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Resumen

El cancer de mama ductal es el tipo histolégico mas frecuente a nivel mundial,
su diagnéstico histopatologico considera al receptor estrogénico alfa, receptor de
progesterona, HER-2 y Ki67, clasificando 4 subtipos para su abordaje terapéutico y
prondstico. La determinacion del receptor estrogénico alfa y beta en biopsias ofrece
un panorama del perfil inmunohistoquimico, que puede convertirse en una diana
terapéutica en todos los subtipos moleculares.

Estudio descriptivo, observacional, transversal, ambispectivo, ambilectivo,
multicéntrico y heterodémico, realizado en biopsias de pacientes en 2018, en el
Hospital General Sur, para el procesamiento de receptores estrogénicos alfa y beta,
con base a los subtipos moleculares, grado histolégico, marcador de proliferacion
celular ki67, edad y sexo.

Se procesaron 84 biopsias de pacientes de sexo femenino, media de edad
de 51.98 afos, Luminal A 32.14%, Luminal B 32.14%, HER-2 21.42% vy triple
negativo 14.28%, una expresion del receptor alfa en subtipos luminales, una
expresion del receptor beta heterogénea, Ki67+ con mayor expresion en Luminal B,
HER-2 y triple negativo, grado histolégico pobremente diferenciado en HER-2 y
triple negativo, y Ki67 positivo en grado moderado-pobremente diferenciado.

Los subtipos moleculares obtenidos, sexo y edad concuerdan con los
reportes de la bibliografia, se expresa el receptor estrogénico beta en todos los
subtipos moleculares, la expresion de Ki67 fue mayor en los subtipos luminal B,
HER-2 vy triple negativo, el grado histolégico fue heterogéneo con tendencia a la
pobre diferenciacion en los subtipos Her-2 y triple negativo, los subtipos con
moderada y pobre diferenciacion tienen mayor expresion de Ki67.
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Capitulo 1

1. Antecedentes generales

Cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad cronico-degenerativa, multifactorial,
heterogénea y en algunos casos hormono-dependiente, que se caracteriza por la
proliferacion descontrolada de células del tejido estromal o parenquimatoso de la

mama (1,2).

Las estirpes histolégicas que conforman a la glandula mamaria normal proceden
de tejido mesénquimal que forma de 16 a 24 brotes embrionarios que conforman el
tejido parenquimatoso de la mama (ductos y lobulillos), en condiciones normales
en respuesta estrogénica el tejido parenquimatoso y estromal se hipertrofia hasta la
fase premenstrual, y a menos que ocurra el embarazo el descenso normal de
estrogeno y progesterona en la fase post-menstrual hace que el tejido mamario

regrese a su estado basal (3,4).

La carcinogénesis del tejido mamario ademas de estar ligada al sexo femenino,
se considera como una enfermedad ligada a la edad, la senescencia replicativa
ligada a la edad la hace una enfermedad de aparicion multicausal, progresiva y

diagnéstico dificil (5,6).

Al ser una enfermedad crénico-degenerativa con alto impacto en el sector salud,
se requiere que su investigacién sea coordinada por instituciones de salud y
organos gubernamentales a fin de permitir su deteccién temprana para un abordaje

integral que disminuya su mortalidad (7).

Céancer de mama ductal
De acuerdo a la estirpe histologica afectada, encontraremos diferentes tipos de
neoplasias que pueden afectar al tejido mamario: células del tejido estromal
(sarcomas, fibromas, lipomas etc.), células de tejido parenquimatoso (células

ductales o lobulillares)(8-10).
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Dentro de las estirpes histologicas el cancer de mama, el tipo ductal representa
cerca del 80 % de los tumores infiltrantes, por su capacidad invasiva puede invadir
tejido local sano, ganglios linfaticos regionales e incluso en estadios avanzados

generar metéstasis en organos diferentes de la mama (11,12).

El consenso mexicano sobre diagndstico y tratamiento del cancer mamario
considera la determinacion inmunohistoquimica para la clasificacion y eleccion
terapéutica de esta enfermedad, considerando en la determinacion
inmunohistoquimica clasica; receptor estrogénico alfa, receptor de progesterona y
receptor de factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2) y al marcador de
proliferacion celular ki67(1).

Epidemiologia

El cancer de mama ductal es una enfermedad de interés mundial por su
elevada incidencia y prevalencia situandose como la primera causa de muerte por
cancer en sexo femenino afectando a mujeres en edades menores a los 45 afios,

con una prevalencia en la edad de 45 a 65 afios (13,14).

Cada afo se diagnostican cerca de 2.1 millones de casos nuevos de los
cuales, 627 mil fallecen representando el 15% de todas las muertes por cancer en
mujeres, convirtiéndola en el primer tipo de cancer ginecoobstétrico con mayor
incidencia y mortalidad a nivel nacional, superando desde el afio 2006 al cancer
cervicouterino (8,15-17).

El altimo reporte internacional de la agencia de investigacion de cancer sitla
a esta patologia en primer lugar junto con cancer de pulmoén con un 11.6% con
2,088,876 casos para el 2018, teniendo una mortalidad para el mismo afio del 6.6%

que equivale a 626,679 casos (17).

A nivel nacional el reporte Globocan 2018, de una poblacion de 130,759,070
habitantes, el cancer de mama se sitia como primera causa de cancer obteniendo
un 14.3% con 27,283 casos, seguida de cancer de prostata con 13.1%, al realizar
la distincion por sexo el cancer de mama en mujeres se sitla con un 26% con 27,283

casos nuevos por afo (18).



Gutiérrez Becerra R, 2021, Determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta
en cancer de mama ductal.

Para el ultimo reporte 2020, Globocan sitia a cancer de mama como primera
causa de cancer con 15.3% en ambos sexos, 28.2% solo en sexo femenino con
29929 casos, obteniendo una incidencia de 40.5% y una mortalidad de 10.6% (19).

En el estado de Puebla de acuerdo al tltimo boletin del sistema nacional de
vigilancia epidemiolégica noviembre 2018, existe un acumulado de 183 casos en
2017 y 283 casos en 2018 (20).

Factores de riesgo

Al ser una enfermedad multifactorial y heterogénea posee diferentes factores
que pueden desencadenar su activacion; dentro de los factores geograficos se
relacionan procesos de industrializacion con contaminacion de aguas fluviales,

suelo y aire (21).

Dentro de los factores intrinsecos y extrinsecos relacionados se encuentra:
sexo femenino, edad, antecedentes familiares de cancer, menarquia temprana,
menopausia tardia, mutaciones genéticas, densidad mamaria, exposicion
iatrogénica a radiacién, uso de terapia hormonal, consumo de drogas, sedentarismo
y obesidad (1,22).

Por su incidencia se sabe que es un tipo de neoplasia que dentro de su
fisiopatologia influyen factores hormono-dependientes, siendo el mayor factor de
riesgo pertenecer al sexo femenino, presentando una incidencia cercana solo al 1%
en hombres (23).

La raza es considerada como un factor de riesgo ya que la incidencia de
cancer de mama muestra variaciones que van de los 27 casos por 100 mil
habitantes en pacientes de raza africana y del este de Asia, a 92 casos por 100 mil
habitantes en pacientes de la region de Norte América, esperando un aumento de

la incidencia general para 2050 de 3.2 millones de casos (5).
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Importancia estrogénica como factor de riesgo

Se piensa que niveles elevados de estrégenos a lo largo de la vida son un
factor de riesgo importante, estos niveles pueden deberse a una menarquia
temprana, menopausia tardia, 0 anticoncepcion prolongada, los subtipos
moleculares luminales (receptor estrégeno alfa-progesterona positivo) tienen mayor
incidencia dentro de las estirpes moleculares del cancer con una prevalencia de un
70% de todos los casos (12,24). Multiples estudios de corte clinico avalan el riesgo
de padecer cancer de mama con niveles estrogénicos elevados a lo largo de la vida,
asi como su relacién con tratamiento de sustitucion con terapia hormonal a base de

estrégenos (25,26).

La carcinogénesis mediada por estrégeno se ha asociado a los metabolitos
intracelulares en el cual la enzima P450, en especial la CYP1B1 (con alta expresion
en ovario, Utero y mama) tiene una funcién hidrolitica que implica la produccion de
radicales libres (4-hidroxi-estradiol, 17—oestradiol) que se relaciona con el dafio a
nivel de ADN (&cido desoxirribonucleico), estos metabolitos aunados a mdultiples
mutaciones de reparacion de ADN expresada en genes supresores tumorales tales
como BCRA1, BCRA2, P53, P21, P27, pueden estar relacionada a cancer de mama

en pacientes con alta exposicidon estrogénica (22,27-29).

La funcion intracelular estrogénica considera la interaccion nuclear con
efectos gendmicos en el ADN (funcion del receptor estrogénico alfa), en 1996, se
detecta una isoforma del receptor estrogénico alfa denominado beta (RE-b), el cual
se encuentra aun en estudio, pero podria explicar la fisiopatologia de subtipos
moleculares resistentes a terapia hormonal y aparentemente carentes de receptores

estrogénicos alfa como el subtipo HER2 y triple negativo (10).

Al ser una enfermedad multifactorial y heterogénea que afecta a diversas
estirpes histolégicas, dentro de las cuales existen diferentes subtipos moleculares
con una expresion variada de receptores celulares, no existe hasta el momento una
via comun que explique la carcinogénesis mamaria en general, sin embargo,

algunas de las vias dilucidadas para los tumores con carencia de receptores
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estrogénicos son; para triple negativo la via PISK/Akt/mTOR y la via Wnt-B-catenina
(30,31). Y para el subtipo HERZ2, la via Ras/MAPK. (32).

El consenso nacional sobre el diagndstico inmunohistoquimico determina la
expresion del receptor estrogénico alfa, como base de la clasificacion de los
subtipos moleculares de cancer luminal A y B, en este contexto, el receptor
estrogénico alfa tiene efectos proliferativos que pueden ser inhibidos a través de

tratamiento hormonal anti-estrogénico (15).

Prevencion

Pese a las diversas estrategias que ha implementado secretaria de salud a
nivel nacional mediante campafas de diagnéstico oportuno, mastografias, platicas
poblacionales, capacitacién continua, guias de diagndstico-seguimiento oportuno
para cancer de mama en los tres niveles de atencion, vigilancia de la norma oficial
Mexicana NOM-041-SSA2-2011, esta patologia sigue detectandose en estadios
localmente avanzados a nivel nacional, siendo el diagnéstico en etapas clinicas 111B-
IIIC el mas frecuente (33,34).

Debido a su diagnéstico tardio, esta patologia se convierte en una
enfermedad de interés para salud publica nacional debido a la alta mortalidad y
morbilidad asi como repercusién econdémica para el sector salud, se estima que el
precio de atencién anual va de 74 mil a 110 mil pesos, el cual puede llegar hasta
199 mil pesos en estadios avanzados IV (35).

Poder disminuir la incidencia de esta enfermedad requiere realizar
diagnéstico oportuno desde el hogar, la sensibilizacién y capacitacion a las mujeres
para la autoexploracion mensual de las glandulas mamarias requiere ser un habito
comun de concientizacion, multiples manifestaciones clinicas pueden orientar al
diagnostico como lo son; cambios en la forma o textura de la glandula mamaria,
areola o pezén, piel escamosa o hinchada, engrosamiento de la piel 0 masas
palpables, secreciones del pezon, presencia de inflamacion de ganglios linfaticos
regionales (7,16,36).
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Aunado a las manifestaciones clinicas que puede notar la paciente, la
exploracion clinica detallada por personal de la salud y el uso de estudios de
gabinete y estudios de laboratorio, solo la determinacion por histopatologia permite
llegar a la confirmacion diagndstica mediante toma de biopsia y procesamiento
inmunohistoquimico (37).

Diagnastico

Una buena exploracion clinica y estudios complementarios encaminan al
diagndstico oportuno en estadios tempranos, el diagnostico diferencial por imagen
de cancer de mama, se realiza en primera instancia mediante el sistema de datos
de reporte BI-RADS (por sus siglas en inglés Breast Imaging Reporting and Data
System), que da un estimado de la probidad relativa de un diagnostico normal,

benigno o maligno de la mastografia realizada (38).

Las pacientes que por estudios de imagen o abordaje clinico tengan alta
sospecha de cancer de mama, requeriran confirmacion histopatoldgica a través de
la toma de biopsia, existiendo técnicas de inmunohistoquimica que por la expresion
de receptores hormonales de estrogeno alfa, progesterona y receptor 2 de factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) (positivos+/negativos-), clasifican en 4
subtipos moleculares a cdncer de mama; luminal A (RE+, RP+y HER2-) luminal B
(RE+, RP+y HER+), HER2 (RE-,RP-y HER+) Yy triple negativo (RE-,RP-y HER-2),
dicha clasificacion ha tomado importancia en la mayoria de hospitales de tercer nivel
ya que permite poder individualizar el prondstico y tratamiento de cada subtipo
molecular (1).

La determinacion clasica de receptores mediante técnica de
inmunohistoquimica con observacibn mediante microscopia simple, permite
identificar a los receptores de progesterona, estrogeno alfa y ki67 como receptores

nucleares (2).

Para el caso del receptor HER-2 miembro de los receptores tirosin-cinasa, su
identificacion por inmunohistoquimica con observacion mediante microscopia

simple, permite identificarle a nivel de membrana celular, sus efectos proliferativos
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se relacionan a las vias RAS, PI3K/AKT, janus cinasa y fosfolipasa C, la importancia
de su determinacion para la clasificacion de subtipos moleculares estriba en la
respuesta a tratamiento (12 a 68%) mediante el uso de un anticuerpo monoclonal

especifico aprobado por la FDA llamado trastuzumab (39).

Ademés de la determinacion de receptores clasicos, el reporte
histopatologico debe mencionar el grado histologico de las muestras con base a la
clasificacion de Scarff-Bloom-Richardson reportando tres grados de diferenciacion:
grado | bien diferenciado, grado Il moderadamente diferenciado, grado Il mal
diferenciado (15,40).

La escala de clasificaciéon de Scarff-Bloom-Richardson permite conocer en
términos generales el grado de pleomorfismo celular de la muestra mediante la
determinacién de; indice mitético (nimero de mitosis por campo 0-10),
pleomorfismo nuclear (variabilidad de tamafio y forma del nacleo en comparacion
con tejido normal) y diferenciacion glandular (porcentaje de formacion de
estructuras tubulares 10-75%) (41).

A nivel internacional la estadificacién por grados con base en la escala de
Scarff-Bloom-Richardson ha sido recomendada por la organizacion mundial de la
salud, considerandose para la eleccién terapéutica como indicador de ausencia de
tratamiento adyuvante en pacientes con grado bien y moderadamente diferenciado,
al estar relacionado el pleomorfismo celular con el estatus de proliferacion celular,
la incorporacion de nuevos marcadores biomoleculares como ki67 (marcador de
proliferacion celular) permite conocer mejor el perfil de agresividad de las muestras
(42).

Clasificacion clinica

De acuerdo a el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (por sus
siglas en inglés AJCC) en su ultima publicacion sobre el tamafio tumoral, nUmero
de ganglios linfaticos y metéastasis (por sus siglas en inglés TNM), establece los
criterios de estadificacion que se consideran internacionalmente aceptados (ver
anexo 1) (43).
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Grupos por estadio clinico

Con base en la clasificacion TNM, la AJCC propone cuatro estadios para el
cancer de mama, considerando: “estadio 0;TIS,NO,MO, estadio |; T1,NO,MO, estadio
[IA; TO-T2,N1-NO,MO, estadio IIB; T2-3, NO-1, MO, estadio IlIA; TO-T3,N1-N2, MO,
estadio 11B; T4, NO-2, MO, estadio llIC; cualquier T, N3, MO, estadio 1V; cualquier
T,cualquier N, M1”(ver anexo 2) (43).

Determinacion histopatolégica como factor prondstico

El analisis del reporte inmunohistoquimico como factor prondstico considera;
que los subtipos luminal A (receptor de estrégeno alfa y progesterona positivo, HER-
2 negativo y Ki67 bajo) y luminal B (receptor de estrégeno alfa y progesterona
positivo, HER-2 negativo/bajo y Ki67 alto) son de buen prondstico al responder en
su mayoria al tratamiento anti-estrogenico, el subtipo HER-2 (receptores
estrogénicos negativos, HER-2 positivo, Ki67 alto) era considerado el de peor
prondstico (actualmente mal prondstico), pero el desarrollo de un anticuerpo
monoclonal especifico trastuzumab ha mejorado la expectativa de sobrevida, para
el caso triple negativo es considerado actualmente el de peor prondstico

encaminando la terapia del mismo al uso de esquemas de quimioterapia (11).

El reporte del grado histologico considerando el pleomorfismo celular en
comparacion con el tejido mamario sano, se considera como un factor pronéstico
independiente, la clasificacion de Scarff-Bloom-Richardson considera como
indicadores importantes el tipo histologico y el grado nuclear, se determina que las
pacientes con tumores de alto grado tienen una sobrevida del 30% en comparacion

a los de bajo grado con una sobrevida de hasta el 90% (36,44).

El marcador de proliferacion celular Ki67 expresado en las fases G1, Sy
G2 del ciclo celular (a excepcion de la fase de quiescencia GO0), se considera el
gold estandar para la determinacion del estatus proliferativo mediante técnicas
de inmunohistoquimica, incluso es considerado como un marcador de
diferenciacion de los subtipos moleculares luminal A (ki67<20%) y luminal B
(ki67>20%), por lo que se considera como indicador de mal prondstico (45).
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Técnicas de inmunohistoquimica para determinacion de

receptores
Las técnicas de determinacion inmunohistoquimica se han convertido en un
meétodo de rutina dentro del reporte histopatolégico de las biopsias de pacientes con
cancer de mama, por la fisiologia normal de la mayor parte del tejido endocrino en
especial glandula mamaria, la determinacion de receptores de tipo estrogénico se
ha convertido en una practica que orienta al médico clinico y quirdrgico en la toma

de decisiones sobre este padecimiento (46).

Los receptores de tipo estrogénico que se determinan en el reporte
histopatolégico de cancer de mama son el receptor estrogénico alfa y el receptor de
progesterona, su evaluacion tiene implicaciones prondsticas benéficas debido a su
relacion con una mejor respuesta a tratamiento médico, utilizandose también para
conocer el tipo y origen de recurrencia metastasica, otro receptor que se han
incluido para la confirmacion diagnéstica entre carcinoma ductal y lobulillar es E-
cadherina, observandose E-cadherina en membrana citoplasmatica de carcinomas
de tipo ductal (2).

Los receptores de tipo estrogénico se han detectado en una amplia variedad de
tejidos; médula 6sea, cerebro, higado, colon, glandula salival, mama y ovario, es
conocido que la funcién de los receptores estrogénicos juega un papel importante
en la fisiologia normal reproductiva, cobrando importancia en los procesos
neoplasicos por su funcibn como receptores de tipo nuclear que median efectos

gendmicos y no gendmicos para la sintesis de proteinas y proliferacion celular (47).

Ademas del receptor estrogénico alfa y el receptor de progesterona, se ha
identificado un receptor estrogénico independiente denominado receptor
estrogeénico beta, sin embargo, este no se determina por rutina utilizandose hasta el

momento solo con fines de investigacion (48).

El procesamiento de muestras por parte de los archivos de patologia, pese a
existir diferentes meétodos inmunohistoquimicos (determinacion mediante

inmunofluorescencia), se basa en la técnica de procesamiento por

9
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inmunoperoxidasa debido a su bajo costo de procesamiento, facilidad de lectura en
microscopia simple, ventaja sobre analisis retrospectivo de muestras,
procesamiento de muestras con poco tejido disponible y preparacion en laminilla

permanente (49).

La determinacion de receptores estrogénicos por técnica inmunoperoxidasa ya
sea directa (anticuerpo primario conjugado o marcado que reacciona a peroxidasa)
o indirecta (primer anticuerpo IgG o IgM que reconoce epitopo y segundo anticuerpo
gue reacciona con inmunoglobulina acoplada a peroxidasa) tienen la ventaja de
mostrar una tincién de color café o roja nivel del receptor buscado (tincién nuclear,

citoplasmatica, membrana celular) (50).

10
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2. Antecedentes especificos

Receptor estrogénico alfa y beta

Los consensos nacionales e internacionales consideran la determinacion
inmunohistoquimica para el abordaje y prondstico de las pacientes con cancer de
mama ductal (15,51,52). Uno de los receptores que se determinan en este
muestreo es el receptor estrogénico alfa el cual permite clasificar en los subtipos
moleculares clasicos (Luminal A, Luminal B, HER2, Triple negativo), la prevalencia
de los subtipos moleculares a nivel nacional es 60% para receptores hormonales

positivos (Luminal Ay B), 23.1% para triple negativo y 20.4% para HER-2 (15).

La determinacion de la expresion del receptor estrogénico alfa en biopsias de
pacientes con cancer de mama ductal ha sido ampliamente estudiada debido a que
es una determinacion de rutina, esta determinaciéon nos da un perfil del
comportamiento de cada subtipo molecular clasificAndose en tres riesgos de
acuerdo al factor pronéstico St. Gallen 2007 con actual vigencia en la NOM-041: de
bajo riesgo (con determinacion de receptor estrogénico alfa y progesterona positivo,
determinacion de HER2 negativo, edad menor a 35 afios), de riesgo intermedio (con
receptor estrogénico alfa y progesterona negativo, o HER2 sobreexpresado, edad
menor a 35 afios) y de alto riesgo (con receptor estrogénico alfa y progesterona

negativo, o HER2 sobreexpresado, o receptores negativos) (7).

El tejido mamario en condiciones normales sale de estado quiescente por
estimulos estrogénicos propiciados por picos en el ciclo menstrual, se estima que
hasta alrededor de los 40 afos exista un promedio de 450 a 500 ciclos menstruales,
de los cuales si el embarazo no ocurre los lobulillos y conductos galactéforos
pierden la hipertrofia ganada y regresan a la normalidad, internacionalmente se
estima que del 70 al 80% de todos los tumores de mama provienen de células
ductales (conducto), en general se ha observado que el indice de division normal
de Hayflick en células epiteliales, mioblastos (conforman el epitelio ductal) y
linfocitos es de 8 a 9 replicaciones, en cultivos celulares la capacidad maxima

observada oscila entre 50 y 100 duplicaciones (53).

11
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La localizacion del receptor estrogénico alfa y beta es nuclear, su sintesis
ocurre en los ribosomas unidos al reticulo endoplasmico rugoso, como es de
esperarse, las células ductales de la glandula mamaria posee ribosomas unidos a
reticulo endoplasmico rugoso, los cuales aumentan su tamafio y disposicion

citoplasmatica cuando ocurre hiperplasia por estimulos estrogénicos (27,54).

Anibal; 2016, identifica la presencia del receptor estrogénico beta en tejido
hiperplasico adenomatoso experimental, si bien el tejido difiere de la glandula
mamaria por su especializacion, ambos son epitelios glandulares con
caracteristicas morfologicas generales similares, convirtiéndose de utilidad para
demostrar su localizacion celular; podemos observar en la micrografia de la figura
1 sefalado con flechas, la presencia del receptor estrogénico beta en reticulo

endoplasmico, envoltura nuclear e intranuclear (54).

Figura 1. Micrografia electrénica de tejido hiperplasico
adenomatoso con marcaje de receptor estrogénico beta. m=
mitocondria, N= nucleo, RER= reticulo endoplasmico rugoso, g=
aparato de Golgi. Tomado de Anibal: 2016.
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Como receptores nucleares, los receptores estrogénicos adoptan una
conformacion proteica en estructura terciaria conformada por 6 regiones (A-F) y 3
dominios de caracter alfa, podemos observar en la figura 2 la conformacion terciaria
con la porcion de dominio de union a ligando en color verde, esta porcidn
correspondiente al dominio DBD que media la interaccion de efectos genémicos con
ADN (55).

Figura 2. Estructura terciaria del receptor
estrogénico beta. Tomado de Chimera: 2018

En su estructura terciaria el receptor estrogénico beta esta formado por 530
aminoacidos con un peso molecular de 59.2 KDa; por ser el primer receptor
identificado se denomind receptor estrogénico beta 1, sin embargo existen
isoformas por polimorfismos resultantes de splicings alternativos de los exones
finales codificantes exdn 8 y 9 respectivamente, destacando la isoforma
denominada receptor estrogénico beta 2 (REb2) que se forma mediante un
empalme alternativo del ARNm, el receptor estrogénico beta 2 codifica una proteina
de 495 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 55.5 kDa, tiene una
porcion C-terminal Unica, los aminoacidos correspondientes al exén 8 se
reemplazan con 26 aminoacidos Unicos, sin embargo esta isoforma adn se

encuentra en estudio (56).
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La composicion de los receptores estrogénicos en 6 regiones corresponde al

dominio A/B, dominio C y dominio E, los cuales funcionan:

Dominio A/B (dominio N-terminal): se trata de una region N-terminal en la
cual existen variaciones de acuerdo al receptor (alfa o beta), se encarga de
la activacion transcripcional, sus secuencias N- terminales adoptan

diferentes estructuras dependiendo la isoforma estudiada (55).

Dominio C (dominio dua): es una regiébn conservada donde podemos
encontrar dos dedos de zinc, que le dan capacidad de unirse a ADN, las
isoformas ERa y ERPB comparte los mismos elementos de respuesta

gendmica (homologia 96%) (55).

Dominio E (dominio DUL/de union): region moderadamente conservada
donde se fija el ligando de cada receptor, se conforma por 12 hélices donde
existe un espacio de union a ligando, las proteinas ERa y Erf tienen una
similitud solo del 55% (55).

Region bisagra (D): Contiene una sefial de localizacion nuclear que se
desenmascara al unirse al ligando, sirve como una region flexible que
conecta los dominios DBD y LBD; las regiones bisagras y union a ligando
(55) .

La region F o dominio C-terminal: Contiene un total de 42 aminoacidos que
varia segun el tipo de receptor nuclear alfa o beta y puede encontrarse
inactivo (activo) debido a su por la fosforilacidn mediante la chaperona hsp90
(ver esquema de la figura 3 donde se compara la homologia y funcion del

receptor estrogénico alfa y beta) (55).
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Figura 3. Esquema estructural del receptor estrogénico alfa (hERa) y beta
(hERDb) con base alas porciones funcionales: 6 regiones-3 dominios. Tomado
de Noriega; 2008.

El mecanismo clasico de accién estrogénica mediante su union nuclear a
receptor (primer mensajero) genera elementos de respuesta al estrégeno (por sus
siglas en ingles ERE segundos mensajeros), una vez unido el complejo estrogeno-
receptor (E2-ER) puede modificar la expresion génica mediante el reclutamiento de
proteinas co-reguladoras distintas, conocidas como co-activadores y co-represores,
la accién gendémica independiente de ERE en los complejos nucleares E2-ER
interactdan con otros factores de transcripcion, como la proteina activadora 1 (AP1)
o la proteina de especificidad 1 (SP1)(ver figura 4) (57,58).

El reclutamiento de una variedad de correguladores para alterar la estructura
de la cromatina facilita el reclutamiento ya sea por parte del receptor estrogénico
alfa o beta mediante la ARN polimerasa Il (Pol Il) en la maquinaria transcripcional,
la actividad transcripcional de los RE se puede modular mediante diferentes tipos
de modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion, la acetilacion, la

ubiquitinacion y la metilacion (59).
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Figura 4. Vias de accion del receptor estrogénico. GF= factor de crecimiento, R=receptor, E2=
estrégeno, P= proteina mensajera, ERE= receptor estrogénico nuclear. tomado de Hail; 2001.

En la accién gendmica independiente del ligando, los factores de crecimiento
activan los factores de transcripcién nuclear directamente, lo que conduce a la

activacion de la transcripcion nuclear (58).

En la acciébn no gendmica, el complejo E2-ER activa las cascadas de
proteina-quinasa o el monofosfato de adenosina ciclina (CAMP) y el calcio, lo que
conduce a funciones alteradas de las proteinas en el citoplasma. ERK: quinasa
regulada por sefial extracelular; PI3K: fosfatidilinositida 3-quinasa; CDR: co-
represor; CoA: coactivador, los factores de crecimiento activan las cascadas de la
proteina quinasa, como Ras-ERK o PI3K-Akt, lo que provoca la activacion de los
factores de transcripcion nuclear (ver esquema de esta explicacion en la figura
5) (58).
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Figura 5. Esquema de los receptores estrogénicos alfa y beta, homologia e interaccion
por via genédmica y no gendémica. ER-a= receptor estrogénico alfa, ER-B= receptor
estrogénico beta, ER= receptor estrogénico, ERE= receptor estrogénico nuclear,
porciones de receptores= A/B, DBD, LBD, segundos mensajeros= Ras, PI3K, AKT,
Coenzimas= CoA, CoR., A. Esquema de receptores estrogénicos, B Efecto genémico u
no genémico. Tomada de Rong; 2018.

La activacion del receptor estrogénico beta dependiente del ligando 17 b-
estradiol induce la interaccion con DNA y activacion transcripcional, la activacion
independiente de ligando activa varias quinasas de las redes de sefializacién de
factores de crecimiento que logran activar al receptor estrogénico y a sus proteinas
correguladoras en ausencia de ligando, la activacién independiente de la unién del
complejo hormona-receptor a su elemento de respuesta especifico actla
directamente sobre ADN (58).

En conjunto la activacion del receptor estrogénico alfa y beta se piensa que
favorecen en condiciones normales a la hipertrofia y regulacién normal celular,
actuando sobre genes diana como: reguladores de ciclo celular (CDK2), proteinas
apoptoticas (p21, p27), moléculas de adhesion celular (cadherina e), y componentes
de sefializacion celular (WNT, IP3, mTOR) (30).
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La investigacion internacional en cancer de mama ha ofrecido nuevas
determinaciones moleculares como es el caso de Ki67, este marcador se codifica
en el gen del cromosoma 10 brazo largo, locus 10g26.2, se expresa en fases de
proliferacion celular (G2, M), para el caso de cancer de mama ductal se realiza la
determinacion con fines de investigacion, sin realizarse un consenso sobre el punto
de corte para la expresion de alto o bajo grado. Se reporta una prevalencia de Ki76
para luminal A menor a 14%, considerandose como de bajo grado, para el caso de
otros subtipos como luminal B la prevalencia es mayor a 14% lo que podria
considerarse como de alto grado, aunque algunos consideran como punto de corte

valores mayores a 20% (52,60).

Analisis gendmicos de mutaciones asociadas a cancer de mama disponibles
en el mercado son; PAM-50, MammaPrint, Blueprint, determinaciones que aun
continlan en investigacion y no se realizan de rutina en los centros de atencion

nacionales (51).

Dentro de la determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta: El receptor
estrogénico alfa se codifica en el cromosoma seis 6g25.1, el receptor estrogénico
beta en el cromosoma 14 14g23.2 en los genes respectivos ESR1 Y ESR2, por lo
gue descarta que sean isoformas, el receptor beta tiene un 96% de similitud con el
alfa, pero una homologia por ligando del 60%. Cinco variantes del receptor
estrogénico b se conocen, pero aun contindan en estudio, se considera que solo el
receptor beta 1 tiene propiedades intrinsecas en las vias de sefializacién en el
cancer, ademas se sabe que la funcion del RE-b5 es modular la interacciéon del RE-

bl en dicha sefializacion (61).

Estudios del receptor beta estrogénico en cancer de mama ductal triple
negativo con base a la clasificacion inmunohistoquimica clasica, estiman que ha
sido encontrado entre el 50 y 90% de los canceres triples negativos, pudiendo tener
efectos gendmicos y no genédmicos en la sefalizacion intracelular, dentro de los
efectos no gendmicos podemos dilucidar las cascadas de sefializacion como MAPK

y PISK/AKT para la proliferacion celular (61,62).
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Funciones del receptor estrogénico beta como diana de

investigacion

Al ser el estrogeno esencial para el crecimiento y el desarrollo de las
glandulas mamarias mediante su accién nuclear, se ha asociado con la promocién
y el crecimiento del cAncer de seno, en especifico con el cancer de mama ductal, el
receptor estrogénico beta se encuentra en las células epiteliales y estromales
ductales y lobulares del roedor, mientras que ER alfa solo se encuentra en las

células epiteliales ductales y lobulares y no en el estroma (27).

El papel que puede jugar el receptor estrogénico beta en la fisiopatologia del
cancer de mama ductal estriba en que algunos subtipos moleculares de cancer de
mama ductal hormono dependiente no responden del mismo modo al tratamiento
con antagonistas selectivos clasicos del receptor estrogénico alfa, los subtipos HER-
2 parecen ser estimulados por la presencia de metabolitos estrogénicos sin
presentar el receptor estrogénico alfa por inmunohistoquimica, en el caso del
subtipo triple negativo el receptor estrogénico beta podria explicar la activacion de

vias no gendmicas dependientes del receptor estrogénico beta (63).

Multiples estudios sugieren efectos proliferativos y anti-proliferativos
asociados al receptor beta estrogénico sin llegar a un consenso, no se ha
encontrado estudios similares que propongan una revaloracidbn sobre la
determinacion de la expresion de receptores estrogénicos alfa y beta en biopsias de
cancer de mama ductal, subtipos moleculares, grado de diferenciacion, edad y
estatus proliferativo (ki67) en poblacion local, existen estudios que consideran la
expresion del receptor estrogénico alfa y beta en lineas celulares, determinando el
efecto proliferativo y anti-proliferativo, pese a esto, no existe una estandarizaciéon

sobre el tipo de anticuerpo monoclonal utilizado (ver cuadro anexo 3) (64).

Determinacion del receptor estrogénico beta
En 2012 Wu X. y cols, advertian sobre la pobre estandarizacion en la
investigacion de receptores estrogénicos para cancer, en especial cancer de mama,

considerando diferentes efectos para el receptor estrogénico beta, en su
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investigacion proponen un anticuerpo monoclonal para el receptor estrogénico beta
uno nombrado MC10, que al compararlo con otros anticuerpos del mercado para
dicho receptor, muestra tinciéon a nivel nuclear y citoplasmatico, considerando la

existencia de variantes del receptor estrogénico beta (65).

Sigma-Aldrich oferta un anticuerpo monoclonal de raton denominado
receptor estrogénico beta clona 68-4, el cual permite la identificacion del receptor

estrogénico beta mediante procesamiento inmunohistoquimico(66).

Efecto antiproliferativo

Dos estudios independientes en lineas celulares de cancer de mama subtipo
molecular triple negativo en el afio 2013 y 2015 sostienen que la expresion del
receptor estrogénico b puede estar implicada en la inhibicién del crecimiento celular
y el aumento de expresion de p21 que llevaria a la muerte celular, el primer estudio
se realiza sobre la linea celular triple negativo linaje MDA-MB-468 anticuerpo
HSP90, encontrando un efecto inhibidor en el crecimiento celular y una
sobreexpresion del oncogén p2l1 reportando un valor de p<0.005, el segundo
estudio, también es realizado sobre linea celular triple negativo HCC1860,
HCC1937, MCF-7, observandose que la estimulacion del receptor estrogénico b por
Su agonista sintético liquiritigenin disminuye el efecto proliferativo in vitro con una
p<0.05 (62,67).

Efecto proliferativo

Estudios independientes sobre lineas celulares de cancer subtipo molecular
triple negativo han analizado el efecto del receptor estrogénico beta concluyendo
qgue favorece a la proliferacién de cancer, migracion, y recurrencia del mismo. Tres
de estos estudios, analizan la correlacion con el anticuerpo RE-bl PPG5/10
obteniendo una pobre sobrevida a los pacientes que expresaban este receptor, asi
como una mayor proliferacion y migracion celular in vitro; linea celular triple negativo
MDA-MB-435 p<0.05, linea celular MB-468/HCC70 p<0.042, cancer de préstata
linea celular MCA1974 p<0.05 (10,48,61,68,69).
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En 2019 Neumeyer S. y cols, determinan la expresion inmunohistoquimica
del receptor beta estrogénico mediante el anticuerpo Abcam 14C8 en muestras de
pacientes con cancer colorrectal, 917 muestras, encontrando diferentes estados de
metilacion de los genes de acuerdo a la expresion del RE-b con 516 muestras
positivas en grado moderado y alto y 401 muestras negativas, expresando en
diversos grados genes relacionados con la carcinogénesis como NOL9, CD36, HK1,
LRP5, se sabe que en el caso de cancer de colon la ausencia del receptor
estrogénico beta es un factor de mal prondstico y mayor agresividad para esta
neoplasia, observandose valor de p<0.05 en la promocion de cancer in vitro (70,71).

Existen mecanismos complejos que brindan la resistencia tumoral, algunos
de ellos se han implicado en la sefalizacion del receptor estrogénico donde las vias
PI3K, AKT, mTOR NOTCH (relacionado con un aumento del marcador de
proliferacion celular Ki67), Wnt (CD44+,CD24-, resistencia tamoxifeno con aumento
de SOX2), e Hippo-YAP-TAZ han sido relacionadas (72).

Otras vias conocidas como p2l1, p27, VEGF y IGF-2, pueden estar
relacionadas con el receptor estrogénico beta y cancer de mama, siendo posibles
dianas terapéuticas y factores pronosticos para el cancer de mama y algunas otras

neoplasias que pudieran expresarles (27).

La activacion de estas vias de sefializacion celular aunado a la expresion del
receptor estrogénico beta pueden relacionarse con su activacion mediante efectos
no gendmicos (no clasicos) que involucren efectos sobre receptores de membrana,
apertura de canales i6nicos para la activacion de cascadas de sefalizacion (vias;
PI3K, AKT, mTOR, NOTCH, Wnt, YAp-TAZ), vias que regulan la proliferacién celular
y que no se correlacionan clasicamente con los efectos gendémicos (clasicos), del

receptor alfa estrogénico(61).

Considerando los posibles efectos no gendmicos surgidos de la activacion
del receptor estrogénico beta, se ha detectado mediante técnicas de
inmunohistoquimica no solo su tincién nuclear sino también a nivel citoplasmatico,

considerando su sintesis en reticulo endoplasmico rugoso y su posible funcién en
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la activacion de vias no genomicas mediante la activacion de segundos mensajeros
de las vias PI3K, mTOR, PTEN. (32,54,56,65,73).
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Capitulo 2

3. Planteamiento del problema
El cancer de mama es un problema de salud mundial debido a su alta

morbimortalidad. Por su incidencia tiene una predisposicion al género femenino con
una relacion 99% de los casos mujeres, contra 1% de los casos masculinos. A nivel
estatal para el afio 2018, se report6 una alta incidencia de cancer de mama ductal

con 283 casos.

El cancer de mama se considera una enfermedad multifactorial, heterogénea
y en algunos casos hormono-dependiente, clasicamente expresa o no la presencia
de receptores de estrégeno alfa, progesterona y factor de crecimiento humano tipo
dos. La determinacién de receptores clasicos por inmunohistoquimica determina el
tratamiento y prondstico de estas pacientes. La presencia del receptor estrogénico

alfa se determina clasicamente, sin embargo, no la del receptor estrogénico beta.

No existen estudios descriptivos que determinen la expresion de receptores
estrogénicos alfa y beta en muestras de biopsias de pacientes con cancer de mama
ductal en poblacién local. La expresion simultanea del receptor estrogénico alfa y
beta 0o su combinacion con los diferentes subtipos moleculares puede tener
implicaciones en el entendimiento del prondstico de subtipos luminales agresivos, o
resistentes a terapia antiestrogénica, asi como subtipos de alto riesgo como lo es el

triple negativo y HER2.

La expresion del receptor estrogénico beta puede convertirse en un factor
prondstico que modifigue con su determinacion el abordaje terapéutico (y
clasificacion inmunohistoquimica), lo que permitird una mayor sobrevida y mejor
calidad de vida a las pacientes con cancer de mama ductal. La expresion de cada
subtipo molecular del receptor beta y estadio diagndstico expresado podrian tener
implicaciones especificas en el entendimiento de la biologia molecular del cancer

de mama ductal, por lo que se plantea la pregunta de investigacion:

¢ Se expresan receptores estrogénicos alfa y beta en muestras de biopsias

de pacientes con cancer de mama ductal?
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4. Hipotesis

Con base a la determinacion inmunohistoquimica de subtipos moleculares de
cancer de mama ductal, se expresan receptores estrogénicos alfa y beta en

muestras de biopsias de pacientes.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Determinar la expresion de receptores estrogénicos alfa y beta en muestras

de biopsias de pacientes con cancer de mama ductal.

5.2 Objetivos especificos
1) Determinar la expresion de receptores y el subtipo molecular inmunohistoquimico

registrado.

2) Determinar el sexo registrado.

3) Determinar la edad diagndstica registrada.

4) Determinar la expresion se subtipos moleculares y receptor estrogénico alfa
5) Determinar la expresion se subtipos moleculares y receptor estrogénico beta

6) Determinar la expresion de subtipos moleculares y marcador de proliferacion
celular Ki67.

7) Determinar la expresion de subtipos moleculares y grado histoldgico.

8) Determinar la expresion del grado histolégico y marcado de proliferacion celular
Ki67.
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6. Metodologia
6.1 Disefio del estudio
La presente investigacion fue de tipo descriptiva, observacional,

transversal, ambispectiva, ambilectiva, multicéntrica y heterodémica.

6.2 Ubicacion espacio-tiempo

En este trabajo se estudiaron muestras de biopsias de pacientes con cancer de
mama ductal obtenidas del archivo del servicio de patologia del Hospital General
del Sur de Puebla en el periodo de enero a diciembre 2018, las cuales se procesaron
para identificar los receptores estrogénico alfa y beta en el Hospital Universitario de
Puebla, el Laboratorio de Inmunologia experimental e Inmunobiologia de la
Benemérita Universidad Autdbnoma de Puebla. El estudio se realizd6 del mes de
agosto 2019 a julio 2021, siendo sometido y aprobado por los comités de bioética
del posgrado en Ciencias Médicas e Investigacion de la Benemérita Universidad
Autonoma del Estado de Puebla, numero de libro 2, numero de hoja 132, numero
de registro 813, con vigencia inicio 12 de marzo, termino 17 de diciembre de 2021,
y del mismo modo siendo presentado y aprobado por el comité de bioética del
Hospital Universitario de Puebla con No de registro CEIHUP 2020/003 (ver anexo
4).

6.3 Marco muestral

6.3.1 Universo de trabajo

Biopsias de pacientes del departamento de anatomia patolégica del archivo
de patologia del Hospital General del Sur de Puebla que cuenten con diagnostico
inmunohistoquimico de subtipo molecular de cancer de mama ductal procesadas

durante el afio 2018.

6.3.2. Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico por conveniencia.
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6.3.3.Poblacién de estudio
Se estudiaran las muestras de biopsias de pacientes del servicio de anatomia
patologica del Hospital General del Sur de Puebla, que cuenten con diagndstico
histopatolégico de subtipo molecular, estadio al diagnéstico, ausencia de

tratamiento médico previo a la toma de biopsia, expediente de patologia completo.

6.3.4 Tamahno de la muestra

Conveniente al investigador, para término del trabajo en el periodo de tiempo
establecido del 1 de agosto del 2019 al 31 de julio del 2021 (considerando toda la
poblacién de biopsias procesadas para el afio 2018 en el servicio de patologia del
hospital general del sur con una n de 126 pacientes; con un margen de error del
10% vy un nivel de confianza de 99%, por célculo de ecuacién estadistica para
proporciones poblacionales se obtiene un tamafio de muestra de 72 biopsias, sin
embargo, se procesaron el 100% de las biopsias que cumplieron con los criterios

de seleccién n=84).

6.4 Criterios de seleccion

6.4.1. Criterios de inclusion

Muestras de pacientes de ambos sexos.
Una edad entre 18 y 90 afos

Que cuenten con diagnostico histopatolégico de subtipo molecular de cancer de

mama ductal, expedienté de patologia completo, estadio al diagndstico.

Sin terapia médica a la toma de la biopsia, y que la biopsia en parafina esté

disponible para su procesamiento inmunohistoquimico.

6.4.2. Criterios de exclusion

Muestras de pacientes con expediente incompleto, que no cuenten con los datos de

edad, sexo, subtipo histologico, grado histolégico y Ki67.

Biopsias de pacientes que tengan el antecedente de haber recibido tratamiento

médico (quimioterapia, radioterapia).
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Biopsias de pacientes que tengan antecedente de recurrencia por otro tipo de

cancer (metastasis).

6.4.3. Criterios de eliminacion

Que la muestra biopsias no se encuentre disponible para ser procesada.

Por pérdida del tejido durante el procesamiento.

6.5 Definicion de las variables y escala de medicion

6.5.1 Variables del estudio

Se consideran como variables: La expresion de receptores estrogénicos alfa
y beta en biopsias de pacientes con cancer de mama ductal (ver anexo 5).

6.5.2 Variables demograficas
Se consideran como variables poblacionales: edad, sexo, subtipo histolégico

de cancer de mama, Ki67 y grado histoldgico (ver anexo 6).

6.6 Técnicay procedimiento

6.6.1 Estrategia de trabajo

Se identificaron en los libros del archivo de patologia del Hospital General del

Sur del afio 2018, los pacientes enviados para diagnostico de cancer de mama.

Una vez localizados los identificadores de pacientes, se recabaron datos del
archivo de patologia, asi como los bloques de parafina de los pacientes, para ser
procesados mediante técnica de inmunohistoquimica por peroxidasa para
receptores alfa y beta con su posterior observacién en microscopio éptico.

Las muestras de pacientes cumplieron con los criterios de inclusion,
exclusion y eliminacion. Al ser un estudio observacional sobre muestras de biopsias
del archivo de patologia, no se requiri6 consentimiento informado a los pacientes,
sin embargo, se integro a su evaluacion por el comité de bioética e investigacion del
Posgrado de la Maestria en Ciencias Médicas e Investigacion de la BUAP y Hospital
Universitario de Puebla. Las muestras obtenidas se utilizaron exclusivamente para

los fines establecidos (ver anexo 7).
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Para el procesamiento de muestras se obtuvo un corte histologico en
laminillas de 4 micras para determinar la expresion de receptores hormonales alfa
y beta mediante su desparafinacion, hidratacion, activacion del tejido para
reactivacion de epitopos, aplicacion de anticuerpos y observacion mediante

microscopia.

Se disefio una tabla en Excel para la recoleccion de datos, dicha tabla
contiene: ldentificador Unico, nombre del paciente, edad del paciente, sexo, subtipo
molecular inmunohistoquimico (receptor estrogénico alfa, receptor de progesterona
y HER-2), Ki67, grado histolégico y receptor estrogénico beta. Se analizaron los
resultados mediante estadistica descriptiva para variables cualitativas y

cuantitativas.

6.6.2. Técnica de inmunohistoquimica

Se aplica la técnica de inmunohistoquimica por peroxidasa para la
determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta, la Unica diferencia entre la
determinacion de receptores es el uso de anticuerpo primario especifico (para
receptor alfa y para receptor beta):

1) Corte: Las biopsias se cortaron en el micrétomo en secciones de 4 micras
y se montaron en los portaobjetos con poli-L-lisina (P 8920 POLY-L-LYSINE
SOLUTION, SIGMA-ALDRICH, USA), se procesaron simultaneamente tanto los

casos problema como los controles positivos.

2) Desparafinar las muestras: Lo principal para la tincion es que las laminillas
deben ser desparafinadas para remover el medio de embebido y poder ser
rehidratadas. Es necesario eliminar los restos de parafina porque puede dar un falso

positivo. Las laminillas con las muestras se metieron en un horno a 60°C 60 minutos.

3) Rehidratacion de las muestras: Las muestras se rehidrataron en
soluciones decrecientes de alcohol etilico y finalmente en buffer fosfato salino (PBS
0.15 M pH 7.3). Después de desparafinar se metieron inmediatamente en un bafio
de xilol durante 5 (1) minutos. Se cambi6 de bafio y se repitic nuevamente. Este
paso es importante para que el tejido se adhiera mejor a la laminilla; Xilol | 100% 5

minutos, Xilol Il 100% 5 minutos. Se elimind el exceso de xilol y las laminillas se
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sumergieron en etanol absoluto por 5 (+1) minutos. Se cambio de bafio y se repitio

nuevamente este paso: Etanol | 100% por 5 minutos y Etanol Il 100% 5 minutos.

Se elimind el exceso del etanol absoluto y las laminillas se sumergieron en
etanol al 96% por 5 (£1) minutos, Se cambio de bafio y se repitid nuevamente este
paso, pero ahora con etanol al 80% por 5 (x1) minutos y con etanol al 70% por 5
(1) minutos y finalmente con PBS 0.15 M pH 7.3 (Buffer) 5 minutos. Etanol 96% 5
minutos, Etanol 80% 5 minutos, Etanol 70% 5 minutos y PBS 1X 5 minutos. Las

soluciones de xilol y alcoholes se cambiaron después de cada 40 laminillas.
4) Tincion Inmunohistoquimica:

Paso 1. Recuperacion antigénica: Este paso fue importante para romper los
puentes de hidrogeno que se formaron con el formol y la parafina y asi exponer los
epitopos que fueron enmascarados durante la fijacion del tejido. Se llen6 un vaso
de coplin con la cantidad suficiente de la solucion recuperador antigénico (Taget
Retrieval solution, pH9 ready-to-use, DakoCytomation DenmarkA/S, Dinamarca)
para cubrir las laminillas con las secciones de tejido, se tapoé el coplin y se coloco
en bafio maria en una olla de presién, se llevé a una temperatura de 95-99 ° C
(sin hervir) una vez que se llega a esta temperatura incubé durante 40 (+1) minutos.
Transcurrido este tiempo se retiré el coplin con las laminillas y el recuperador
antigénico del bafio maria y se dejé enfriar durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se decanté la solucion de recuperador antigénico y las laminillas se

lavaron con PBS 0.15 M pH 7.3 tres veces por 5 minutos cada lavado.

Paso 2. Anticuerpo primario: Para el anticuerpo primario se utilizé un panel
con anticuerpos monoclonales especificos contra cada receptor (receptor
estrogénico alfa Dako thermoscientific y receptor beta 68-4 Sigma-Aldrich de modo
independiente) en una dilucion 1:50 en los PBS-BSA al 1%. Se eliminé el exceso de
buffer secando alrededor del tejido con un papel cuidando de no tocarlo y de que no
quede seco, se coloco 40ul de la dilucidon del anticuerpo monoclonal a cubrir el
tejido. Las secciones se incubaron con el anticuerpo monoclonal especifico toda la

noche en cAmara humeda a 4° C. Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS 0.15

30



Gutiérrez Becerra R, 2021, Determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta
en cancer de mama ductal.

M pH 7.3 por 5 minutos cada lavado. Como control positivo para receptor
estrogénico beta se uso un tejido histologico de carcinoma de mama ductal como lo

indica y proporciona el fabricante.

Paso 3. Revelado de la reaccion: Para el revelado de la reaccion antigeno
anticuerpo se utilizé un anticuerpo secundario IgG policlonal de cabra acoplado a
anti-lgG de ratén para peroxidasa diluida 1:1000, por 1 hora en camara humeda, las
laminillas se lavaron y contratifieron con azul de Evansanti-IgG de raton en una
dilucion de 1:100. Se eliminé el exceso de buffer secando alrededor del tejido con
un papel cuidando de no tocarlo y de que no quedara seco, se agregaron 40ul de la
dilucion del anticuerpo secundario a cubrir el tejido. Las secciones se incubaron
durante 60 minutos a temperatura ambiente en camara hiumeda, se lavaron 3 veces
en PBS 0.15 M pH 7.3 por 5 minutos cada lavado.

Paso 4. Solucion Sustrato-Cromogeno (DAB): La diaminobencidina DAB se
preparé de la siguiente manera: Se agregaron 2.5 mg de DAB en 5 ml de Tris-HCL
a 0.2 M pH 7.4, se activé la solucién con una gota de agua oxigenada (Omnichen
sac, México). Se limpiaron las laminillas como los pasos anteriores y se cubrieron
los cortes con DAB activada, y se incubaron en camara hiumeda por 15 minutos a
temperatura ambiente, se lavaron 3 veces en con agua corriente por 5 minutos cada

lavado.

Paso 5. Contratincion: Se sumergieron las laminillas en un bafio de
hematoxilina por 30 segundos y posteriormente se lavaron con agua corriente, hasta

asegurarse que todos los residuos de hematoxilina se eliminaron.

Paso 6. Deshidratar y aclarar las laminillas: Se sumergieron en etanol al
70% por 5 (£1) minutos, se cambi6 de bafio y se repiti6 nuevamente este paso, pero
ahora con etanol al 80%, luego con etanol al 96%, con etanol al 100%, nuevamente
con etanol al 100%, para aclararse las laminillas, se sumergieron en xilol durante 5
(1) minutos, se cambio de bafio y se repite nuevamente este paso. Etanol 70% 5
minutos, Etanol 80% 5 minutos, Etanol 96% 5 minutos, Etanol | 100% 5 minutos,
Etanol Il 100% 5 minutos, Xilol | 100% 5 minutos, Xilol [ 100% 5 minutos.
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5) Montaje: Se elimind el exceso de xilol secando alrededor del tejido con un
papel cuidando de no tocarlo, se le puso una gota de resina (Entellan®, Merk,

Alemania), finalmente se le coloc6 el cubreobjetos.

6) Observacion: Las laminillas se observaron en un microscopio de luz para

determinar la presencia de receptores estrogénicos.
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6.7 Analisis estadistico

Se aplico estadistica descriptiva para variables cualitativas y cuantitativas, se
calculo la tendencia central y de dispersion de los mismos, se realizaron tablas
cruzadas para analizar la incidencia de subtipos moleculares, grado histolégico y
Ki67.

Para la determinacion del receptor estrogénico alfa y beta, asi como su
asociacion con las variables de estudio codificadas como variables nominales
dicotomicas, se realizd la prueba de asociacion de Xi cuadrada, estableciendo un

nivel de significancia p< 0.05.

De los resultados, se describié la incidencia de los diferentes subgrupos
moleculares, la presencia o ausencia de receptores estrogénicos alfa y beta, la edad
de las pacientes, el sexo, la presencia o ausencia de Ki67 y el grado histologico.
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7. Resultados

7.1 Procesamiento de biopsias.

En el periodo enero 2018 a diciembre 2018 se identificaron un total de 163
muestras enviadas para diagnéstico histopatolégico de cancer de mama en el
archivo de patologia del Hospital General Zona Sur de Puebla.

De estas 163 biopsias, 139 son positivas a cancer de mama con; 126 biopsias
con cancer de mama ductal, 10 biopsias con cancer de mama lobulillar y 3 para
otros tumores de mama como lo son los tumores filoides (2 casos) y carcinoma
mixto (1 caso). El resto de biopsias obtienen un resultado negativo a cancer de
mama y son diagnosticadas como fibromas (ver figura 6).
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Figura 6. Biopsias de pacientes enviadas para diagnostico de cancer de mama,
archivo de patologia 2018 Hospital General del Sur. Se muestran los diferentes
tipos histologicos de cancer reportando el nUmero de casos y su equivalente
porcentual, n=163.

Para el afio 2018, en el estado de Puebla se diagnosticaron 283 muestras de
cancer de mama ductal, por lo que 139 muestras es equivalente al 49.11% de las

muestras procesadas para el estado.

Respecto a la incidencia de tipo histolégico reportada se encontré el 77.3% de
los tumores diagnosticados corresponden a cancer de mama ductal (incidencia
internacional 70-80%), 10 % para cancer de mama lobulillar (incidencia
internacional 5-10%) y 1.8 % para otros tumores (incidencia internacional 1%).
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De las 126 biopsias de pacientes diagnosticadas con cancer de mama ductal
de interés para el estudio, de acuerdo a los criterios de seleccion, inclusion y
eliminacién (ver figura 7). 84 pacientes cumplen con los criterios de inclusion
representando un 66.6%, y 42 pacientes han sido excluidas representando el
33.3%.
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Biopsias de pacientes consideradas para el Pacientes excluidas del estudio
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Figura 7. Biopsias de pacientes con cancer de mama ductal en el afio 2018, archivo de
patologia del Hospital General del Sur. Se muestran pacientes incluidas y excluidas del
estudio conforme los criterios de seleccidn, inclusion y exclusién establecidos en el
estudio, n=126.

El motivo principal por el que estas pacientes fueron eliminadas, es que pese a
estar registradas en la libreta general del archivo de patologia 2018, los reportes de
expedientes de patologia o los blogues de parafina no se encontraron disponibles
para su estudio (posiblemente los pacientes decidieron atenderse por otra

institucion solicitando su reporte y/o bloque).

7.2 Determinacion de la expresion receptores y subtipo molecular

De las 84 muestras procesadas por técnica de inmunohistoquimica por
peroxidasa y hematoxilina-eosina (tejido control), se muestra a continuacion las
imagenes mas representativas para la determinacion del receptor estrogénico alfa,

receptor estrogénico beta, receptor de progesterona, HER-2 y Ki67 ver figuras 8-14.
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Figura 8.

Figura 8. Control de biopsia de paciente 1224, con diagndstico cancer de mama
ductal HER2+, tincion con hematoxilina-eosina. Observada en microscopio 6ptico
Zeiss 100X. Se puede observar la atipia celular ductal (perdida relacién nucleo
citoplasma) e hipertrofia ductal con 2 y hasta 4 hileras celulares ductales marcadas

con flechas.
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Figura 9.

Figura 9. Biopsia de paciente 1224- Diagnéstico cadncer de mama ductal HER2+:
Tincién con inmunoperoxidasa para determinacion de HER2+. Observada en
microscopio oOptico Zeiss 100X. Al ser el receptor de factor de crecimiento
epidérmico tipo 2 un receptor de membrana podemos observar como la membrana
celular del tejido ductal (DUC) se tifie de un color café, marcado con flechas en la

imagen.
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Figura 10.

Figura 10. Biopsia de paciente 1224- Diagnostico cancer de mama ductal HER2+,
tincion con inmunoperoxidasa para determinacion de Ki67+. Observada en
microscopio optico Zeiss aumento 100x. El Ki67 es un marcador de proliferacion
celular presente en la membrana nuclear en todo el ciclo celular, a excepcion de
celulas en estado quiecente (G0), observamos en color café la determinacién

nuclear de este marcador, sefialado con flechas.
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Figura 11.

Figura 11. Biopsia de paciente 1227- Diagnostico cancer de mama ductal Luminal
B, tincidon con inmunoperoxidasa para determinacién de receptor de progesterona.
Observada en microscopio optico Zeiss aumento 100x.El receptor de progesterona
(RP) al igual que el estrogénico alfa es un receptor nuclear que por técnica de
inmunoperoxidasa marca el contorno nuclear de color café, sefialado con flechas

en la imagen.
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Figura 12.

Figura 12. Biopsia de paciente 1227- Diagnéstico cancer de mama ductal Luminal
B: Tincién con inmunoperoxidasa para determinacién de receptor estrogénico alfa.
Observada en microscopio optico Zeiss aumento 100x. El receptor estrogénico alfa
es un receptor de membrana nuclear que por técnica de inmunoperoxidasa marca

el contorno nuclear de color café, sefialado con flechas en la imagen.
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Figura 13.

Figura 13. Biopsia de paciente 4934- Diagndéstico cancer de mama ductal Luminal
A: Tincién con inmunoperoxidasa para determinacion de receptor estrogénico beta.
Observada en microscopio 6ptico Zeiss aumento 100x. El receptor estrogénico beta
es un receptor de membrana nuclear, aunque también se le ha encontrado a nivel
citoplasmatico, por técnica de inmunoperoxidasa marca nucleo y membrana nuclear
con una tonalidad café oscura y café claro a nivel citoplasmatico, sefialado con

flechas en la imagen.
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Figura 14.

Figura 14. Biopsia de paciente 5743- Diagndéstico cancer de mama ductal Luminal
B, Tincion con inmunoperoxidasa para determinacién de receptor estrogénico beta.
Observada en microscopio 6ptico Zeiss aumento 100x. El receptor estrogénico beta
es un receptor de membrana nuclear, aunque en esta muestra, solo se le observa

la tincion color café a nivel citoplasmatico, sefialado con flechas en la imagen.
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7.3 Sexo

De las biopsias analizadas en el archivo de patologia para el afio 2018, se
obtuvieron 84 casos de pacientes femeninos y un paciente masculino positivo para
cancer de mama ductal, no se incluy6é en las biopsias procesadas por no existir

bloque disponible para su procesamiento.

7.4 Edad

Respecto a la edad diagnéstica de las 84 pacientes analizadas se obtuvo
una media de 51.98, con una desviacion estandar de 12.09, una minima de 24

afios y un maximo de 81 afos.

7.5 Subtipos moleculares y receptor estrogénico alfa

De acuerdo a la determinacion inmunohistoquimica del receptor estrogénico
alfa postivio se obtuvo que el subtipo luminal A y Luminal B representan el 100% de
los casos positivos obtenidos. Para el caso de receptor estorgénico alfa negativo se
obtienen resultados solo para el caso del subtipo HER-2 y triple negativo. (ver figura
15).
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Figura 15. Subtipos moleculares y receptor estrogénico alfa. Se muestra la presencia y
ausencia receptor estrogénico alfa con base a la clasificacion de subtipos moleculares; el
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receptor estrogénico alfa, receptor de progesterona, HER-2 y ki67, son la base de esta
clasificacién, como era de esperarse los subtipos luminales A y B presentan al receptor
estrogénico alfa positivo y HER-2 y Triple Negativo lo presentan negativo, n=84.

Al considerar la prueba Chi-cuadrado de Pearson considerando la variable
subtipo molecular y receptor estrogénico alfa se obtiene un valor estadisticamente

significativo con p=<0.05.

7.6 Subtipos moleculares y receptor estrogénico beta

De acuerdo a la determinacion inmunohistoquimica del receptor estrogénico
beta positivo se obtuvo un patrén heterogéneo entre todos los subtipos, resaltando
casos positivos; luminal A con 23.81%, luminal B con 22.62%, HER-2 con 15.48 %
y triple negativo con 7.14% (ver figura 16).
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Figura 16. Subtipos moleculares y receptor estrogénico beta. Se muestra la presencia y
ausencia del receptor estrogénico beta con base a la clasificacién de subtipos
moleculares, se observa una distribucion heterogénea del receptor estrogénico beta
reportando nimero de caso y reporte porcentual, n=84.
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Al considerar la prueba Chi-cuadrado de Pearson considerando la variable
subtipo molecular y receptor estrogénico beta no se obtiene un valor

estadisticamente significativo con p=0.482.

7.7 Subtipos moleculares y marcador de proliferacion celular Ki67

Con respecto al marcador de proliferacion celular Ki67 con un punto de corte
del 14% y subtipo molecular identificado, encontramos en el subtipo luminal A solo
el 4.76% de los casos obtuvo un resultado positivo (27.38 % negativo), diferente de
los demés subtipos donde se observa mayor porcentaje de positividad para el
marcador de proliferacion celular ki67. (ver figura 17).
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Figura 17. Subtipos moleculares y ki67. De acuerdo a la clasificacion de subtipos
moleculares se muestra la presencia o ausencia marcador de proliferacion celular ki67, se
observa una tendencia del marcador Ki67 positivo en los subtipos; luminal B, HER-2 y
Triple negativo, se muestra el nUmero de casos y su equivalente porcentual, n=84.

Al considerar la prueba Chi-cuadrado de Pearson considerando la variable
subtipo molecular y Ki67 se obtiene un valor estadisticamente significativo con
p=<0.05.
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7.8 Subtipos moleculares y grado histoldgico.

Respecto al subtipo molecular y el grado histolégico considerando el grado |
como bien diferenciado, grado Il como moderadamente diferenciado y grado Il
como pobremente diferenciado, encontramos un distribucién heterogénea en todos
los subtipos destacando la presencia de moderadamente diferenciado en caso de
los subtipo Luminal A y Luminal B (26.2%), y en el caso de los subtipos HER-2 y
Triple negativo se observa mayor incidencia de grado pobremente diferenciado
(16.6%) (ver figura 18).
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Figura 18. Subtipos moleculares y grado de diferenciacion celular, se observa un patron
heterogéneo de presentacion en todos los subtipos, con leve tendencia a grado
pobremente diferenciado en los subtipos HER- y triple negativo, se muestra nimero de
casos y equivalente porcentual, n=84.

Al considerar la prueba Chi-cuadrado de Pearson considerando la variable
subtipo molecular y grado de diferenciacién no se obtiene un valor estadisticamente
significativo con p= 0.869.
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7.9 Grado histolégico y marcador de proliferacion celular Ki67

El grado histolégico con respecto a la presencia del marcador de proliferaciéon
celular Ki67 se puede observar un patron heterogéneo con mayor incidencia del
marcador Ki67 positivo en el grado moderado/pobremente diferenciado. En general
se observa una incidencia de ki67 positivo con un 60.71% de los casos. (ver figura
19).
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Figura 19. Grado de diferenciacion celular y Ki67. Se muestran los 3 grados de
diferenciacion y la presencia o ausencia del marcador ki67, se observa un patrén
heterogéneo con leve tendencia en los grados Il y Il a presentar ki67 positivo, se muestra
namero de casos y equivalente porcentual, n=84.

Al considerar la prueba Chi-cuadrado de Pearson considerando la variable
grado histolégico y Ki67 no se obtiene un valor estadisticamente significativo con
p=0.613.
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8. Discusioén

El cancer de mama es una enfermedad frecuente a nivel nacional y en Estado
de Puebla, reportandose una incidencia estatal de acuerdo al boletin epidemiolégico
2018 de 283 casos. De los cuales 139 biopsias fueron procesadas en el archivo de
patologia del hospital general del sur, representando un 49.11% de los casos
reportados en ese afio para el estado. El archivo de anatomia patologia recaba las
muestras del sector salubridad de los Hospitales: Hospital General Zona Norte,
Hospital de la Mujer, Clinica oncoldgica de Mama y propios del Hospital General
Zona Sur, lo que explica el alto porcentaje de casos atendidos respecto al reporte
anual (figura 6) (20).

La alta incidencia anual de este padecimiento le coloca a nivel nacional como
la primera causa de cancer en ambos sexos con un 15.3% de los casos, primera
causa de cancer en sexo femenino con 28.2% de los casos, convirtiéendose en un
problema de salud para todas las entidades de la republica, reportdndose una
mortalidad nacional del 8.8% (19). Para el caso del estado de Puebla el dltimo
reporte del boletin epidemiolégico 2020 le coloca en una mortalidad de 13.6 a 18
muertes por cada 100 mil mujeres de 20 afios 0 mas, con una incidencia anual a la
alza mantenida desde el afio 2017, la cual se mantiene en el afio 2018 en el que se

realiz6 el estudio(74).

La importancia de la determinacién histopatoldgica que es considerada como
estandar de oro diagndéstico, es que permite conocer el tipo y subtipo molecular de
cancer de mama, lo que brinda las pautas de abordaje terapéutico y prondstico para
cada paciente (75). A nivel internacional es sabido que el mayor porcentaje de los
tipos histologicos de cancer de mama corresponden a el tipo ductal con un 50-80%
de los casos, subtipos lobulillares con un 20-30% de los casos, y casos especiales
solo de 1 a 5% (carcinoma; medular, metaplasico, apocrino, cribiforme, mixto, etc.)
(76). La incidencia de tipos histolégicos encontrada es similar a los resultados que

obtuvimos en esta investigacion (figura 6).
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La fisiologia de la glandula mamaria normal responde a estimulos
estrogénicos, preparando en las diferentes etapas del periodo menstrual a los
ductos y lobulillos para proliferacion, los lobulillos se ven regulados por estimulos
de prolactina y oxitocina en la lactogénesis (efecto que se considera protector), una
posible explicacion de la predominancia del cancer de tipo ductal puede relacionarse
a una mejor respuesta para salir del estado quiescente y una menor regulacion
intrinseca: se ha demostrado un alta expresion estrogénica en subtipos lobulillares
con una mejor regulacion inmunoldgica, en la cual vias de sefializacién celular

proliferativas como mTOR se encuentran con menor expresion (77).

El presente estudio considero cancer de mama ductal con una incidencia del
77.3% de los casos, lo que permitid obtener una muestra suficiente para realizar la
determinacién de los receptores estrogénicos alfa y beta, el tipo de muestreo fue no
probabilistico y por conveniencia, pero con un margen de error del 10% y un nivel
de confianza de 99%, por calculo de ecuacion estadistica para proporciones
poblacionales se obtiene un tamafio de muestra de 72 biopsias, pese a esto, se
procesaron las 84 biopsias disponibles con la finalidad de tener un mejor

entendimiento del perfil histopatolégico (figura 7).

La determinacion clasica realizada por histopatologia y recomendada por el
Consenso Nacional e Internacional de cancer de mama considera la determinacion
de receptor estrogénico alfa, receptor de progesterona, HER-2 y Ki67,
determinaciones realizadas mediante técnica de inmunohistoquimica por
peroxidasa, en la cual se puede observar una tincion color café claro/obscuro ante
la localizacién del receptor buscado. Para el caso de los receptores; estrogénico
alfa, progesterona y Ki67, su localizacion es nuclear y para HER-2 es en la
membrana citoplasmatica, elemento que se puede corroborar en las figuras 9-
12(37,75).

El receptor de membrana citoplasméatica HER-2 (receptor de factor de
crecimiento epidérmico tipo 2) es considerado un receptor de mal prondstico con
actividad tirosina cinasa que media efectos proliferativos en el tejido cancerigeno,

este subtipo era considerado el de peor pronostico, pero con el desarrollo del
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anticuerpo monoclonal especifico trastuzumab pasa a ser el tercer subtipo de mal

pronéstico (figura 9) (78).

Para el caso del receptor ki67, marcador de proliferacion celular con
localizacion nuclear, su presencia en la determinacion por peroxidasa se ha
considerado como de mal prondstico, asociada con tumores de gran tamafo y
presencia de metastasis, este marcador suele encontrarse presente a nivel de
membrana nuclear en todas las fases del ciclo celular a menos que la célula se

encuentre en estado de quiescencia (figura 10) (45).

Los receptores estrogénico alfa y de progesterona son receptores de tipo
nuclear que responden a estimulos hormonales mediando efectos proliferativos en
la célula donde se expresan, la via de accion de estos receptores suele activar
efectos de tipo gendmico, su localizacién a nivel nuclear en los subtipos moleculares
luminales se considera de buen prondstico ya que estos subtipos responden bien al

tratamiento antihormonal en la mayoria de los casos (figura 11-12) (79).

La determinacion del receptor estrogénico beta solo se considera con fines
de investigacion, su localizacion a nivel nuclear es similar al receptor estrogénico
alfa lo sugiere efectos de tipo genémico, sin embargo, también se ha encontrado a
nivel citoplasmatico, lo que le relaciona con efectos de tipo no gendémico, pese a
gue existen 5 isoformas conocidas de este receptor, en esta investigacion se realiza
la determinacion de la isoforma 1 con localizacion nuclear y citoplasmatica (figura
13y 14) (48,64,65,80).

En la determinacion del sexo para las 84 biopsias analizadas se obtuvo un
100% de los casos sexo femenino, sin embargo, en la revisioén del expediente del
afo 2018 se encontré un masculino 54 afios, subtipo HER-2, grado moderadamente
diferenciado, ki67 positivo, (no se incluyd en el estudio por falta de bloque con

biopsia para procesamiento).

De acuerdo al funcionamiento fisiologico normal de la glandula mamaria, esta
es considerada un 6rgano hormono-dependiente, respondiendo a los estimulos

estrogénicos y de progesterona que determinan su hipertrofia e hiperplasia para el
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proceso de lactacion materna. Es de esperarse debido a la baja expresion de
estrogeno y progesterona en el hombre que los casos de cancer de mama sean
esporadicos, a nivel mundial se estima que el cancer de mama solo representa el

1% de las neoplasias en varones (23).

Existen mdultiples teorias sobre la carcinogénesis mamaria, en el caso de los
varones, un patrén de herencia dominante ligada a BRCA-1 y 2, exposicion a
carcindgenos exodgenos, antecedentes familiares oncoldgicos, inmunosenescencia,
y en este caso mutaciones en el receptor HER-2 pudieron ser la causa de su

presentacion(5).

Respecto a la edad de presentacion el instituto nacional de cancer estima
que la media de diagnéstico de las pacientes es de 61 a afios de edad, por su parte
el Consenso Mexicano sobre cancer reporta una media de 52.5 afios, al compararlo
con los resultados obtenidos (51.9 afios) se obtuvo una media similar a la nacional,
pero encontrandonos alrededor de una década por debajo de la media la poblacién

europea y norteamericana (75,81).

Una edad de presentacion temprana nos indica que nuestra poblacion tiene
una mayor exposicion a factores intrinsecos y extrinsecos por ejemplo: procesos de
industrializacion, manejo de desechos residuales en aguas fluviales, uso de
anticonceptivos prolongado, exposicion estrogénica en los alimentos, exposicion a
cancerigenos ambientales, y carga genética alterada (75,82). La edad de
presentacion temprana es considerada como un factor de riesgo y mal pronéstico,
efecto notado en pacientes menores de 35 afios, que expresan tumores de mayor

tamafo, con subtipos agresivos como el caso del subtipo triple negativo (83).

La determinacion del receptor estrogénico alfa es considerada como parte
del perfil de subtipos moleculares clasicos de cancer de mama ductal, por consenso
el receptor estrogénico alfa se expresa en los subtipos luminal A (RE+, RP+y HER2-
) y luminal B (RE+, RP+ y HER+), encontrandose ausente en los subtipos HER2
(RE-,RP- y HER+) y triple negativo (RE-,RP- y HER-2) lo que podemos corroborar
en la figura 15 (75).
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La prueba estadistica de Chi-cuadrado de Pearson con un valor p=<0.05
corrobora la diferencia significativa de la expresion del receptor estrogénico alfa en

los subtipos luminales y ausente en HER-2 y triple negativo.

La incidencia de los subtipos moleculares a nivel nacional es del 60% para
subtipos luminales, 20.4% para HER-2 y 23.1% para triple negativo, los resultados
obtenidos indican un 64.2% subtipos luminales, 21.42% HER-2 y 14% triple
negativo, a excepcion del subtipo triple negativo los resultados obtenidos son
similares a los esperados, aunque si se considera la incidencia internacional del
15% para triple negativo el resultado encontrado se ajusta a la prevalencia
internacional (40,48,75).

La importancia de la determinacién de subtipos moleculares versa las
posibilidades de abordaje terapéutico: Para el caso de subtipos luminales
tratamiento anti-hormonal, para el caso de HER-2 tratamiento con anticuerpos
monoclonales (trastuzumab) y para triple negativo quimioterapia (75). Para la
sobrevida estimada en 4 afos se reporta luminal A 92.5%, Luminal B 90.3%, HER-
2 82.7% vy triple negativo 77.0% (84).

La determinacion del receptor estrogénico beta con base a los subtipos
moleculares aun se realiza con fines de investigacion sin llegarse a un consenso
sobre sus efectos especificos, la presencia de un receptor intracelular con
reconocimiento estrogénico que pueda convertirse en una diana terapéutica cobra
importancia en los subtipos moleculares HER-2 vy triple negativo donde las opciones

terapéuticas y prondsticas son desfavorables (figura 16) (10,56,62).

La determinacién de la expresion del receptor estrogénico beta 1 en el
subtipo triple negativo, se ha relacionado a una mejor sobrevida en 5 afios, la
inhibicion de este receptor mediante agonistas (liquiritegein y ERB-041) ha

mostrado un decremento del efecto proliferativo en estudios en linea celular (67).

Para el caso de los subtipos luminales la determinacion del receptor
estrogénico beta guarda relacion con el efecto al tratamiento anti-estrogénico,

estudios al respecto han demostrado que la expresidn simultanea del receptora alfa
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y beta aumenta la sensibilidad a tamoxifeno (63). En este contexto el receptor beta
puede convertirse en una diana importante considerando que solo el 70% de los

subtipos luminales responden a tratamiento con tamoxifeno (56).

En la figura 16 se puede observar un perfil de expresion del receptor
estrogénico beta heterogéneo entre los subtipos moleculares, sin encontrar un valor
estadistico significativo de la prueba chi-cuadrado p=0.482, sin embargo se
encuentra expresado en todos los subtipos con una tendencia de expresiéon mayor

en los subtipos luminales.

La expresion simultdnea del receptor estrogénico alfa y beta ha sido
estudiada sugiriéndose que el receptor estrogénico beta mediante su inhibicién

selectiva (agonista DNP) tiene un efecto anti-proliferativo (56).

Si se considera la expresion del receptor estrogénico beta en todos los
subtipos moleculares (69.09% positivos), el grado histologico y ki67, se puede
observar un perfil heterogéneo con tendencia a la proliferacion celular (ki67 60.6%)

con moderada (35.7%) pobre diferenciacion celular (36.9%).

Si bien no existe un consenso sobre el efecto proliferativo o anti-proliferativo
que juega el receptor estrogénico beta en cancer de mama o incluso en otros tipos
de céncer, considerando la homologia del receptor alfa y beta, se propone que el
receptor estrogénico beta puede mediar efectos gendmicos y no genémicos que
tienen efectos en la proliferacion celular y que mediante su inhibicidon con agonistas
selectivos puedan inhibir dicho efecto proliferativo, considerAndose como una
posible diana terapéutica en todos los subtipos moleculares de cancer de mama
(48,63,89,64,65,67,80,85-88).

Como se puede observar en las determinaciones del receptor estrogénico
beta, su localizacion celular es heterogénea expresandose tanto a nivel de
membrana nuclear como a nivel citoplasmatico, lo que puede guardar relacion
ademas del efecto gendmico y no gendmico que puede desempefiar, con el estatus

proliferativo celular tanto de la muestra en general como de la célula observada (65).

54



Gutiérrez Becerra R, 2021, Determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta
en cancer de mama ductal.

Si bien no existe un punto de corte respecto a la expresion del receptor
estrogeénico beta, debido a que aun se encuentra en investigacion, si consideramos
a su homologo el receptor estrogénico alfa, la localizacion en membrana nuclear
mayor al 10% de receptores estrogénicos alfa e incluso receptores de progesterona
es considerada como positiva y por lo tanto candidata a tratamiento anti-hormonal,

considerando en este contexto los sistemas de clasificacion de H-score y Allred (15).

Al considerar al receptor estrogénico beta como un mediador de la respuesta
hormonal que determine los efectos en el control de la proliferacion celular, la
expresion de su localizacion puede guardar relacion con la etapa del ciclo celular
quiescente o proliferativa lo que explicaria porque en algunas células expresan a

nivel de membrana nuclear y otras a nivel citoplasmatico (64).

Otro de los factores que podrian determinar la expresion de la localizacion a
nivel citoplasmatico del receptor estrogénico beta (ligada a efectos no genémicos),
podria ser la concentracion de hormonas sexuales dependiente del estatus del ciclo
hormonal femenino en que se tomé la biopsia, el cual no se considerd para este
estudio (90).

Respecto a la determinacion de subtipos moleculares y el marcador de
proliferacion celular ki67, podemos observar en la figura 17 una tendencia de
positividad de ki67 en los subtipos mas agresivos como lo es Luminal B (29.7%),
HER-2 (16.6%) y triple negativo (9.5%), obteniendo un resultado estadisticamente
significativo p=<0.05, para el caso del subtipo Luminal A la positividad fue solo de

4.7% considerandose como un factor de buen pronéstico.

Ki67 es un marcador de proliferacion celular nuclear presente en todas las
fases del ciclo celular a excepcion de GO, su expresion se ha correlacionado como
un factor de riesgo independiente relacionado a: tumores pobremente diferenciados,
gran tamafo tumoral, presencia de metastasis axilares y con baja respuesta a
quimioterapia (2,45). Si consideramos la expresion positiva de Ki67 en todas las
muestras con un 60.5% de los casos, existe una tendencia a la proliferacion celular

en la muestra estudiada.
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En la figura 18 se analizan los subtipos moleculares y el grado histolégico,
pese a existir un perfil heterogéneo sin un resultado estadisticamente significativo
entre grupos, se puede observar que en los subtipos HER-2 y triple negativo existe
una tendencia de presentacién mayor en el grado pobremente diferenciado (9.5% y
7.1% respectivamente), lo que concuerda con la agresividad de dichos subtipos
(52).

El grado histologico es considerado como un factor prondéstico importante ya
gue nos habla del grado de pleomorfismo celular del tumor: la clasificacion de Scarff-
Bloom-Richardson para grado histoldgico considera; indice mitético, variabilidad en
el tamafio celular, la forma y tamafio del nicleo en comparacion con tejido sano y
el grado de diferenciacién glandular, entre mayor puntaje se obtiene, el grado de
diferenciacion es menor, existiendo 3 grados (I bien diferenciado, Il moderadamente

diferenciado y Il pobremente diferenciado) (33,44,75).

La importancia prondstica del grado de diferenciacion con respecto a la
sobrevida en 5 afos corresponde para el grado | 86%, grado 1l 70%, grado Il 57%,
con base a los resultados obtenidos respecto a la incidencia anual segun el grado
de diferenciacion obtuvimos: grado | un 27.3%, grado Il 35.7% y grado Ill 36.9%, lo

gue nos refiere un perfil inmunohistoquimico agresivo (91).

Al considerar la determinacion del grado histolégico y el marcador ki67 (figura
19), ambos considerados como factores pronostico, no se encuentra una
significancia estadistica entre grupos de diferenciacion y la expresion de ki67, sin
embargo se observa una tendencia a la expresion positiva de ki67 en los grado 1l 'y
[, lo que refiere que los tumores con mayor grado de pleomorfismo celular tienen

un grado de proliferacion celular mayor (92).
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9. Conclusion

Se expresan receptores estrogénicos alfa y beta en muestras de biopsias de
pacientes con cancer de mama ductal.

La expresion y localizacion de receptores permitid conocer los subtipos
moleculares inmunohistoquimicos registrados, los cuales fueron similares a los
reportados en la bibliografia nacional.

El sexo de las pacientes de donde provenian las biopsias fue femenino en
todos los casos.

La edad media diagnostica fue similar a la reportada nacionalmente, pero
encontrdndose una década por debajo de la media de paises europeos y de américa
del norte.

La expresién del receptor estrogénico alfa es estadisticamente significativa,
con expresion so6lo en los subtipos luminales Ay B.

La expresion del receptor estrogénico beta es heterogénea, sin significancia
estadistica entre subtipos, pero con tendencia a expresion en subtipos luminales A
y B.

La expresion del marcador de proliferacion celular en los subtipos
moleculares de cancer fue estadisticamente significativa, con una tendencia de
expresion en los subtipos mas agresivos: Luminal B, HER-2 y triple negativo.

La determinacion de subtipos moleculares y grado histolégico fue
heterogénea, sin obtener una significancia estadistica, pero se observdé una
tendencia a moderada diferenciacion en subtipos luminales, y pobre diferenciacion
en HER-2 y triple negativo.

La determinacién del grado histoldgico y Ki67 fue heterogénea, sin obtener
una significancia estadistica, pero se observd mayor grado de expresion del
marcador de proliferacion en los grados moderado y pobremente diferenciado.
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Capitulo 3

10. Sesgos y limitaciones

Debido a las condiciones de contingencia sanitaria en la que se desarrolld
la mayor parte de este estudio, existieron varias limitaciones de tipo econémico e
infraestructura que dificultaron la obtencidn de variantes del receptor estrogénico
beta, limitAndose a su procesamiento con el anticuerpo monoclonal Anti-estrogen
receptor B clona 68-4 mediante técnica por peroxidasa.

Debido a que el banco de patologia del hospital general del sur recaba
muestras de diferentes hospitales del sector salubridad del interior y exterior del
estado, solo se tuvo acceso al expediente completo de anatomia patoldgica y no al
expediente clinico del paciente, lo que pudo brindar informacion extra con la cual
ampliar las variables del estudio.

Debido a que algunas pacientes que son diagnosticadas con cancer de
mama prefieren atenderse en el sector privado o son referidas a ciudad de México,
no se lograron incluir a todas las pacientes disponibles en archivo de patologia por
ausencia de bloque para procesamiento.

Si bien se cumplieron los objetivos establecidos en la presente investigacion,
debido a los protocolos de contingencia y seguridad para el acceso a laboratorios
de la facultad de medicina, no se pudo tener acceso a todos los recursos
tecnoldgicos disponibles.

Se establece la determinacion del receptor estrogénico alfa y beta, sin
embargo, aunque aun se encuentran en investigacion existen variantes del receptor
estrogénico beta 1- 5, considerandose la expresion sélo del receptor beta 1.

Debido al tiempo limitado de la maestria para concluir el estudio, solo se
consideraron las muestras procesadas en el afio 2018, sin embargo, el banco de
patologia dispone de un archivo de 5 afios.

Se lamenta el dolido fallecimiento de mi directora de tesis la Dra. Maria Alicia
Diaz y Orea que hubiera aportado con conocimiento y experiencia a la finalizacién
de esta investigacion.

58



Gutiérrez Becerra R, 2021, Determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta
en cancer de mama ductal.

11. Fortalezas

Debido a que el archivo de patologia del hospital general del sur recaba la
mayoria de muestras del sector salubridad del estado se obtuvo una muestra
importante respecto a la poblacion atendida en 2018.

La disposiciéon del equipo de patologia del hospital general del sur, pese a la
carga de trabajo aumentada por condiciones de contingencia, favorecio a que
patologos con mas de 10 afios de experiencia colaboraran con su conocimiento y
habilidades en este estudio.

Una de las ventajas de la técnica de procesamiento por peroxidasa es que
las muestras procesadas pueden ser guardadas y usadas para futuras
investigaciones.

La ventaja de plantear la investigacion con base a la expresion de recetores
alfa y beta en biopsias de pacientes con cancer de mama ductal, es que se pudo
corroborar la determinacién clasica del receptor alfa, que es base de la clasificacion
de subtipos moleculares, y ademas se corrobor6 la expresion del receptor beta no
solo en los subtipos HER-2 y triple negativo, si no en todos los subtipos luminales,
lo que lo convierte en una posible diana terapéutica para cancer de mama ductal.

Al ser la determinacion de subtipos moleculares de cancer de mama ductal
un protocolo de rutina, el apoyo a la obtencion de los anticuerpos monoclonales
clasicos (receptor alfa, receptor de progesterona, HER-2 y KI67) fue gratuita para
este estudio, lo que permitié integrar al estado de la técnica diagnostica al receptor
estrogénico beta.
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12.Perspectivas

Conociendo que la expresion del receptor estrogénico beta es amplia en
todos los subtipos moleculares (que considera al receptor alfa), se abre una brecha
de investigacion interesante en cada subtipo molecular de cancer de mama ductal,
en la cual si se disefian estudios de correlacion donde se considere el estatus del
tamafio tumoral, nodulos linfaticos, presencia de metastasis, sobrevida y el
tratamiento empleado, se tendrd un panorama claro del efecto en la proliferacion
celular de dicho receptor para ser considerado como una diana terapéutica y factor
pronostico.

La determinacion de isoformas del receptor estrogénico beta en cancer de
mama ductal, considerando aspectos clinicos de las pacientes estudiadas es una
linea de investigacion que aun se encuentra en desarrollo y puede gestionar para
realizarla en nuestro contexto.

Al igual que el cancer de mama ductal, el cancer de mama lobulillar tiene alta
expresion de receptores estrogénicos, en la cual la determinacion del receptor
estrogénico beta pueda ser de utilidad para su caracterizacion y abordaje
terapéutico.

Al igual que el tejido mamario, por su fisiologia hormono-dependiente
diferentes tejidos del organismo son susceptibles de la expresién del receptor
estrogénico beta, lo que abre una linea de investigacion que puede ser realizada en
el archivo de patologia del hospital general del sur, considerando no solo lineas
celulares sino muestras de biopsias de pacientes susceptibles a caracterizacion.
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13. Beneficios a la sociedad

El presente trabajo tiene beneficios a corto plazo en el contexto hospitalario
ya que la determinacion inmunohistoquimica se realiza por rutina en el
departamento de patologia, sin integrarse un analisis general del reporte anual de
los casos analizados, lo que contribuye a la vigilancia epidemiologica de cancer de
mama, del cual el Hospital General del Sur, integra el banco de patologia mas
grande del Estado de Puebla para Secretaria de Salud.

El perfil inmunohistoquimico mostrado en nuestra poblacion siguiendo las
recomendaciones del consenso nacional de cancer de mama, ayuda al oncologo
quirurgico y clinico a conocer el panorama local al que se enfrenta en las pacientes
con cancer de mama ductal.

Con los recortes de gobierno en un contexto de austeridad, el conocer el perfil
inmunohistoquimico y por lo tanto el tipo de reactivo que mas frecuentemente se
utiliza, ayudara al personal administrativo a la gestion del mismo, dando prioridad a
la determinaciébn de receptores estrogénicos y HER-2, buscando evitar el
desabasto.

La integracion de un primer estudio sobre la determinacion de receptores
estrogénicos alfa y beta en poblacién local con cancer de mama ductal, sienta el
precedente para estudios complementarios, en donde el receptor estrogénico beta
y sus isoformas sean considerados como una diana terapéutica y pronostica para
el tratamiento de cancer de mama.

Se requerira integrar a mediano plazo equipos de investigacion que puedan
dar seguimiento a este tema, lo que abre un area de oportunidad para la formacién
de recursos humanos (alumnos de maestria, doctorado, médicos residentes, etc.).

El departamento de patologia del hospital general del sur se considera uno
de los bancos de patologia mas importantes del estado, archivando muestras de
diferentes tumores que pueden expresar el receptor estrogénico beta (cancer
cervicouterino, cancer de préstata, cancer de colon, cancer adenohipofisiario, etc.),
por lo que su estudio podria ayudanos a entender mejor estas enfermedades.
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15. Anexos
15.1 Anexo 1. Escala de clasificacion TNM de acuerdo
al Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer.

(Hortobagyi Gabriel, Connolly James, D"Orsi Carl, Edge Stephen, Mittendorf
Elizabeth, Lawrence Rugo, Weaver Donald, Winchester David 2017).

T: Tumor primario

X: El tumor primnario no pusede ser evaluado

T Mo hay evidencia de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ {carcinoma intraductal, carcinoma lobular in situ o enfermedad de Paget de pezon sin
tumor que lo acompane)

T1: Tumor de 2.0 cm o Menos en su mayor dimension

T1a: Tumor de mas de 0.1 cm pero no mas de 0.5 cm en su mayor dimension

T1b: Tumor de mas de 0.5 cm pero no mas de 1.0 cm en su mayor dimensidn

T1c: Turmor de mas de 1.0 cm pero no mas de 2.0 cm en su mayor dimensidn

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

53 Tumor mide mas de 5.0 cm en su mayor dimensian

Tad: Tumor de cualguier tamano con exiension direcla a la pared toracica o la piel

Tda: Extensidn a la pared toracica

Tdb: Edema "piel de naranja”, ulceracion de la piel de la mama o nddulos satélites limitados a la misma

Tdc: Ambos cazos mencicnados arriba ({T4a y T4b)

Tad: Carcinoma inflamalorio

M: Ganglios linfalicos regionales

MX¥: Mo se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales {por ejemplo, porque fueron extraidos
previamenle)

MO Mo hay melastasis regional de los ganglios linfaticos

M1: Metastaziz a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilaterales maviles

M2:- Metastasiz a ganglio o ganglios linfaficos ipsilaterales unidos entre =i o0 a otras estruciuras

M3: Metasta=ziz a ganglio o ganglios linfaticos mamarios internos ipsilaterales

ph: Clasificacion palologica

ph>: Mo =e pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales {no se extrajeron para esludio patolagico o se
extrajeron anteriorments)

pMO: Mo hay metastasis a los ganglios linfalicos regionales

pl1: Melaslasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilalerales moviles

pM1a: Solo micrometastasis (ninguna mayor de 0.2 cm)

pk1b: Metastasis a gangliof{s) linfalico(s). cualquiera mayor de 0.2 cm

pH1bl: Metastasis a enire uno y tres ganglios linfaticos, cualguiera mayor de 0.2 cm de tamafio y todos
menores de 2.0 cm en su mayor dimension

piH1bll: Melaslasis a cualro o mas ganglios linfalicos, cualquiera mavyor de 0.2 cm de lamano v todos
menores de 2.0 cm en su mayor dimension

pHi1bll: Extension del fumor mas alla de la capsula de un ganglio linfalico; metastasis menor de 2.0 cm €n
=u mayor dimension

pk1bIW: Metastasis & un ganglio linfatico de 2.0 cm 0 Mas en su mayor dimension

pMZ: Melaslasis a ganglio o ganglios linfaticos axilares ipsilalerales unidos entre si o a otras estructuras

pl3: Melaslasis a ganglio o ganglios linfaticos ip=ilalerales mamarios intermos
(M): Metastasis dislante

MX: Mo =2 puede evaluar la presencia de metastasis distanle

MO: No hay metastasis dislante

M1: Presencia de metastasis distanle

Mota: la pared loracica incluye cosfillas, mdsculos inlercostales y el misculo serrata mayor, peno na los
muasculos pectorales.

75




Gutiérrez Becerra R, 2021, Determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta
en cancer de mama ductal.

15.2 Anexo 2. Grupos por estadio clinico con base en la clasificacion

TNM de acuerdo al Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer.

(Hortobagyi Gabriel, Connolly James, D"Orsi Carl, Edge Stephen, Mittendorf
Elizabeth, Lawrence Rugo, Weaver Donald, Winchester David 2017).

Clasificacion de los tumores mamarios, sus nodulos y metastasis

ESTADIO TAMANO DEL TUMOR GANGLIO LINFATICO METASTASIS
1 Tis MO Mo
| T1# MO Mo

1A Ti 1 Mo
T1# 1 Mo
T2 MO Mo
IIB T2 1 Mo
T3 MO Mo
A Ti M2 Mo
T1# M2 Mo
T2 M2 Mo
T3 1 Mo
T3 M2 Mo
Hig T4 MO Mo
T4 1 Mo
T4 M2 Mo
11 Cualguier T Ma MO
I Cualguier T Cualquier N M
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15.3 Anexo 3. Cuadro de determinacion de

estrogénicos alfa y beta.

Cuadro 1.

Autor-afio

Austin, D.
2018

Hamilton, N.
2015

Bialesova,
L.
2017

Hinsche, O.
2015.

Shanle E.K.
2013

SERIERR
J.G.
2013

biopsias de pacientes con cancer.
Linea tumoral/ Tipo de muestra vy
pacientes. técnica.
Céancer de mama. 250 biopsias de
Subtipo triple pacientes.
Negativo. Técnica
Linea celular triple inmunohistoquimica
negativo: MB-
231/BT549, MB-
468/HCC70/
HCC1806.
Anticuerpo: Antib.

RE-b1l PPG5/10
Céncer de mama.
Subtipo triple
negativo.

Anticuerpo:
Antib.PPG5 RE-b1.
Antib. 14C8_RE-b.

Cancer de mama.

Subtipo triple
negativo.

Linea celular: BT549,
MDA-MB-231

Anticuerpo: Antib RE-
b2. DAPI.

Cancer de mama.
Triple negativo.
Linea cellular:
HCC1806, HCC1937,
MCF-7

Anticuerpo:

Antib. RE-b Abcam.
Anélogo RE-b
liquiritigenin.

Cancer de mama.
Triple negativo.
Linea cellular:
mb-468-ERB
Anticuerpo:
Antib. Hsp90

Mda-

Art. Rev.
52 fuentes.

Rev. Linea tumoral, triple
negativo; MDA-MB-435
Técnica
inmunohistoquimica

Linea celular
Triple negativo.
Inmunofluorecencia.

Linea celular.
Técnica western blot.

Linea celular.
Técnica western blot

Revision de literatura.

receptores

Determinacién de la expresion de receptores estrogénicos alfa y beta en muestras de

Resultado.

Una alta expresién de RE-b
se correlaciono con una
pobre sobrevida.

P=0.015.

Mal prondstico.

En lineas celulares aumenta
la proliferacion y migracion
celular.

P<0.042

Promueve céancer.

Aumento de la proliferacion
tumoral y metastasis.
P<0.005.

Promueve cancer.

Aumento de la proliferacion y
migracién celular.

P<0.05.

Promueve cancer.

RE-b y su agonista selectivo
tienen funciones anti-
invasivas en lineas celulares
triple negativo. P<0.05.
Inhibe cancer.

La induccién RE-b inhibe el
crecimiento de la linea
celular.

Aumenta expresion de p21,
promueve apoptosis.

P<0.05

Inhibe cancer.

Expresion de receptores
estrogénicos alfa, beta y m
(membrana), posible

interaccion con efectos no
gendémicos.
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Wu X.
2012

Neumeyer,
S.
2019

Santi, K.
2019

Grindstand,
T.
2016

Cancer de mama

4 subtipos
moleculares
Anticuerpo: Ac.
Monoclonal RE-b.
Cancer colorectal.
Anticuerpo: Antib.
Abcam 14C8.

Tumores desmoides
Antib RE-b VMS-T
AZ.

Cancer de prostata.
Antib. RE-b. PPG5-
10, MCA1974s,
AbDserotec.

Lineas celulares
normales y neoplasias
mamarias.
Inmunofluorescencia vy
peroxidasa.

917 biopsias de
pacientes.
Inmunoperoxidasa

83 biopsias de pacientes
Inmunoperoxidasa

535
Biopsias de pacientes.
IH

Anticuerpos validados:
Antib. RE-b1 MC10.
Antib. RE-b PPG5-10

516  positivas vs 401
negativas.

Una asociaciéon p<0.05.

La pérdida del RE-b con
menor sobrevida.

Promueve céncer.

La expresion de RE-b se
correlaciona  con  mayor
proliferacion 10.8% y una
expresion de Ki67

P=0.003

Factor de recaida con una
P=0.002.

Promueve cancer.

Expresion nuclear y
citoplasmatica.

P<0.001

RE-b2 promueve la migracion
e invasion celular.

Promueve céncer.
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15.4 Anexo 4. Aspectos éticos.

El presente protocolo de ajusta a los lineamientos del cédigo de Helsinki de
1975 y modificado en 1989, al reglamento de la Ley General de Salud en materia
de investigacion para salud México, a la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-
2007 que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion

para la salud en seres humanos.

Respecto a la confidencialidad de los participantes en el estudio se trabajé con
muestras de biopsias de dichos pacientes identificadas en el servicio de anatomia
patolégica. De acuerdo al reglamento de la ley general de salud en materia de
investigacion para salud México, titulo segundo, capitulo primero, articulo 17, para

investigaciones de riego minimo puede no solicitarse consentimiento informado.

Del mismo modo se consideraron las pautas de la guia internacional ética para
estudios epidemiolégicos 2009 (International Ethical Guidelines for Epidemiological
Studies), que establece en la pauta 4, inciso b la omisién del consentimiento
informado cuando la investigacion se realiza con materiales biolégicos identificables
con fines justificados en protocolos de investigacidn. Considerandose la alta
morbimortalidad del cancer de mama ductal y siendo que se recabaron muestras
del archivo de patologia (retrospectivamente) muchas de las pacientes han fallecido

0 ya no se encuentran en atencion dentro del hospital.

Este protocolo fue sometido a los comités de bioética del posgrado en Ciencias
Médicas e Investigacion de la Benemérita Universidad Autonoma del Estado de
Puebla siendo aprobado con fecha 12 de marzo de 2020, niumero de libro 2, nimero
de hoja 132, nimero de registro 813, con vigencia inicio 12 de marzo, termino 17 de
diciembre de 2021, del mismo modo siendo presentado y aprobado por el comité de
bioética del Hospital Universitario de Puebla con No de registro CEIHUP 2020/003.
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15.4.1 Anexo 4.1 Constancia de registro de protocolo BUAP

Oficio No SIEP / C.1. / 062 /2020

Asunto: Censtancia de Registro

D.C. MARIA ALICIA DIAZ Y OREA.
D.C. EDUARDO GOMEZ CONDE.
LIC. MED. RAFEAL GUTIERREZ BECERRA.

PRESENTES:

El Comité de Investigacidn de la Facultad de Medicina de la B.U.A.P., a través de la Secretaria de Investigacién y
Estudios de Posgradohace € O N § T A R que el Proyecto de Investigacién presentado en autoria Colectiva por:

»  LIC. MED. RAFAEL GUTIERREZ BECERRA.
% D.C.MARIAALICIA DIAZ Y OREA.
» D.C. EDUARDO GOMEZ CONDE.

Titulado:
"DETERMINACION DE EXPRESION DE RECEPTORES ESTROGENICOS ALFA Y BETA EN BIOPSIAS DE
PACIENTES CON CANCER DE MAMA DUCTAL"

Ha sido registrado en esta Secretarfa con los siguientes datos;

Fecha de registro: 12 de marzo de 2020.

Nimero de Libro: 2

Niimero de Hoja: 132

Niimero de Registro: 813

Vigencia: Inicio 12 de marzo Termino 17 de diciembre de 2021

ATENTAMENTE

“PENSAR BIEN, PARAVIVIRMEJOR” _

H. PUEBLADE Z., A 12 DE MARZOIER@A D 4 o
T

M.C. ELUE

D.C. JORGE ALEJ NDR -
SECRETARIO DE| COMIE DE INVESTIGACION
¢.€.p. archivo -

c.c.p. minutario

DC ETR*etr /

Facultad
de Medicina

13 Sur 2702, Col. Volcanes,
Puebla, Pue. C.P. 72410

01 (222) 2295500

Ext. 6047 y 5048
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15.4.2 Anexo 4.2 Constancia de registro de protocolo HUP

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo
“Determinacion de expresion de receptores estrogénicos alfa y beta en biopsias de
pacientes con cdncer de mama ductal”, que fue sometido a evaluacion de este Comité de
Investigacién y Etica de Investigacion en Salud, de acuerdo con las recomendaciones de sus
integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodoldgica y los requerimientos de ética y
de investigacién, por lo que el dictamen es AUTORIZADO, con el nimero de registro
Institucional:

CEIHUP 2020/003

Ensefianza,

G, 2rchivo

e Hospital 25 Poniente 1301, Col. Volcanes
Universitario Puebla, Pue.C.P.72410
de Puebla 01 (222) 229 55 00 Ext. 6200y 6162

81



Gutiérrez Becerra R, 2021, Determinacion de receptores estrogénicos alfa y beta
en cancer de mama ductal.

15.5 Anexo 5 Variables del estudio

Definicion conceptual y operacional

Variable

Definicion Conceptual

Definicion Operacional

Receptor alfa

estrogénico.

Receptor estrogénico de
localizacién nuclear, con
funcién metabdlica proliferativa
en cancer de mama,
codificado en el cromosoma
6q24-927

Receptor nuclear observado por

microscopia; Presente o ausente

Receptor beta
estrogénico.

Receptor estrogénico de
localizacion nuclear, con
funcién metabdlica en cancer
de mama, codificado en el
cromosoma 14923.2

Receptor observado por

microscopia; Presente o ausente

Tipo, escala, unidad y equipo de medicién de variables.

Variable Tipo de | Escala de | Unidad de | Equipo

variable medicion | Medicion.
Receptor alfa Nominal Presente - Microscopio éptico.
estrogénico. | cyalitativa. | Dicotomica ausente.
Receptor beta | Cualitativa. | Nominal Presente - Microscopio éptico
estrogénico. Dicotémica ausente.
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15.5.1 Anexo 6 Variables demograficas

Definicion conceptual y operacional

Variable Definicién Conceptual Definiciéon Operacional
: . . . Valor numérico de afios de vida
Tiempo transcurrido a partir del dia de L
Edad S L de un individuo desde su
nacimiento de un individuo -
nacimiento
Es el conjunto de las peculiaridades
que caracterizan los individuos de una .
Sexo ST Hombre-Mujer
especie dividiéndolos en hombres y
mujeres
Luminal A (RE+, RP+HER2-)
Subtipo En base a los receptores moleculares: Luminal B (RE+RP+/-, HER2+)

histoldgico de
cancer de mama.

Luminal A, Luminal B, HER2, Triple
negativo.

HER?2 (RE-, RP-, HER2+),
TRIPLE NEGATIVO (RE-, RP-
HER2-).

Ki67

Factor de proliferacién celular.

Ki67: Presente o ausente.

Esquema de graduacion de scarff-
bloom-richardson con base a la

Grado histolégico . . Grado I, II, 1l
presencia de tubulos, grado nuclear y
ndmero de mitosis
Tipo, escala, unidad y equipo de medicion de variables.
Variable Tipo de | Escala de | Unidad de Medicién. Equipo
variable medicion
Edad Cuantitativa | Discreta Valor numérico de edad en afios Base de datos
desde fecha de nacimiento. de expediente
clinico
Sexo Cualitativa | Nominal Hombre-mujer. Base de datos
Dicotomica de expediente
clinico
Subtipo Cualitativa | Nominal Luminal A (RE+, RP+HER2-) Microscopio
histolégico Politémica Luminal B (RE+RP+/-, HER2+) | gpticq
3 HER2 (RE-, RP-, HER2+), TRIPLE
de cancer NEGATIVO (RE-, RP-HER2-).
de mama.
Ki67 Cualitativa | Nominal Presente-ausente. Base de datos
Dicotémica de expediente
clinico
Grado Cualitativa | Ordinal Grado I-1I-11l Base de datos
histolégico Politomica de expediente
clinico.
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15.6 Anexo 7 Logistica y recursos humanos.

1. Recursos Humanos

Investigador principal: Dra. Maria Alicia Diaz y Orea t.
Director: Dr. Eduardo Gomez Conde.

Alumno de maestria: MCP. Rafael Gutiérrez Becerra.
Colaborador: Dr. Francisco Morales Rodriguez.

Colaborador. Dr. Heriberto Narvaez Rodriguez.

2. Recursos Materiales

Recursos propios de la Direccion General de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
Recursos propios del Hospital Universitario Puebla y el Hospital General del
Sur de Puebla para la determinacion de rutina y reporte histopatologico.
Recursos propios del departamento de inmunologia experimental e
Inmunobiol6gia para la determinacion inmunohistoquimica de receptores

estrogénicos alfa y beta.

3. Recursos Financieros

Recursos propios de la Direccion General de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla.
Recursos propios del Hospital Universitario Puebla y el Hospital General del
Sur de Puebla para la determinacion de rutina y reporte histopatolégico.
Recursos propios del departamento de inmunologia experimental e
Inmunobiol6gia para la determinacién inmunohistoquimica de receptores

estrogénicos alfa y beta.
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15.7 Anexo 8 Justificacion

Debido al alto indice de prevalencia y mortalidad, el cancer de mama a nivel
nacional e internacional, es una de las principales enfermedades investigadas por
el sector salud. Al igual que a nivel nacional, en el estado de Puebla se considera
como primera causa de muerte por cancer, siendo prioridad su deteccion y

caracterizacion temprana para mejorar su prongstico.

La determinacion del receptor estrogénico alfa, beta, progesterona, factor de
crecimiento epidérmico dos, Ki67 y grado de diferenciacion molecular nos permitira
conocer el perfil inmunohistoquimico de los subtipos moleculares de cancer de

mama ductal en la poblacion local, finalidad del estudio.

El cancer de mama, es una enfermedad hormono-dependiente, se piensa
gue niveles elevados de estrégenos a lo largo de la vida, son un factor de riesgo
importante en el desarrollo de esta enfermedad. Multiples vias de sefalizacion
celular relacionadas a la expresion del receptor estrogénico beta puede implicarse
en la resistencia a tratamiento anti-hormonal activando la proliferacion celular via
estrogénica independiente del receptor alfa en los subtipos luminales, del mismo
modo puede estar relacionada a la activacion de efectos no genémicos en todos los
subtipos histologicos que explicaria su agresividad, en especial en los subtipos
HER?2 y triple negativo.

El receptor estrogénico beta puede convertirse en una diana terapéutica, o
un marcador prondéstico para los diversos subtipos moleculares del cancer de
mama. ldentificar la expresion del receptor beta estrogénico, podria cambiar el como

se entiende y trata esta enfermedad, mejorando el prondstico de estas pacientes.

No existen estudios en poblacion local que realicen la determinacion del
receptor estrogénico alfa y beta en biopsias de pacientes con cancer de mama
ductal. La ausencia o presencia del receptor estrogénico alfa y beta nos ayudara a
entender mejor el comportamiento de esta neoplasia en nuestra poblacion,

permitiendo difundir la informacién dentro de los departamentos de investigacion y
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anatomia patologica en los cuales se realiza el estudio, se busca que esta primera
investigacion sea un parteaguas de una nueva linea de investigacion que permita la

publicacion de articulos a nivel nacional e internacional.
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15.8 Anexo 9 Carta de aceptacion de impresion de tesis

Oficio No. SIEP/MCMI/117/2021
ASUNTO: ACEPTACION E IMPRESION DE TESIS

DR. GUTIERREZ BECERRA RAFAEL
219450043
PRESENTE

La que suscribe D.C. Irma Zamora Ginez Coordinadora de la Maestria en Ciencias
Médicas e Investigacion, me permito informar que, he recibido la tesis titulada
“Determinacion de expresion de receptores estrogénicos alfa y beta en biopsias de
pacientes con cancer de mama ductal” y, las cartas de aceptacion de impresion del
Comité revisor, asi como la calificacion anti plagio menor a 40%, por lo que puede proceder
a la impresion de su tesis y continuar con los tramites administrativos para presentar el

examen de grado.

Sin otro particular por el momento, le reitero las seguridades de mi consideracién

distinguida.

ATENTAMENTE
“PENSAR BIEN, PARA VIVIR
PUEBLA, PUE. A 12 DE AGO¥

D.C. IRMA DEL CARMEN Z¥ RA
COORDINADORA DE LA MAESTRIAE
CIENCIAS MEDICAS E INVESTIGACION

C.c.p.- D.C. Eduardo Gomez Conde - Director de Tesis
c.c.p. archivo

c.c.p. minutario

DC ICZG*ctm

Facultad 13 Sur 2702, Col. Volcanes,
de Medicina Puebla, Pue. C.P. 72410
01 (222) 229 55 00
Ext. 6047 y 6048 -,

87



