

Lavado de CTCs

Se removieron los tubos del concentrador AdnaMag-L y se afadié 5ml de
solucion de lavado; se agitaron los tubos suavemente hasta homogenizar las
perlas con las CTCs. Se coloco el tubo nuevamente en el concentrador
AdnaMag-L y se incub6 3 minutos a T° ambiente. Se removi6 el sobrenadante

con una pipeta (este proceso se repitié 3 veces en total).

Obtencion de RNA

Se retiraron los tubos del AdnaMag-L y el complejo perlas/células fue
resuspendido en 1ml de buffer de lavado y el contenido transferido a un nuevo
tubo de 1.5ml. Se ubicaron los tubos en el AdnaMag-L por 3 minutos a T°. Se
retir6 el sobrenadante con una pipeta y retirar los tubos del AdnaMag-L.
Resuspender el complejo perlas/células en 1ml de PBS e incubar por 1 minuto
en el AdnaMag-L. Nuevamente se retira el sobrenadante con una pipeta
(completamente) para optimizar el siguiente paso de lisado de las células. Se
retiran los tubos del AdnaMag-L y se agreg6 200 uL de buffer de lisis a cada tubo
y resuspendiendo por pipeteo cuidadosamente. Los tubos se colocaron en el
AdnaMag-L y se incubé por 1 minuto, el sobrenadante fue transferido a un nuevo
tubo de 1.5ml. Se descart6 el tubo con perlas y el sobrenadante fue almacenado
a-20°C.
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Figural. Esquema del protocolo de preparacion de CTCs (AdnaTest/Select-Qiagen).



Protocolo CTCs (AdnaTest/Detect-Qiagen)

Preparacion de las perlas Oligo(dT)zs:

Las perlas Oligo (dT)2s estan disefiadas para el aislamiento rdpido de ARNm
altamente purificado a partir de ARN total o directamente de extractos crudos de
células, tejidos animales o vegetales. Las perlas se equilibraron a T° ambiente
revisando que no tenga precipitado. Las perlas Oligo (dT)zs se resuspendieron
por pipeteo sin usar vortex. Se calcul6 el volumen de perlas para el total de
muestras (20 uL por muestra, si es mas de una agregar el 10%) y se transfirié a
tubos de 1.5ml. Los tubos se colocaron en el AdnaMag-S y se incubaron por 1

minuto, el sobrenadante se retird con una pipeta.

Lavado de perlas Oligo(dT)25

Removimos los tubos del deslizador magnético AdnaMag-S para afadir el
volumen original (20 pL.) de buffer de lisis a cada tubo y se resuspendié con
cuidado para evitar la espuma, colocamos nuevamente los tubos en el AdnaMag-
S por 1 minuto. El sobrenadante se retird por completo con una pipeta (el proceso
se repitié 2 veces mas). Al final retiramos los tubos del concentrador AdnaMag-
S y se resuspenden las perlas Oligo(dT)z2s en buffer de lisis al PBS al volumen
original (20 yL Aprox.).

Aislamiento de ARNm
Primero equilibramos el buffer de lavado A y B (kit) a T° ambiente y luego

colocamos 10 mM de tris-HCL en hielo. Se descongelé el agua libre de RNAsa

Se programo la estufa para microtubos a 50°C.



Procesamiento de muestras

Anadimos los 20 L con las perlas Oligo (dT)2s suspendidas en el buffer de lisis
a cada tubo que contenia el lisado celular (muestra obtenida del protocolo de
Adnatest/Select-Qiagen). Los tubos se colocaron en un rotador a 5 rpm por 10
minutos a T° ambiente. Los tubos se colocaron en el AdnaMag-S y las muestras
se incubaron por 1 minuto a T° ambiente. Remover el sobrenadante sin tocar las

perlas y retirar los tubos.

Lavado A

Se afadio a cada tubo 100 pL de buffer de lavado A y se resuspendieron las
perlas por pipeteo repetitivo, con cuidado para evitar la pérdida de perlas. Se
colocaron los tubos en el AdnaMag-S y se incubd por 1 minuto a T° ambiente,

remover el sobrenadante (repetir 1 vez mas).

Lavado B

Los tubos se removieron del AdnaMag-S y se afiadié 100 uL de buffer de lavado
B y se resuspendieron las perlas por pipeteo. Se colocaron los tubos en el
AdnaMag-S y se incubaron por 1minuto a T° ambiente. El sobrenadante se retird
por completo con una pipeta cuidadosamente (esto se repiti6 una vez mas). Se
extrajeron los tubos del AdnaMag-S y se afiadié 10mM Tris-HCL a cada tubo,
enseguida se resuspendieron las perlas por pipeteo. Se ubicaron los tubos en el
AdnaMag-S y se incubaron por 1 minuto a T° ambiente. Se retir6 el sobrenadante
por completo con una pipeta y se retiraron los tubos del AdnaMag-S. Una vez
formado el complejo perlas/ARNm, este fue resuspendido en 29.5 uL de agua
molecular y se colocaron los tubos a incubar en el termobloque a 50°C por 5
minutos.

Terminada la incubacion se colocaron los tubos en hielo por 2 minutos para

posteriormente continuar con la transcriptasa reversa.
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Figura2. Esquema de protocolo de CTCs (AdnaTest/Select-Qiagen)

Transcriptasa Reversa

Se descongel6 el buffer RT y los dNTPs a T° ambiente y de mezclaron en vortex,

se centrifugo brevemente y se almacené en hielo hasta ser utilizados.

Preparamos la master mix para RT en hielo. De acuerdo al nUmero de muestras

la Master Mix se preparé de la siguiente manera:

Tabla 3. Componentes necesarios para Retrotranscripcion

Component Volume
RT 10x buffer RT 4.0 uL
MASTER | Sensiscript dNTPs 4.0 pL
MIX Reverse Sensiscript
Transcriptasa Kit | Reverse
(Qiagen) Transcriptasa
(SRT) 2.0 uL
Rnaselnhibitor, 40ul(Promega) |0.5 uL
mRNA/bead-complex or RT Control
Samples (Rnase-free Watef) 29.5 yL
Total volume 40.0 L

Se paso por vortex la Master Mix de RT, centrifugando brevemente y pipeteando

10.5 pL de la reaccion para cada tubo de 0.2 ml de PCR+29.5 uL de la muestra

o control. Resuspender el complejo perlas/ARNm (muestra) cuidadosamente con

una pipeta y se transfirié el volumen total en el tubo de 0.2 ml que contiene la



Master Mix de RT y se homogenizo. El DNAc se sintetizd en el Termociclador
MastercyclerNexusGradient (Eppendorf) segun las siguientes condiciones de
ciclaje: 1 ciclo a 37°C por 60 minutos, 1 ciclo a 93°C por 5 minutos y dejar a 4°C
hasta retirar los tubos de termociclador. EI DNAc sintetizado sera almacenado a

-20°C por un tiempo maximo de cuatro semanas.

PCR Multiplex EMT-2

El PrimerMix EMT-2 permite la deteccion y caracterizacion de tres genes
relacionados a EMT: PI3Ka de 551 pares de bases, Akt-2 de 309 pares de base
y TWIST1 de 201 pares de bases y la caracterizacion de un gen control: B-Actina
de 120 pares de bases. El PrimerMixStemCellamplifica el gen ALDH1 de 161
pares de bases. El PrimerMixBreastDetectpermite la deteccion de tres genes
relacionados a cancer de mama: MUC-1 de 299 pares de bases, HER-2 de 265
pares de bases y GA733-2 de 395 pares de bases y la deteccion de un gen
control: B-Actina de 120 pares de bases.

Para la amplificacién de los genes relacionados a la EMT y a células madre del
tumor, se realizé la PCR multiplex segun la Tabla 4.

Tabla 4. Componentes necesarios para la amplificacion de genes relacionados a EMT-2

y a células madre

Component Volume
PCR HotStarTaq Master Mix 12.5 uL
Master |Rnase-free water 4.5 L
Mix PrimerMix EMT-2 {11} 4.0 uL
Samples cDNA or

RT Control or

Negative Control (Rnase-free

water) or Positive Control EMT-

2 {12} 4.0 uL
Total volume 25.0 uL

Amplificacién de antigenos asociados al cancer de mama

Para esto se realizara la PCR segun las siguientes condiciones.



Tabla 5.: Componentes necesarios para la amplificacion de antigenos asociados al tumor

Component Volume
PCR HotStarTaq Master Mix 25.0 uL
Master | Rnase-free water 13.0 uL
Mix PrimerMixBreastDetect {8} 4.0 yL
Samples [cDNA or

RT Control or

Negative Control (Rnase-free

water) or Positive Control

Breast (C+) {9} 8.0 uL
Total volume 50.0 uL

Se utilizé el Termociclador Mastercycler Nexus Gradient (Eppendorf) para la
amplificacion de los genes siguiendo el siguiente ciclaje de PCR. Para la
amplificacion del PrimerMix EMT-2 y del Primer Mix Breast Detect: 1 ciclo a 95°C
por 15 minutos para la activacion de la polimerasa, 35 ciclos a 94°C por 0.5
minutos para la denaturacion de las hebras de ADN, 60°C por 0.5 minutos para
la hibridacion de los cebadores y 72°C por 1 minutos para la extension del
templado, finalmente 1 ciclo a 72°C por 10 minutos para la extension final. Para
la amplificacion del Primer Mix Stem Cell: 1 ciclo a 95°C por 15 minutos para la
activacion de la polimerasa, 35 ciclos a 94°C por 0.5 minutos para la
denaturacion de las hebras de ADN, 51°C por 0.5 minutos para la hibridacion de
los cebadores y 72°C por 0.5 minutos para la extensién del templado, finalmente

1 ciclo a 72°C por 5 minutos para la extension final.

9.8 Analisis de fragmentos

El analisis de los fragmentos amplificados se realiz6 mediante una corrida
electroforética de gel de agarosa al 4%. Esta prueba es considerada positiva si
el producto de PCR expresa al menos uno de los factores de transcripcion
asociado al tumor o relacionado al gen de células madre. Para esta prueba sera
necesario recurrir al uso del Bioanalizador Agilent 2100 (© Agilent Technologies,
Inc.), este equipo, a través de un software especifico del mismo, nos ayuda a
controlar las funciones del bioanalizador y presentar los resultados de los datos
generados durante el andlisis de ADN, ARN proteinas o células, en nuestro caso
ADNCc, esto permite que en combinacion con el Kit Labchip se incremente la

sensibilidad. A continuacion se especifican los pasos de preparacién del



DNACchip y sus componentes.

9.9 Preparacion del mix del gel col. orante

Se equilibré a T° ambiente el colorante de ADN (azul) y la matriz del gel de DNA
(tapa roja) por 30 minutos antes de usarlo. Se agregaron 25 uL de col. orantes
de ADN (tapa azul) a la matriz del gel de DNA (tapa roja). Se paso por vortex la
solucién y se pasé por el homogenizador giratorio. La solucién se transfirié a un

filtro giratorio y se centrifugd a 2240g+/- 20% por 15 minutos. Almacenar a -4°C.
Carga del mix del gel col. orante al chip (para 12 muestras)

Antes de cargar el chip debemos tener en consideracion que dentro de las 12
muestras incluyen los controles +/- y la FRT (falsa retrotranscripcion). Se
equilibro el gel colorante a T° ambiente y se colocaron 9 pL del gel en el chip de
DNA ubicado en el soporte. Ubicamos la jeringa de 1ml en el embolo del soporte
presionando y manteniendo la presion por 1 minuto con el fin de expandir el gel
en la base del chip de DNA. Se agregaron 9 yL méas en cada G no sombreada

del chip y asi quedo preparado el chip.
Cargar el marcador del chip

Pasar por vortex el marcador (tapa verde) y agregar 5 uL a cada posiciéon del
chip menos los pocillos marcados con la letra G, ya que en esos pocillos iran las

soluciones de acondicionamiento y decoloracion.
Cargar la solucion estandar y la muestra al chip

Se agrego 1 pL de solucion estandar (tapa amarilla) en el pocillo marcado con
una escalera. Posteriormente se agregé 2 pL de cada muestra en los pocillos y
se paso por vortex a 2400 rpm por 1 minuto. Se procedié a correr el chip con el

programa.



Cargar el programa del bioanalizador

Se colocé el chip en el puerto 1. Para calibrar el equipo Bioanalizador se
completaron los siguientes pasos segun software: test >pestafia de diagnostico

>electrodo/diodo test >start>ok



X. ASPECTO ETICO

e Consentimiento Informado; los pacientes y en caso de ser necesario también
sus familiares, fueron informados en forma clara y precisa sobre el estudio del
que fueron participes, asi como de los riesgos y beneficios de la donacién
voluntaria de una muestra de sangre periférica.

e Voluntariedad; para respetar la autonomia de los participantes, enfatizamos en
que la participacion fue completamente voluntaria. Ellos podian retirarse del
estudio en cualquier momento, esta decisibon obviamente no estaba
condicionada a la atencion médica que se les brindo.

e Proteccion de las personas con autonomia disminuida; este estudio no tuvo
ningun riesgo fisico, dado que es un estudio no invasivo. Las pacientes con
cancer de mama que no pueden dar consentimiento informado, podian ser
incluidos en el estudio si su representante legal o familiar responsable autorizaba

su participacion.



XI. RESULTADOS

a. Variables Sociodemogréficas
En este estudio participaron pacientes mujeres mayores de 18 afos
diagnosticadas con Cancer de Mama Triple Negativo. A ellas se les tomo la
muestra de sangre segun lo descrito en la metodologia. El promedio de edad de
este grupo de pacientes fue de 51 afios perteneciente al rango de 50-60 afios
que fue el rango que presento mayor cantidad de pacientes (9 pacientes) que
significaban el 32.14%. El rango de 20-30 afos con 2 pacientes tuvo el 7.14%,
de 30-40 afios con 4 pacientes representa el 14.29% de la poblacién, el rango
de 40-50 fue el segundo con mas pacientes con 6, que equivale al 21.43%, de
60-70 afios presentaron un porcentaje de 17.86% que incluyen a 5 pacientes, y
los rangos mas bajos fueron de 70-80 afios y 80-90 afios con 1 solo paciente
cada uno que representan 3.57% del total de pacientes respectivamente.
La edad al momento del diagndstico solo presenta una diferencia de 1 a 2 afios
menos que la edad actual de la paciente, manteniendo valores similares a los
previamente descritos, la Unica variacion fue el promedio de edad al momento
del diagndstico que fue de 50 afios. Esto es debido a que los pacientes incluidos
en el estudio son pacientes nuevos, recién diagnosticados que acuden al
Instituto.
A su vez, el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, atiende pacientes
a nivel nacional. La procedencia de las pacientes que participaron en este
estudio, esta detallado en el siguiente cuadro:
Segun la procedencia, la mayoria de pacientes tratados resultaron residentes de
la ciudad de Lima con un 35.71% (10 pacientes), seguidos por Ayacucho y Tacna
ambos con el 10.71% (3 pacientes cada ciudad), las ciudades de La Libertad,
Arequipa y Piura presentaron el 7.14% del total (2 pacientes cada ciudad) y por
altimo las ciudades de Cajamarca, Ancash, Moquegua, Cusco, Ica y
Huancavelica solo representaron el 3.57% cada una (1 paciente cada ciudad).



b. Variables Clinico — Patoldgicas
Cuando evaluamos el grado histologico (tabla 8), claramente se observa una
gran mayoria de tumores en grado 3 (85.72%) indicandonos que las pacientes
presentan un tumor pobremente diferenciado con un alto indice de mitosis, por
otro lado los grados 1 y 2 presentan 2 pacientes cada uno (que representan el
7.14% c/u) bien y moderadamente diferenciado respectivamente.
Las pacientes con un grado histolégico 3, presentan un cancer en estadio
avanzado y usualmente reciben tratamientos agresivos que ayudan a retrasar el
avance de la enfermedad. En la mayoria de los casos, los tratamientos tienden
a presentar una buena respuesta al inicio del mismo ya que las células tumorales
necrosan con rapidez, observando una mejoria en la clinica del paciente.
La mayoria de las pacientes (92.86%) presentd un subtipo histolégico de tipo
ductal (tabla 9), el cual es una proliferacion clonal masiva de células epiteliales
que diseminan por el sistema ductal, producen lesiones extensas que afectan
toda la mama pero que rara vez producen secrecion por el pezon. Por otro lado
el 7.14% de las pacientes presento el subtipo histolégico Mucinoso, que es de
estructura coloide, blanda y elastica, con bordes compresivos bien diferenciados,
sus células tumorales se presentan en cimulos dentro de lagos de mucina.
Respecto al tamafio del tumor al momento de la evaluacion clinica al diagnostico
(tabla 10), los datos muestran una mayoria para tumores con un tamafio menor
a 3 cm (53.57%), mientras que los tumores con tamafio de 4-6 cm y de 10-12cm
representan cada uno el 17.86% de la poblacion de estudio respectivamente. Por
altimo los pacientes con tumores con un tamafio de 7-9 cm tienen una menor
participacion con el 10.71%. De toda la poblacion analizada, el 35.71% presento

tumores con un tamano =2 5 cm.

El 75% de las pacientes (21) fueron sometidas a cirugia previa al tratamiento
(tabla 11); dentro de las cirugias practicadas fueron 9 tumorectomias que
corresponden al 32.14% de pacientes, a pesar de que esta cirugia resecciéon
parte de tejido sano circundante y algunos ganglios linfaticos siempre se
conserva parte del seno. Por otro lado la cirugia mas practicada fue la
mastectomia con 12 pacientes que equivale al 42.86% de los pacientes; a
diferencia de la tumorectomia, la mastectomia reseccion totalmente el seno

incluyendo todo el tejido mamario y en ocasiones otros tejidos cercanos. El 25%



(7 pacientes) no fueron sometidas a cirugia. El 25% no se realizaron ninguna
cirugia, pero si recibieron tratamiento con quimioterapia (5) o radioterapia (1),
solo 1 no recibio tratamiento terapéutico ni cirugia.
Cuando se revisa el estadio clinico (EC), el 28.6% de las pacientes presentaron
un EC IIA, el segundo mayor porcentaje fue el EC IIB con un total de 21.4%. El
EC IV (que es un EC metastasico) se presento en el 17.9% de pacientes. ElI EC
IA (tumor pequefio e invasivo) represento el 14.3%. EI EC IlIA (tumor diseminado
a los ganglios) se mostré en el 10.7% de pacientes participantes. Por ultimo el
EC IllIB (posible diseminacion del tumor a otros tejidos) que incluye el 7,1% de
las pacientes (tabla 12).

c. Células Circulantes Tumorales
Se identifico la presencia de CTC en 11 de los 28 (39.3%) pacientes con CMTN:
45.5% (5/11) neoadyuvantes y 54.5% (6/11) adyuvantes. El subtipo histolégico
ductal se presentdé en la mayoria de casos (90.9%), excepto en uno. El grado
histologico Il fue el mas frecuente (81.8%). El estadio tumoral Il y el estadio
ganglionar | se encontré en la mayoria de casos con 54.5% respectivamente.
Solo 1 (9.1%) tuvo metastasis a distancia (pulmén). Dentro del grupo de estadio
clinico, el I'y el Il fueron los més frecuentes (54.5%). Solo 10 tuvieron algun tipo
de cirugia, mastectomia (70.0%) o tumorectomia (30.0%), el que no se realizé la
cirugia fue el que tuvo cancer de mama avanzado (EC: IV) con metéastasis al
pulmén. El estadio ganglionar patologico cero (pNO) se obtuvo en el 70% de los
casos. En el 90% de los casos no se encontro invasion linfovascular ni perineural,
respectivamente. Dos pacientes tuvieron recaida (18.2%) pero solo 1 de estos
fallecié (9.1%). No se encontrd diferencias significativas entre la presencia de
CTC con las caracteristicas clinico-patolégicas estudiadas (p >0.05) (Tabla 3).
En el grupo de muestras CTC positivas (11/28), el 27.3% fueron positivos para
ALDH1 (marcador de células madre tumoral), el 36.4% fueron positivas para la
deteccién de al menos uno de los marcadores de la EMT (TWIST1, AKT-2 o
PI3Ka) y 54.5% de al menos uno de los marcadores de cancer de mama (MUCA1,
GA733-2 0 HER2) (Tabla 15).
De los 28 pacientes solo a 8 se les tom6 nuevamente una muestra de sangre
después del tratamiento terapéutico y quirdrgico (4 neoadyuvante y 4
adyuvantes). Solo 1 caso se mantuvo negativo para CTC pre y post tratamiento

(12.5%) y 3 fueron positivos para CTC pre y post tratamiento (37.5%); de estos



3, todos fueron ductales y de grado histoldgico lll, el estadio clinico Il fue el mas
comun y ninguno presentd ganglios positivos ni invasion linfovascular y/o
perineural en la cirugia. Solo 1 de ellos tuvo una recaida a nivel locoregional
(33.3%), los otros se encuentran en controles en el INEN. Tres casos que fueron
negativos para CTC antes del tratamiento resultaron positivos después del
tratamiento (37.5%); todos fueron ductales y de grado histolégico Ill, el estadio
clinico 1l fue el mas comun y ninguno presento ganglios positivos ni invasion
linfovascular y/o perineural en la cirugia. Ninguno tuvo recaida ni fallecio,
actualmente se encuentran en controles en el INEN. Un caso positivo de CTC
antes del tratamiento resultd negativo después del tratamiento (12.5%); fue
ductal y de grado histoldgico Ill, no se opero6 debido a que el cancer estaba muy
avanzando (EC: IV).

Las tablas 16 y 17 muestran los analisis de Kaplan-Meier de la sobrevida global
y la sobrevida libre de progresiéon (o tiempo libre de progresion). Los datos de
seguimiento fueron tomados hasta el momento de la ultima cita clinica o fecha
de muerte. Los analisis estadisticos en la sobrevida global mostraron un tiempo
medio de seguimiento de 27.79 meses y una asociacion significativa con el tipo
de paciente (p =0.009), estadio tumoral (p =0.001), estadio ganglionar (p
<0.001), metastasis (p =0.002) y estadio clinico (p =0.004). La detecciéon de CTC
en sangre periférica no estd correlacionada positivamente con la sobrevida
global (p =0.433). Con respecto a la sobrevida libre de progresion, se encontré
un tiempo medio de seguimiento de 23.31 meses y una asociacion significativa
con el estadio ganglionar (p =0.003) y clinico (p =0.009). De esta forma, el
analisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostro que la presencia de CTC en
sangre periférica no estaba asociada a una supervivencia de la poblacion ni la

progresion de la enfermedad (Tabla 16 y 17).



XII.DISCUSION

Mundialmente el CMTN corresponde a un grupo heterogéneo de tumores. La
principal caracteristica clinica es su agresividad, presentando tasas mas altas de
recurrencia y una elevada mortalidad sobre todo cuando hay enfermedad
residual. Por lo tanto, debido a esto y a la elevada frecuencia de casos de este
subtipo en el Peru (Zaharia, M. y col. 2015) es de gran importancia el estudio
de biomarcadores. Las CTC como biomarcadores presentan caracteristicas
genéticas derivadas del tumor primario que pueden dar a conocer la situacion
actual de la enfermedad y la toma de decisiones médicas a través de
procedimientos clinicos no invasivos para el paciente (Aktas, B., y 2009).
Diversos estudios sugieren que la diseminaciéon de CTC es mas frecuente en
pacientes con CMTN (Banys M, y col. 2014 y Fehm T, Hoffmann, y col. 2009).
Asi mismo, la mayoria de los estudios relacionados con CTC se han realizado
en cancer de mama metastasico donde encuentran diferencias significativas en
los porcentajes de deteccion de CTC entre pacientes metastasicos y no
metastasicos. S6lo pocos estudios han evaluado CTC en cancer de mama en
etapa inicial encontrandose entre los mas relevantes los ralizados por: Baker,
Mk. y col. 2003, Aktas, B. y col. 2009 y Bidard, F-C y col. 2008.

Por otro lado segun Carter, CL. y col. uno de los principales factores de
pronéstico para CM es tamafio tumoral, estado fuertemente vinculado al
desarrollo y prognosis de la enfermedades asi que se puede observar una
supervivencia libre de cancer de hasta 5 afios en tumores con tamafio menor a
0.5 cm en el 95% de pacientes y se reduce al 80% en pacientes que presentan
un tamafo tumoral de mas de 5 cm (Carter CL. y col. 1989) es asi que el estudio
“Triple-Negative Breast Cancer: Clinical Features and Patterns of Recurrence”
de Dent, R. y col. Adquiere relevancia cuando se evalla a una poblacién de
1.601 pacientes con cancer de mama, diagnosticadas entre los afios 1987 y
1997 en el Women's College Hospital de Toronto. Donde el método usado para

la deteccion fue mediante imadgenes (mamografia o ultrasonido) y mediante la



deteccion clinica (médico o paciente). En este estudio se encontrd0 que los
pacientes dentro de la categoria CMTN tuvieron tumores relativamente grandes
(dos tercios eran mayores de 2 cm). Hallazgo similar al obtenido en el presente
donde el 53.57% de los tumores estuvieron comprendidos en un rango de 1 a

3cm y el resto de la poblacion presento tumores de 4 a 12 cm.

Las CTC, se estiman presentes en el 70-100% de los pacientes con metastasis,
y en el 46-71% de pacientes con afectacion local. Ademas, se ha observado que
en estadios tempranos de cancer pueden encontrarse, en promedio, 16 CTC en
20 mL de sangre (lakovlev, VV. y col. 2008). Los resultados obtenidos en
nuestra poblacion de pacientes con CMTN muestran que la deteccién de CTC
no se produce solo en los pacientes con cancer avanzado, T4, (17.9%) sino
también en pacientes con tumores pequefios, T1, (14.3%), el estadio clinico
avanzado (lll y 1V) se presentd en el 42.9%. El hecho de que los resultados en
nuestro estudio no muestren diferencias significativas entre el cancer de mama
metastasico y no metastasico con respecto a la deteccién de CTC, podria estarn
influenciado por el hecho de que se incluyo en la poblacion estudiada a
pacientes, de origen heterogeneo, es decir, pacientes que habian recibido
tratamiento previo como pueden ser: quimioterapia o radioterapia y pacientes

gue no lo han recibido.

Existen estudios que han intentado demostrar la correlacion entre el estado de
las CTC y los parametros clinico-patolégicos; los datos reportados son aun
controvertidos (Lang, JE, y col. 2009 y Nadal Rios, R, y col. 2015). En nuestro
estudio los resultados sugieren que no existe una asociacion entre la presencia
de CTC en sangre periférica y las caracteristicas clinico-patol6gicas analizadas
(Tabla 15). Esto se puede deber a la falta de datos (el nUmero de pacientes es
pequeiio para sacar conclusiones significativas). Sin embargo, el tener un
tamafio de muestra grande no asegura la correlacién entre la presencia de CTC
en sangre periférica y las caracteristicas clinico-patolégicas; el estudio realizado
por Kasimir-Bauer y colaboradores en el 2012, con una poblacion de 502
pacientes con cancer de mama primario donde se detectdo CTC en 97 de estos,
no encontraron ninguna asociacion significativa con las variables clinico-

patoldgica (Kasimir-Bauer, S, y col. 2012).



A pesar del impacto pronéstico de la deteccion de CTC en el cancer de mama,
principalmente utilizando métodos de captura basados en EpCAM, se ha
demostrado que este procedimiento no es capaz de detectar toda la poblacion
altamente heterogénea de CTC (Koénigsber, R, y col. 2011). Ademas, sus
caracteristicas biologicas son poco conocidas y supone que sOlo unos pocos
CTC pueden convertirse en metastasis clinicamente evidentes (Lianidou, E.S, y
col. 2010). En nuestro estudio se detectd 11 muestras con CTC positivas
(39.3%). Ademas, se analizaron 8 muestras pre y post tratamiento terapéutico;
se encontrd 1 caso positivo de CTC antes del tratamiento, que fue negativo
después del tratamiento (12.5%), lo que indicaria que el tratamiento terapéutico
fue idoneo y no generé resistencia. No se oper6 debido a que el cancer estaba
muy avanzando (EC: IV) y actualmente se encuentran en controles en el INEN.
En el presente estudio se hall6 que 3 casos que fueron negativos para CTC
antes del tratamiento y resultaron positivos después del tratamiento (37.5%),
todos ellos eran cancer de mama etapa inicial y ninguno tuvo recaida ni fallecio.
Al realizar la comparativa de estos 3 casos entre las imagenes (radiografias,
ecografias, tomografias, etc.) y los resultados de CTC, si bien no se identifica la
progresion de la enfermedad en diagndstico por imagenes, por analisis de CTC
se puede observar picos con baja concentracion de ADN, no llega a ser
significativo. Es posible que estos pacientes se hallan encontrado en estado de
dormancia o latencia tumoral: periodo de tiempo, el cual puede ser desde pocos
afos a décadas, que transcurre desde que un paciente con cancer se considera
curado hasta que aparece la enfermedad metastasica. Es un periodo de
restriccion del crecimiento tumoral, en el cual existe una enfermedad residual
presente pero se mantiene asintomatica, es también llamada enfermedad
minima residual y hace referencia a la persistencia de células tumorales tras el
tratamiento (Wills, L. y col. 2010 y Aguirre-Ghiso, JA, y col. 2010). Meng y
colaboradores demostraron la presencia de CTC en sangre periférica de 36
pacientes con cancer de mama que no presentaban evidencia clinica de la
enfermedad tras 7 a 22 aflos de haber sido sometidos a mastectomia.
Concluyeron que, debido a que las CTC tienen una vida media corta, debe existir
un equilibrio entre replicacion y muerte celular durante el tiempo de letargo
tumoral, y este puede ser uno de los mecanismos que permite la latencia tumoral
(Meng, S, y col. 2004).



Por dltimo, 3 casos fueron positivos para CTC antes y después de sometidos a
tratamiento (37.5%) pero so6lo uno de ellos tuvo recaida a nivel loco-regional,
todos ellos eran cancer de mama etapa inicial y ninguno fallecié. Esta positividad
de CTC podria deberse a que los pacientes no eliminaron las células cancerosas
de su sangre a pesar de la supresion del tumor primario (tratamiento quirdrgico
y/o terapéutico), lo cual podria ser considerado un signo de falla y/o resistencia
al tratamiento (Aaltonen, KE. Y col. 2017). Esto demuestra que las células
cancerosas no siempre se eliminan mediante tratamiento o cirugia, lo cual se
puede explicar por la presencia de un sitio secundario de cancer que libera CTC
en la sangre. Todavia quedan muchas preguntas sobre esta recurrencia positiva.
La principal preocupacion es si las micrometastasis existen mucho tiempo antes
de que se detecten por su crecimiento.

La deteccion de CTC en cancer de mama se ha establecido en varios estudios
clinicos, mostrando una correlacién con la sobrevida libre de progresion y la
sobrevida global en cancer de mama metastasico y primario antes del inicio del
tratamiento (Cristofanilli, M. y col. 2004. Rack, B. y col. 2010. Pierga, J. y col.
2008). Un estudio prospectivo para evaluar la importancia pronostica de la
deteccion de CTC en pacientes con cancer de mama avanzado incluyé 80
pacientes con los siguientes criterios: mujeres con diagndstico histolégico de
cancer de mama, empezando una nueva linea de tratamiento o tratamiento para
la enfermedad avanzada, con un maximo de dos lineas de tratamiento. Al inicio
del estudio se reportaron 49 pacientes que tenia =25 CTC en 7.5 mL de sangre
total. El numero de referencia de CTC se asocié con la sobrevida libre de
progresion (HR 2.5, intervalo de confianza del 95%: 1.2 a 5.4). En la dltima
extraccion de sangre las pacientes con aumento o CTC persistentemente =2 5
demostraron mayor riesgo estadistico significativo de progresion que las
pacientes con CTC < 5 (Sandoval, Gr, y col. 2014 y Nole, F, y col. 2007).
Cristofanilli y colaboradores demostraron que la deteccion de CTC en pacientes
metastasicos de cancer de mama, antes de iniciar tratamiento con quimioterapia,
es un factor prondstico independiente de la enfermedad. Por lo tanto, en
pacientes sometidos a quimioterapia neoadyuvante para cancer de mama
localmente avanzado, la deteccion de CTC antes de la quimioterapia es un factor
prondstico independiente para la sobrevida libre de progresion y global (Bidard,
F-C.y col. 2008)



En el caso de pacientes metastasicos de cancer de mama, existen varios
estudios que demuestran el valor pronostico de la deteccion de CTC, tanto antes
como durante el tratamiento administrado, pero en cancer de mama temprano
los estudios son escasos. En cuanto a la deteccion de CTC en pacientes con
cancer de mama en estadios tempranos, se ha descrito que la presencia de CTC
predice la recurrencia temprana y disminuye la supervivencia global (Pierga, J.y
col. 2008y Lucci A, y col. 2012) ademas el aumento en el recuento de CTC
es un predictor de recaida en aquellos pacientes sometidos a quimioterapia
adyuvante(Pachmann, K. y col. 2008). Aunque parece predecir la recaida de la
enfermedad durante el tratamiento quimioterapéutico (Pierga, J. y col. 2008),
es necesario realizar mas estudios para estar seguros de su valor pronostico
(Bidard F-C. y col. 2009), asi mismo, la cuantificacion de CTC durante el
tratamiento puede ser una herramienta Util para la estratificacion de los pacientes
y disefar tratamientos dirigidos(Pachmann K. y col. 2009. y Hayes DF, y col.
2006).

En nuestra poblacién, la deteccion de CTC en sangre periférica, no se
correlaciona significativamente con la sobrevida global ni la progresion libre de
enfermedad. Dado el nUmero limitado de pacientes en cada grupo de tratamiento
no se pueden sacar conclusiones definitivas en cuanto a los cambios de estado
de las CTC en muestras pre y post tratamiento.

Se cree que es posible identificar pacientes con un peor pronostico de desarrollo
de la enfermedad mediante la deteccion de CTC (Kasimir-Bauer S, y col. 2016)
; aunque la cantidad disponible de estudios y datos hace necesario el realizar
estudios con poblaciones con un mayor nimero de pacientes y con seguimientos
prolongados para confirmar dicha teoria. Por lo tanto, es imperativo encontrar e
identificar nuevos marcadores predictivos y de prondstico de la enfermedad que
puedan soportar la toma de decisiones sobre el tratamiento. Los resultados
obtenidos sugieren que, debido al potencial tumorigénico y metastasico que
tienen las CTC (Fehm T, y col. 2002 y Pretlow TG, y col. 2000), la deteccion
de CTC en sangre periférica podria ser usado como un buen indicador para
poder predecir la diseminacion temprana de la enfermedad, pudiendo llevarnos
a la identificacion de subgrupos de pacientes con cancer de mama con mayor

riesgo.



Las muestras no detectables para CTC se observaron con mas frecuencia en
pacientes menores a 50 afios y/o con alto grado histologico. Igual que en la
enfermedad metastasica (excepto un caso), en pacientes con factores de mal
pronéstico no se detectaron CTC. Esto podria deberse a que las CTC fueron
capturadas, pero no detectadas mediante la metodologia AdnaTest, y esto
puede ser explicado por la baja carga tumoral presente. Es importante recalcar
qgue los pacientes con receptores de hormonas negativos, grado alto de tumor,
enfermedad triple negativa y cancer de mama inflamatorio tienen mayores
probabilidades de CTC indetectable (Nadal Rios R, y col. 2015).

Con respecto a la expresion de los genes, diversos estudios han encontrado CTC
que presentan caracteristicas de células madre tumoral en cancer de mama
primario y metastéasico. En el estudio de Kasimir-Bauer y colaboradores, el 46%
de las muestras de sangre CTC positivas y el 5% de CTC negativas dieron
positivo para ALDH1, un marcador comun de células madre asimir-Bauer S, y
col. 2012). Hallazgos similares han sido mostrados por Aktas y colaboradores
en la situacion metastasica. Ademas, demostr6 que la presencia de CTC
similares a células madre en sangre periférica de pacientes con cancer de mama
se asociaba con la resistencia a la terapia; los marcadores de células madre o
factores EMT o ambos se detectaron en el 74% (25/34) de los que no
respondierony en el 10% (2/21) de los pacientes que respondieron al tratamiento
sistémico (28). En el ensayo de Raimondi y col. aboradores, analizaron 92
pacientes con cancer de mama en cualquier estadio clinico y observaron que
una sobreexpresion de marcadores de células madre en CTC se correlaciona
con el estadio avanzado de la enfermedad (Raimondi C, y col. 2011). En la
actualidad se cree que las células madre de cancer son la causa de la resistencia
a la terapia y el fracaso del tratamiento en el cancer de mama (Monteiro, J. y col.
2010). Por lo tanto, la expresion alta de ALDH1 en tumores primarios es un
predictor general de mal prondstico, metastasis temprana y progresion en cancer
de mama (recaida) (Tomita H, y col. 2016). . Consecuentemente, las CTC con
un fenotipo de célula madre podrian plantear un reto clinico a la hora de erradicar
por completo la enfermedad minima residual (Nadal Rios y col. 2015.) En

nuestro estudio, 3 de las 11 muestras positivas para CTC presentaron fenotipo



de célula madre tumoral (ALDH1). De estas 3, solo a 2 se les realizo la deteccion

de CTC después del tratamiento y resultdé negativas para CTC.

También es posible detectar los marcadores de EMT entre las CTC de pacientes
con cancer de mama temprano y metastasico. Mego y col. aboradores
demostraron que los marcadores de EMT CTC positivos se pueden detectar en
hasta el 26% de los pacientes con cancer de mama metastasico (n=21). Ademas,
una alta expresion de los marcadores EMT predijo una menor supervivencia libre
de progresion en estos pacientes (73). Aktas y colaboradores demostraron en su
ensayo en 39 pacientes con cancer de mama metastasico que los marcadores
EMT, como TWIST1, AKT-2 y PI3Ka, se pueden detectar en hasta el 62% de las
muestras de sangre positivas para CTC. Se deben tomar en cuenta a los
marcadores EMT pues estos tenian mayor probabilidad de encontrarse en
pacientes resistentes a la terapia, lo que sugiri6 una mayor invasividad de las
células tumorales que se someten a este proceso. Curiosamente, las células
sometidas a EMT también detectaron en la sangre del 7% de los pacientes
negativos para CTC (Aktas B, y col. 2009). Hallazgos similares en cancer de
mama primario fueron presentados por Kasimir-Bauer y colaboradores; los
marcadores de EMT se pudieron detectar en el 72% de los pacientes con CTC
positivo y el 18% de los pacientes con CTC negativo(Kasimir-Bauer, S. y col.
2012). Raimondi y col. aboradores demostraron la expresion de los marcadores
EMT en hasta el 38% de los pacientes con cancer de mama con CTC negativo
(Raimondi C, y col. 2011). En nuestro estudio, 4 de las 11 muestras positivas
para CTC expresaron genes asociado a la EMT, 2 expresaron TWIST1, 1 AKT-
2 y 1 PI3Ka. En aquellas muestras que se les hizo la deteccién de CTC pre y
post tratamiento (no son las mismas que las 4 anteriores), 7 de 8 solo se
detectaron después del tratamiento, TWIST1 (6) y PI3K (1).

Por ultimo, 6 de las 11 muestras positivas para CTC expresaron genes asociado
al cancer de mama, 4 expresaron MUC1 y 2 GA733-2. De éstas, sélo 2 se les
realizo la deteccion después del tratamiento y resultaron negativas para MUC1
y GA733-2 respectivamente. Se ha visto que MUC1 y GA733-2 también pueden
expresarse mediante leucocitos activados, y la expresion del ARNm de este

marcador no esta, por lo tanto, restringida a CTC. Esto puede conducir a



resultados falsos positivos, en particular, en pacientes sometidos a terapias
citotdxicas asociadas con la muerte celular masiva y la induccién de inflamacién
y otros procesos (como la autofagia) que afectan el estado de activacion de los
leucocitos ( Muller V, y col. 2012). Entonces, podemos decir que la deteccion
de CTC en sangre periférica por técnicas moleculares es controvertida, debido a
que son técnicas que obtiene resultados variables, incluidos falsos positivos (

Campos-Segura M. 2012). Los datos de expresion génica se obtienen a
partir de una mezcla de CTC y leucocitos presentes en cada muestra de sangre
periférica después del enriquecimiento de CTC con AdnaTest. Por lo tanto, parte
de la expresion del gen detectado podria ser el resultado de los leucocitos
presentes en la circulacion del paciente y no de los CTC, debe tenerse en cuenta
la posibilidad de expresién de marcadores derivados de leucocitos (Aaltonen KE,
y col. 2017).

Finalmente se puede asumir que la expresién de los marcadores de EMT y
células madre en CTC se asocia a la resistencia a las terapias anticancerigenas
convencionales y al fracaso del tratamiento, destacando la urgencia de mejorar
las herramientas para detectar y eliminar la enfermedad residual minima
(Monteiro J, y col. 2010). Es asi que la idea actuales que los procesos de EMT,
también en el tumor primario desempefian un papel clave en los pasos de
invasion de la cascada metastasica implicada en la generacién de las llamadas
células madre de cancer de mama. (Mani SA, y col. 2008). En consecuencia, la
deteccion de células parecidas a las de células madre tumoral y a las de EMT,
junto con las asociadas al tumor primario, son recomendadas dada sus
implicaciones terapéuticas y de diagnéstico. Las vias de sefalizacion que
mantienen las células madre del cancer, asi como los factores de transcripcion
en la EMT son objetivos atractivos para estas terapias. No obstante, la ventaja
de aplicar multiples andlisis basados en ADN, ARN y proteinas para estudiar
células tumorales en la circulacion (las denominadas biopsias liquidas) esta
actualmente restringida por la necesidad de plataformas complejas de

aislamiento celular.

En un estudio “Evaluating GA733-2 mRNA as a marker for the detection of

micrometastatic breast cancer in peripheral blood and bone marrow” (Zhong, XY



y col. 1999) evaluaron la posibilidad de usar el mRNA del gen GA733-2 como
marcador tumoral, analizando muestras de pacientes sanos (medula 6sea), y a
pacientes afectados por diversos carcinomas, cancer de mama, col. on-rectal y
pulmonar. La deteccion por medio de la técnica de PCR, dio positivo para todos
los pacientes evaluados menos para los pacientes con diagnéstico de CM (100%
(8/8) de muestras de medula ésea, 40% (16/40) de muestras de sangre periférica
de pacientes sanos y finalmente en el 100% (33/33) de muestras de medula
Osea de pacientes con cancer de mama, sin evidencia metastasico de la
enfermedad. Finalmente estableciendo que el Mirna GA733-2 no es un marcador
especifico para la deteccién de células de cAncer de mama, estos datos difieren
con los datos obtenidos en la presente investigacion.

En el estudio “Comparison of assay methods for detection of circulating tumor
cells in metastatic breast cancer: AdnaGen AdnaTest BreastCancer
Select/DetectTM versus Veridex CellSearchTM system” realizado por
Andreopoulou E. y col. evaluaron dos sistemas diferentes para la deteccion de
CTCs, siendo estos AdnaTest y CellSearch con un valor de recuperacion de 2
CTCs/7.5 ml de sangre se obtuvo un 73% de coincidencia entre el AdnaTest y el
CellSearch.

De esta forma encontraron que estos dos sistemas de deteccién tanto el
AdnaTesty CellSearch son equivalentes para la deteccion de CTCs en pacientes
con CM. Los datos indican que se logra la deteccion de CTCs en altas
proporciones en los casos comparados considerando las diferencias
tecnologicas entre ambos protocolos. Y esto a pesar que el AdnaTest dio
resultados positivos en 9 casos en los que el protocolo de CellSearch no fue
capaz de detectar CTCs, y en el caso inverso CellSearch encontré 6 casos
positivos los cuales AdnaTest no logro detectar. Basado en los reportes recientes
se encontro que la tasa de concordancia entre ambos sistemas tecnologicos fue
de un 88%. Esto indica que el método empleado en el estudio presente es un
método eficaz y eficiente para la busqueda de los objetivos establecidos. Y si
bien estos métodos de deteccion de CTCs son prometedores es necesario el
realizar mas estudios sobre CTC que permitan desarrollar sistemas mas
sensibles y en los cuales la precision de detectar cancer residual minimo podria

incluso incrementarse usando sistemas de captura mas eficientes y ampliando



los paneles de marcadores de deteccion sin perder especificidades de analisis.
Sin embargo, dichos estudios se extenderan solo cuando las tecnologias mas
prometedoras actualmente en desarrollo se comercialicen y estén ampliamente

disponibles para la comunidad clinica y de investigacion del cancer.



XIII. CONCLUSIONES

- Se logro aislar células tumorales circulantes en 11 pacientes lo que
representa 39.3% del total, pero se necesita una mayor poblacion de
estudio que permita perfeccionar la técnicas de deteccion de CTCs y su
uso como biomarcadores.

- La edad promedio de edad en el presente estudio es de 51 afios y como
era de esperarse la mayor proporcion de casos registrados a nivel
nacional en el estudio se dio en la regién Lima con el 35.71% de los casos
totales.

- El grado histolégico con mayor representacion dentro de este estudio fue
el Grado histoldgico 3 con el 85.72% asi mismo el subtipo histolégico mas
comun dentro del presente estudio fue del tipo ductal con un 92.86% del
total de paciente. El estadio clinico mas comun dentro del estudio fue el
[IA con el 28.6%.

- El 21.43% de las pacientes del presente estudio arrojaron un resultado
positivo para los genes MUC1, GA733-2.

- Es necesario realizar, mas estudios sobre las biopsias liquidas debido a
Su conveniencia practica y a que este procedimiento es menos invasivo
para los pacientes y permite realizar seguimientos y evaluaciones sobre

el curso de la enfermedad.



XIV. RECOMENDACIONES

Realizar estudios similares con un nimero mayor de pacientes, lo que
permita obtener mas datos acerca de la prevalencia de CMTN en el pais asi
como la posible deteccion de CTCs en estos.

Explorar la posibilidad para la deteccion de otros genes propios de las CTCs
lo que podria permitir aumentar la especificidad y sensibilidad del ensayo de
para la detecciéon de CTCs

Realizar una mayor cantidad de estudios en cuanto a la validez en cuanto al
empleo de biopsias liqguidas como método de deteccion de CM debido a que
estas son mas practicas y menos invasivas.

Comparar data con estudios realizados en otros paises de similares

condiciones a Peru.
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XVI. ANEXOS

Tabla 6. Clasificacion de pacientes segun su rango de edad.

Rango de edades de| Pacientes %
pacientes (anos) (28)
20-30 2 7.14%
30-40 4 14.29%
40-50 6 21.43%
50-60 9 32.14%
60-70 5 17.86%
70-80 1 3.57%
80-90 1 3.57%

Tabla7. Ciudad de procedencia de los pacientes.

Ciudad de .
i Pacientes %
procedencia

Lima 10 35.71%
Cajamarca 1 3.57%
Ayacucho 3 10.71%
La Libertad 2 7.14%
Ancash 1 3.57%
Arequipa 2 7.14%
Moquegua 1 3.57%
Cusco 1 3.57%
Tacna 3 10.71%
Piura 2 7.14%
Ica 1 3.57%
Huancavelica 1 3.57%

Tabla8. Grado histoldgico de los pacientes del estudio.

Grado .
. . Pacientes %
Histoldgico
1 2 7.14%
2 2 7.14%
3 24 85.72%




Tabla9. Subtipos histologicos en pacientes con CMTN.

Subtipo .
. L. Pacientes %
Histologico
Ductal 26 92.86%
Mucinoso 2 7.14%

Tablal0. Tamafio de tumor de las pacientes.

Tamaiio del| Pacientes %
Tumor (cm) (28)
1-3 15 53.57%
4-6 5 17.86%
7-9 3 10.71%
10-12 5 17.86%

Tablall. Tipos de cirugia aplicadas.

TIPO DE CIRURIA | PACIENTES %
Tumorectomia 9 32.14%
Mastectomia 12 42.86%
Toillete 0 0.00%

EC Pacientes %
IA 4 14.3
A 8 28.6
A 3 10.7
1B 6 21.4
1B 2 7.1
\Y 5 17.9

Tablal2. Estadios clinicos de las pacientes diagnosticadas con CMTN.

Tablal3. Presencia de CTCs, porcentaje y promedio de concentracion en ng/uL.

CELULAS MADRE POSITIVO % PROMEDIO |NEGATIVO % PROMEDIO DE
(casos) DE[] (casos) [1
STEM CELLS ALDH1 11 39.29% 0.2 17 60.71% 0.01




Tablal4. Seguimiento de genes presentes en EMT-2.

GENES PRESENTES EN |  POSITIVO % PROMEDIO |NEGATIVO % PROMEDIO DE
EMT-2 (casos) DE[] (casos) [1
ACTINA EN EMT-2 28 100.00% 1.81 0 0.00% 0
EMT-2 / TWIST1 7.14% 1.78 26 92.86% 0.03
EMT-2 / AKT-2 1 3.57% 0.83 27 96.43% 0.02
EMT-2 / PI3K 3.57% 0.31 27 96.43% 0.002
Tablal5. Seguimiento de genes relacionados al CM.
GENES RELACIONADOS POSITIVO % PROMEDIO |NEGATIVO % PROMEDIO DE
AL CM (casos) DE[] (casos) [1
ACTINA EN BREAST 28 100.00% 1.35 0 0.00% 0
BREAST / GA733-2 2 7.14% 6.72 26 92.86% 0
BREAST / MUC1 14.29% 0.18 24 85.71% 0
BREAST / HER2 0 0% 0 28 100% 0.003

Tabla 16. Relacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas con la deteccion de CTC

positivas en sangre periférica antes del tratamiento terapéutico.

CTC CTC
Caracteristicas Negativo | Positivo | Valor p

(%) (%)
N° de pacientes 17 (60.7) 11

(39.3)

Edad al diagnostico 1
Mediana (rango) 528525)2 1-
<525 9 (52.9) | 5(45.5)
>52.5 8 (47.1) | 6 (54.5)
Tipo de paciente 0.01*
Adyuvante 6 (35.3) | 5(45.5)
Neoadyuvante 9 (52.9) | 6 (54.5)
Sin tratamiento terapéutico 2(11.8) | 0(0.0)
Subtipo histolégico 1
Ductal 16 (94.1) (9%)(_)9)
Otro 1(5.9 | 1(9.1)
Grado histolégico 1
1] 15 (88.2) | 9 (81.8)
Il 2(11.8) | 2(18.2)
I 0(0.0) | 0(0.0)




T clinico 0.77*
3(17.6) | 1(9.1)
7(41.2) | 6 (54.5)
7 (41.2) | 4 (36.4)
N clinico 0.27*
9(52.9) | 4 (36.4)
4 (23.5) | 6 (54.5)
4(23.5) | 1(9.1)
M 0.35
12 (70.6) (9%)99)
5(29.4) | 1(9.1)
Estadio clinico 1
[-11 10 (58.8) | 6 (54.5)
-1v 7 (41.2) | 5(45.5)
Tipo de cirugia 0.39
Mastectomia 5(45.5) | 7 (70.0)
Tumorectomia 6 (54.5) | 3(30.0)
N patoldgico 0.38*
10 (90.9) | 7 (70.0)
0(0.0) | 1(10.0)
1(9.1) |2(20.0)
Invasion linfovascular 0.59
No 9 (75.0) | 9 (90.0)
Si 3(25.0) | 1 (10.0)
Invasion perineural 0.59
No 9 (75.0) | 9 (90.0)
Si 3(25.0) | 1 (10.0)
Recaida 0.543
No 16 (94.1) | 9 (81.8)
Si 1(5.9) |2(18.2
Deceso 1
No 14 (82.4) (9%)?9)
Si 3(7.6) | 1(9.1)

* No aplica por insuficiencia de tamafio de muestra en las categorias.




Tabla 17. Sobrevida global

Namero Numero de Sobrevida
Caracteristicas de Porcentaje| muertes a Global a los Valor p
pacientes los 60 meses 60 meses
Edad al diagnostico 0.351
Mediana (rango) 52558()21-
<525 14 50 1 92.86
>525 14 50 3 78.57
Tipo de paciente 0.009
Adyuvante 11 39.29 0 100
Neoadyuvante 15 53.57 3 80
:PapéUtiCO tratamiento > 714 1 50
Subtipo histolégico 0.374
Ductal 26 92.86 3 88.46
Otro 2 7.14 1 50
Grado histoldgico 0.214
1 24 85.71 3 87.5
Il 4 14.29 1 75
T clinico 0.001
1 4 14.29 0 100
2 13 46.43 1 92.31
3 6 21.43 0 100
4 5 17.86 3 40
N clinico <0.001
0 13 46.43 0 100
1 10 35.71 100
2 5 17.86 4 20
M 0.002
0 22 78.57 1 95.45
1 6 21.43 3 50
Estadio clinico 0.004
I-1l 16 57.14 100
-1v 12 42.86 4 66.67
Tipo de cirugia 0.237
Mastectomia 12 57.14 1 91.67
Tumorectomia 9 42.86 0 100
N patolégico 0.082




0 17 80.95 0 100
1 1 4.76 0 100
2 3 14.29 1 66.67
Invasioén linfovascular 0.121
No 18 81.82 1 94.44
Si 4 18.18 1 75
Invasion perineural 0.516
No 18 81.82 2 88.89
Si 4 18.18 0 100
CTC 0.433
Negativo 17 60.71 3 82.35
Positivo 11 39.29 1 90.91
Tabla 18. Sobrevida libre de progresion
NGmero Numero de qurevida
Caracteristicas de Porcentaje muertes a s (.j,e VEer
pacientes los 60 progresion a p
meses los 60 meses
Edad al diagnostico 0.411
Mediana (rango) 52'858()21'
<525 14 50 1 92.86
>525 14 50 2 85.71
Tipo de paciente 0.834
Adyuvante 11 39.29 1 90.91
Neoadyuvante 15 53.57 2 86.67
tseirnapéutico tratamiento 5 714 0 100
Subtipo histolégico 0.561
Ductal 26 92.86 3 88.46
Otro 2 7.14 0 100
Grado histolégico 0.223
1l 24 85.71 2 91.67
Il 4 14.29 1 75
T clinico 0.462
1 4 14.29 0 100
2 13 46.43 1 92.31
3 6 21.43 1 83.33




4 5 17.86 80
N clinico 0.003
0 13 46.43 100
1 10 35.71 90
2 5 17.86 60
M 0.241
0 22 78.57 90.91
1 6 21.43 83.33
Estadio clinico 0.009
-1l 16 57.14 100
-1V 12 42.86 75
Tipo de cirugia 0.948
Mastectomia 12 57.14 91.67
Tumorectomia 9 42.86 88.89
N patolégico 0.361
0 17 80.95 94.12
1 1 4.76 100
2 3 14.29 66.67
Invasioén linfovascular 0.559
No 18 81.82 88.89
Si 4 18.18 100
Invasion perineural 0.472
No 18 81.82 88.89
Si 4 18.18 100
CTC 04
Negativo 17 60.71 94.12
Positivo 11 39.29 81.82




Consentimiento informado para donacion voluntaria de muestra

HIOPSIA LAQUADA: CRLIMAS TIMORALES CRCIMLANTES Y ADN CIRCIMANTE TUMDRAL COMO BMMARCADORES EM CA-TN

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS
AL PROYECTO DE INVESTIGACION

TITULO DEL PROYECTO: " BIOPSIA LIQUIDA: CELULAS TUMORALES CIRCULANTES Y ADN
CIRCULANTE TUMORAL COMO BIOMARCADORES EN CANCER MAMA TRIPLE NEGATIVO™

Investigador Principal: Dr. Carlos Castaneda Altamirano, MD, MSc
1.- INTRODUCCION

A usted se le estd Invitando a participar en un estudio que Ivolucra fa donacién voluntaria de muestras
bioidgicas con fines de investigacidn. Este documento lo ayudard 3 comprender por qué se estd realizando la
investigacién, v lo ayudard a decidir s desea participar o no. El mismo, puede contener algunas palabras que
usted probablemente no entenderd. Por faver, solicte 8 uno de los integrantes del equips de investigacion que
le explique cualguiera de las palabras o informackdn que usted no comprenda con clandad. Se ke entregard una
CopEa en caso acepte particpar en o estudo,

2.- IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

Curante [a Intervencidn a 1a gue va 3 ser sometido se podran tomar muestras de tumor o se realizard la toma
de 10cc sangre, £l procedimiento que se e propone consiste en donar voluntariamente la muestra Indicada
anteriormente, sin que ello suponga ningln riesgo afladido para su salud ni comprometa & comecto
diagndetico y tratamiento de su enfermedad. Dichas muestras bioldgicas serdn utiizades y almacenadas para
este prayecto de nvestigacan.

3.- OBJETIVO

La finalicad de esta Investigacidn es evaluar [a presencla de la actividad iInmune contra el tumor en muestras
de cincor de mama as como de ias odulas neopldsicas en sangre de packentas con cincer de mama.

4.- BENEFICIOS PARA USTED/SOCIEDAD

Usted no recibird ninguna compensacidn econdmica ni otres beneficios materiaies por donar sus muestras, Sin
embango, usted estard hadendo una libre y genarosa donacion para la Investigacién que podrd ser beneficiosa
para futures generaciones. Bl estudio de su resultado podrs generar nuevas pruebas dinicas o tratamientos
que contribuirdn a mejor maneio da |3 enfermecad neoplisica.

Dabe saber que serd peiceitario el uso diagndstico de la muestra que dona y que s2 garantizard un remanente
de 1as muastras para aste fin,

§.- DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La dedsibn de donar sus muestras es totaimente voluntaria, Usted puede negarse a donarlas e incluso puede
revocar su consentimiento en cualkjuier momento, sin tener que dar ninguna expicacién y sn que <o tenga
ninguna repercuson en la atencidn médica que recibe en el Instituto,

6~ RIESGOS,_

B! procedimiento que se le propone no supane ningln resgo afiadido para su salud nl compromete of cormecto
diagndstico ¥ tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de muestra sobrante de I Intervencidn,

7.- PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD

Los datos persanales y clinico-petolidgicas obtenidos de su historia clinica seran incorporados v tratados en una
base de datos segdn la codificackin designada por el irvestigador principal, Esto prevendrd que |3 parsona que
trabaje con su muestra conozca la identidad del paciemte.

Los resuitados individuales seran andnimas y no serdn mostrados (Sn su corsentimiento) & nadie fusra del

proyecto da Investigaddn.
8. ;QUIEN PUEDE RESPONDER MIS PREGUNTAS ACERCA DEL ESTUDIO?

INVESTIGADOR PRINCIFAL: CARLOS CASTAMERA ALTAMIRAND, MD, M5¢c

Presitenie
Cowm raitoiaedd 3 Saca wn i




BIOFSIA LUUDA: CELALAS TUMOIALLS CIRCIALANTES ¥ ADN CIRCLLANTE TUMORAL COMO EROMANRCADORES TN CAVTH

Si thene preguntas o preéccupaciones sobre este estudio, por favor comuniquess con el Investigader Principal
del proyecto Dr. Carlas Castafieda Altamirano, teléfone 201-6500 anexe 3000 o 3040; o enviar sus preguntas
al correo electrénico; Investigacido@inen.sid,pa

Si tiene preguntas sobre sus derechos o los aspactos dices relacianade 3 este estudio, usted también puede
lamar al Comité de Etica en Investigacicn del Instituto Nacional de Enfermedades Neaplasicas, al teléfono
201-6500 anexo 3001; 0 enviar sus preguntas al corres elactrénico: comité elicaBinen,ski,pe.

He leido este formulario v he tenido la oportunidad de hacer preguntas. Consiento en participar en
esta investigacidn.

Nombre del Participante Flrma Fecha
Nombre del Acompafiante Firma Fecha
Nombre del Investigador Firma Fecha

v INVESTICADON MUNCIPAL; CARLODS CASTAREDA ALTAMIBAND, WD, MSc
I RRTOSS JVENAL SANCRED
Presio: e )
Comdl baMaiand b Linaus & mbpoke
feasaem A O Enlkwnecetes s




Figura 3. Corte histoldgico de Subtipo Ductal.







