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RESUMEN 

Título del estudio: Caracterización molecular de un panel de genes relacionados 

a cáncer en biopsias de pacientes con cáncer de mama triple negativo. 

  

Introducción: El cáncer de mama triple negativo es un subtipo de cáncer de mama 

de naturaleza heterogénea que mediante el análisis inmunohistoquímico es 

negativo para el receptor de estrógeno (RE), receptor de progesterona (RP) y el 

factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). Aproximadamente el 15-20% 

de todos los CM corresponden al fenotipo CMTN. A la fecha no existe terapia dirigida 

para este tipo de cánceres y la quimioterapia citotóxica sigue siendo el único 

tratamiento estándar. Tomando en cuenta algunas de las limitaciones más comunes 

en el análisis de las muestras de CMTN, nuestro grupo de investigación realizó un 

estudio prospectivo que incluyó una muestra homogénea de un total de 50 mujeres 

con cáncer de mama. Se determinaron, mediante la tecnología de microarreglos de 

expresión, los perfiles de expresión de los tejidos al momento del diagnóstico. Lo 

que se encontró fue una firma genómica de CMTN compuesta por 2 componentes 

esenciales: un componente metabólico y un componente inmunológico, por lo que 

deseamos continuar el estudio de este tipo de muestras. Objetivo: Caracterizar 

biopsias de CMTN para identificar factores asociados a este subtipo de cáncer de 

mama. Material y métodos: A partir de un banco de muestras de tejido de biopsias 

de CMTN y CMnTN se realizó: 1) La secuenciación de un panel de genes 

relacionados a cáncer en muestras CMTN; 2) La medición de la expresión de genes, 

propuestos por el grupo de investigación, en biopsias de CMTN y CMnTN y 3) el 

análisis cuantitativo de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL por sus siglas en inglés)  

en las biopsias de pacientes con CMTN y la respuesta patológica. Resultados: Se 

encontraron genes con variantes de cambio de sentido en 25 de 48 genes 

analizados. TP53, PIK3CA y FLT3 fueron los genes que además de presentar 

variantes intrónicas, presentaron variantes con posibles consecuencias a nivel 

transcripcional. El gen con mayor número de variantes fue TP53 con 15 variantes 

en el total de las muestras analizadas, PIK3CA presentó 4 variantes y FLT3 

presentó una variante en la región de corte y empalme, ambas en el 84 % de las 
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muestras analizadas (16/19) . Se encontró una expresión diferencial de los niveles 

de expresión de ANKRD11, BCL11A, FOXC1, LPIN1 y UGT8 en CMTN. No se 

encontró una diferencia significativa entre la cantidad de Linfocitos Tumorales 

Infiltrados y la Respuesta Patológica Completa en las muestras de CMTN 

analizadas. Conclusión: En este trabajo se confirmó la expresión diferencial de 5 

genes (UGT8, BCL11A, ANKRD11, LPIN1 y FOXC1) seleccionados a partir de 

estudios previos de nuestro grupo de trabajo, así como la identificación de 

alteraciones en 25 genes de un panel de 48, principalmente en TP53, PIK3CA y 

FLT3. No encontramos asociación entre TIL y la respuesta patológica. Finalmente,  

es la imperante necesidad de encontrar blancos moleculares de CMTN lo que le da 

un valor sobresaliente a los genes que reportamos en este trabajo, pues pueden ser 

considerados para posteriores evaluaciones como blancos terapéuticos o de 

pronóstico de CMTN.  

 

 

 

_____________________________________ 

Dra. C. Celia Nohemí Sánchez Domínguez 

Director de Tesis 
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Caracterización molecular de un panel de genes relacionados a cáncer en 

biopsias de pacientes con cáncer de mama triple negativo. 

 

I. INTRODUCCIÓN 

El Cáncer de Mama (CM) es la principal causa de muerte por cáncer entre las 

mujeres y representa el 30% de todos los nuevos casos de cánceres en población 

caucásica. Una mujer que vive en los Estados Unidos tiene un 12.3% (1 de cada 8) 

de riesgo de ser diagnosticada con cáncer de mama2. En el año 2012 se registraron 

en el mundo 1.67 millones de casos nuevos según datos de la OMS3. En México, el 

CM ocupa también el primer lugar en incidencia de las neoplasias malignas en 

mujeres, representa el 11.34% de todos los casos de cáncer con un incremento 

global de aproximadamente 1.5% anual, sin embargo, en los países de economía 

emergente este incremento es alrededor de hasta el 5%4. 

 

A pesar de tener un mismo tejido de origen, el CM representa un grupo heterogéneo 

de cánceres de comportamiento biológico complejo y con una gran variabilidad 

clínica. En los últimos 10 años, se ha incrementado la investigación a nivel molecular 

y genético para subtipificar estos CM, lo que ha permitido determinar variables 

clínicas, patológicas y moleculares para seleccionar modalidades de tratamiento y 

pronosticar en algunos casos la evolución de la enfermedad al momento del 

diagnóstico5.  
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1.1 Clasificación del cáncer de mama 

Tradicionalmente, basándose en pruebas de inmunohistoquímica estándar dirigida 

a marcadores celulares que reflejan la disponibilidad de terapias blanco, el CM se 

clasifica en cuatro principales grupos6; 7; 8; 9: (a)  luminal A:  positivo a Receptor de 

Estrógeno (RE) y a Receptor de Progesterona (RP), negativo para la amplificación 

del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (Human Epidermal Growth Factor 

Receptor 2 /HER2), índice de proliferación bajo (Ki-67<14%); (b) luminal B: RE 

positivo, HER2 negativo o positivo, índice de proliferación alto (Ki-67 >14%), RP 

negativo o bajo positivo; (c) HER2 sobreexpresado: HER2 sobre expresado o 

amplificado, RE y RP negativos; d) basal-like o CM triple negativo (CMTN): definido 

por la ausencia de expresión de RE, RP y ausencia de la amplificación de HER2. 

Las terapias blanco están disponibles para las categorías luminal A, B y HER2 

amplificado pero no hay una opción disponible de tratamiento dirigido para el CMTN 

y la quimioterapia sigue siendo la mejor opción terapéutica, sin embargo, bajo 

recurrencia o quimiorresistencia, las opciones terapéuticas son muy limitadas10. 

 

A finales de los 90s cuando las plataformas para estudios genómicos estuvieron 

disponibles, los métodos de IHQ acompañados de la tecnología de microarreglos 

de ADN complementario (ADNc), permitieron una clasificación más extensa del CM 

y pudieron definirse cuatro subgrupos distintos de CM, los cuales difieren en 

pronóstico y en los blancos que expresan: luminal A, luminal B, HER2, tipo basal11; 

12. Esta clasificación está basada en la consideración de que hay dos tipos celulares 

en la glándula mamaria, las células luminales y las células basales, estos dos tipos 

celulares pueden ser distinguidos por IHQ como células luminales que expresan 
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receptor de estrógenos (RE) y receptor de progesterona (RP) y que son positivos 

para queratinas 8/18, mientras que las células basales son positivas para queratinas 

5/6 y 1713; 14. Debido al costo que involucra utilizar la tecnología de microarreglos 

en la clínica, las técnicas más empleadas para la clasificación del CM siguen siendo 

la IHQ y el FISH7; 8; 9; 15. FIGURA 1. 

 

 

Figura 1. Clasificación del cáncer de mama. 

 

El 60 a 70% de todos los CM corresponde a subtipos RE o RP positivos7, que 

generalmente responden a la terapia RE dirigida, como los moduladores selectivos 

de RE (por ejemplo, tamoxifeno) o inhibidores de la aromatasa, que reducen las 

concentraciones séricas de estrógenos. El 15 a 20% de los CM amplifican o 

sobreexpresan el oncogen HER2, este tipo de cáncer se asocia con mal pronóstico, 

Clasificación	de	cáncer	de	mama

Basado	en	marcadores	celulares

(Inmunohistoquímica)

Basado	en	IHQ	y	firmas	de	expresión	

génica	(microarreglos)

Sensible	a	hormonas Luminal A

Luminal B

HER2

Basal

HER2

CMTN

RE+		RP± HER2-

RE- RP- HER2+

RE- RP- HER2-

RE+		RP± HER2-

CK8/18	

Ki67<14%

RE- RP- HER2-

CK8/18	

Ki67>14%

RE+		RP± HER2-

RE- RP- HER2-

Fuente: Imagen tomada del artículo “Triple negative breast cancer: Deciphering 
the biology and heterogeneity”1 
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sin embargo, el advenimiento de tratamientos orientados a HER2 (por ejemplo, 

trastuzumab) han mejorado mucho los resultados en mujeres con CM HER2+16.  

 

1.2 Firmas Genómicas en CM con valor pronóstico. 

A pesar  de que no se han convertido en métodos de rutina, los métodos genómicos 

se han empleado en estudios de investigación con el fin de: a) conocer mejor la 

naturaleza de estas variantes de CM,  b) estratificar a los pacientes mediante la 

valoración de la evolución de la enfermedad (evaluando las características clínico 

patológicas) y c) entender la probable respuesta del paciente al tratamiento en 

relación al estado de RE, RP, HER2 y tasa de proliferación6; 17.  

 

Mediante el análisis de expresión global con microarreglos, se han podido identificar 

grupos de genes (firmas genómicas) que permiten estimar el riesgo de recurrencia 

de la enfermedad y/o predecir la respuesta a la terapia adyuvante  en pacientes con 

CM en estadios tempranos18; 19; 20; 21. Algunas de estas firmas genómicas han sido 

validadas en grandes cohortes y han dado origen a algunas pruebas genómicas 

comerciales y proporcionan al clínico dicha información complementaria con el fin 

de clasificar de una manera más precisa a los pacientes con alto riesgo de 

recurrencia, ofreciendo una atención más personalizada. La primera firma 

comercial, y todavía ampliamente distribuida bajo su nombre comercial es: 

MammaPrint® (Agilent, Ámsterdam, Holanda). Esta firma mide la expresión de 

ARNm de 70 genes19 y fue aprobada por la Administración de Alimentos y Fármacos 

de Estados Unidos (FDA) y por los reguladores de la Unión Europea, como un 

ensayo con valor pronóstico para pacientes con CM menores de 61 años de edad, 
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en estadio I / II, ganglios linfáticos negativos o uno a tres ganglios linfáticos positivos; 

además de identificar con precisión los pacientes que pueden evitar de forma segura 

la quimioterapia adyuvante18; 22. MammaPrint estratifica los pacientes en grupos de 

bajo o alto riesgo 18, sin embargo, aunque la discriminación es buena entre los 

cánceres con RE+, no es así con los cánceres RE negativos 23; 24, limitando su valor 

clínico en este subgrupo de pacientes.  

 

Otro ensayo ampliamente distribuido y disponible comercialmente es la prueba 

Oncotype DX® (Genomic Health, Redwood City, CA, EE.UU.). Esta prueba se 

emplea para clasificar a pacientes con CM subtipos Luminal A, B y HER2+, pero no 

a los CMTN, pues se ha diseñado para evaluar genes relacionados con RE, genes 

de proliferación, HER2 y genes relacionados con invasión, entre otros20.   Esta 

prueba permite al oncólogo discernir sobre si será o no benéfico el tratamiento con 

quimioterapia. Este ensayo mide la expresión de 21 genes que brinda información 

de recurrencia de la enfermedad mediante una puntuación que va de 0 a 100, 

estratificando a las pacientes en grupos de bajo riesgo (puntuación < 18), de riesgo 

intermedio (puntuación de 18 a 30) o alto riesgo ( ≥ 31 )20; 21.   

 

Una tercera prueba, que consiste en un algortimo para la clasificación molecular 

intrínseca del CM, se ha denominado PAM50 (Figura 2). Ésta fue diseñada para 

mejorar la concordancia de clasificación por IHQ y microarreglos25. Esta firma de 50 

genes puede clasificar los CM como luminal A, luminal B, HER2 y tipo basal. Con el 

fin de traducir los diferentes subtipos intrínsecos a un valor pronóstico asociado se 

ha diseñado la puntuación PAM5025. Una aplicación de esta puntuación es la 
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identificación de pacientes que podrían beneficiarse de la adición de paclitaxel 

semanal a la quimioterapia convencional con antraciclina como tratamiento 

adyuvante del CM operable con propagación a ganglios linfáticos.26. En el 2013, 

Prosigna (Seattle, WA, EE.UU) empezó a comercializar un kit de diagnóstico que 

cuantifica la expresión de ARNm de los 50 genes utilizados por el algoritmo para 

calcular riesgo de recurrencia27.  

 

 

Figura 2. Clasificación molecular intrínseca de 48 muestras de tejido de cáncer de 

mama mediante el algoritmo PAM50.  

Además de estas pruebas, que son las más comúnmente distribuidas, existen otras 

más en el mercado28; 29; 30, en las que el denominador común es la medición de 

expresión de genes relacionados con proliferación. Es importante mencionar que 

Subtipos:	

Basal

Luminal	A

Normal	

Luminal	B

HER2

Fuente: Imagen tomada del artículo “Triple negative breast cancer: Deciphering 
the biology and heterogeneity”1 
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estos ensayos de múltiples genes son en su mayoría, si no es que exclusivamente, 

aplicables a los CM tipo luminal, con esto nuevamente se remarca la necesidad de 

la búsqueda e identificación de marcadores con valor pronóstico y de respuesta al 

tratamiento en pacientes con CM con receptores hormonales negativos.  

 

1.3 Cáncer de Mama Triple Negativo (CMTN)  

Desde 1997, el National Comprehensive Cancer Network (NCCN) ha recopilado 

datos de las mujeres con CM recién diagnosticado, representando a muchas 

instituciones en todo Estados Unidos. El estado de HER2 por IHQ se añadió a los 

datos de la NCCN como un elemento de rutina en el año de 1999; y el estado de 

HER2 mediante hibridación in situ fluorescente (FISH) se añadió en 2001. El término 

“Cáncer de Mama Triple Negativo” (CMTN) apareció por primera vez en la literatura 

en el 200531. Y debido a la carencia de opciones terapéuticas efectivas, muchos 

estudios se han enfocado al entendimiento de la biología del CMTN para la 

selección de biomarcadores y blancos terapéuticos.  

 

1.4 Factores de riesgo de CMTN.  

El CMTN comprende aproximadamente el 15-20% de todos los CM y sigue un curso 

clínico agresivo incluyendo una alta incidencia de metástasis viscerales y al sistema 

nervioso central. Comparado con el CM positivo para receptores hormonales, el 

CMTN es frecuentemente asociado a mutaciones en BRCA132 y aunque menos 

frecuente también asociado a mutaciones en BRCA233. El CMTN se ha asociado a 

un índice alto de recurrencia local durante los tres años después del tratamiento y 

a un índice alto de muerte a los 5 años. La sobrevida es pobre después de 
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presentarse metástasis a distancia34. A diferencia de lo que sucede en otros 

subtipos de CM (Luminal A, B y HER2), donde el embarazo temprano ha sido 

reconocido como un factor protector contra el CM, la gestación parece ser un factor 

de riesgo importante para desarrollar el fenotipo triple negativo. En un estudio35 se 

reportó que las mujeres que tienen un mayor número de hijos (tres o más partos) 

presentaban mayor riesgo (1,4 veces) de desarrollar CMTN. Más adelante 36  se 

reafirmó que la multiparidad está asociada con un riesgo incrementado para el 

desarrollo de CMTN.   

 

Otras asociaciones con el subtipo triple negativo incluyen la falta de lactancia37 y 

varios trabajos han hecho asociaciones con Índice de Masa Corporal (IMC) alto, 

presentar síndrome metabólico, diabetes tipo 2, obesidad y/o resistencia a 

insulina38; 39; 40; 41; 42; 43; 44. Consecuentemente, las pacientes con CMTN son el 

subgrupo con peor pronóstico, lo cual es importante considerar en países como el 

nuestro que presenta una elevada prevalencia de obesidad y síndrome metabólico.  

 

Se ha descrito una relación importante del CMTN con la ascendencia racial, ya que 

éste representa aproximadamente el 21% de todos los CM en población 

afroamericana y el 15% de todos los CM en las poblaciones de origen anglosajona45; 

46; 47. En población hispana se ha descrito también alta incidencia de este tipo de 

cáncer48, con frecuencia de 21,3% en Perú49, de 27% en Brasil50,  24.1% en 

Venezuela51 y 23.1% en México.52     
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Los CMTN presentan una tasa alta de proliferación53 además de ser altamente 

agresivos33; 54; 55; 56. En el estudio de Sorlie y colaboradores, en el que se evaluó la 

respuesta al tratamiento en pacientes con CM tratados de manera uniforme, se 

reportan diferentes resultados para los pacientes pertenecientes a los grupos de 

distintos subtipos, entre ellos se reportó que los pacientes con CMTN tenían el peor 

pronóstico con una diferencia significativa en comparación con los pacientes de los 

grupos con cáncer positivo a receptores hormonales12. Más adelante, Dent y 

colaboradores, compararon las características clínicas, la historia natural de la 

enfermedad y el desenlace en mujeres con CMTN vs mujeres con otros subtipos; 

sus resultados revelan que el CMTN predice una peor supervivencia global y 

metástasis a distancia después del tratamiento54. A pesar del curso agresivo del 

CMTN, este tipo de cáncer puede ser altamente sensible a las drogas citotóxicas; 

la proporción de pacientes que alcanzan una respuesta patológica completa (RPC) 

después del tratamiento se encuentran en el rango de 30-45%57; 58 y los pacientes 

que logran una RPC tienen excelentes resultados a largo plazo, con supervivencia 

global mayor al 90%. Además, si se logra RPC, las pacientes con este u otros 

subtipo de CM tienen una supervivencia global similar, sin embargo, los pacientes 

con CMTN que presentan enfermedad residual, tienen peores resultados en 

comparación con los pacientes con enfermedad residual de otros subtipos de CM46; 

59. La agresividad del CMTN y la escasez de opciones terapéuticas específicas 

subrayan la necesidad de comprender las vías por las que éste tipo de cáncer se 

desarrolla.   
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1.5 Clasificación molecular de subtipos de CMTN 

En 2007, Kreike y colaboradores reportaron que los CMTN eran sinónimo del  

cáncer del tipo molecular basal60, sin embargo, posteriormente se comprobó que la 

biología molecular del CMTN es diversa y heterogénea61 y que el CMTN no es un 

sustituto ideal del fenotipo basal. En 2011, Lehmann y colaboradores62 identificaron 

6 subtipos de CMTN y un subtipo inestable. Los 6 subtipos incluyen dos clases del 

tipo basal (BL1 y BL2), uno inmunomodulador (IM), uno Mesenquimal (M), uno de 

tipo célula madre mesenquimal (MSL) y finalmente el subtipo luminal receptor de 

andrógenos (LAR). Además, el análisis de la expresión génica les permitió a los 

autores identificar a su vez líneas celulares representativas de cada subtipo de 

CMTN para después evaluar la respuesta de estas líneas a diferentes fármacos.  

 

a) BL1: Este grupo se caracteriza por contener células de rápida división, con 

índice de proliferación aumentada y pérdida de control de ciclo celular. 

Debido a esto, presenta elevada expresión (mRNA) de Ki67 y responde a 

agentes antimitóticos. 

b) BL2: Presenta expresión de EGFR, TP63, MET, etc., e involucra 

activación de rutas de glucólisis y gluconeogénesis 

c) IM: Compuesto de células de respuesta del sistema inmune, 

presentadoras de antígenos y expresión de citocinas. Se sobrelapa con el 

CM medular de pronóstico favorable. 

d) M y MSL: Estos grupos presentan marcadores de transición epitelial 

mesenquimal incluyendo de angiogénesis (VEGFR2) y mostraron ser 

probablemente respondedores a desatinib (inhibidores de TK) y de mTOR. 
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e) LAR: Este grupo se caracteriza por la expresión del receptor de andrógenos 

(RA). Es RE negativo, pero mantiene un componente hormonal elevado 

regulado por síntesis de esteroides, y por genes del metabolismo de 

porfirinas y andrógenos/estrógenos. La expresión de RA es hasta nueve 

veces más que los otros grupos y son altamente candidatos para terapia 

anti andrógenos 

 

Las vías de señalización son potenciales blancos farmacológicos en estos modelos 

celulares para probar si el análisis de las distintas firmas genómicas puede apoyar 

la selección de la terapia. En general, se ha reportado que los subtipos BL1 y BL2 

responden preferentemente a cisplatino, M y MSL a NVP-BEZ235, un inhibidor de 

PI3K/mTOR y dasatinib (inhibidor tirosina kinasa), y el subtipo LAR es sensible 

únicamente a bicalutamida (agonista del receptor de andrógenos). Más adelante, 

Burstein y colaboradores63 con base a perfiles de expresión (ARN) o de marcadores 

de un solo nucleótido SNPs (ADN) de 198 muestras de CMTN, confirmaron cuatro 

de los subtipos reportados por Lehman: un tipo luminal receptor   de andrógenos, 

uno de tipo mesenquimal, y dos de tipo basal. Estos estudios de Burstein y Lehman, 

sugieren la existencia de al menos cuatro subtipos estables de CMTN. Figura 3. 
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Figura 3. Clasificación (Lehman) de cáncer de mama triple negativo, ontología 

génica y proporción.  

 

1.6 Tratamiento de CMTN 

A las mujeres con CMTN no se les puede brindar terapias endócrinas y tampoco 

terapias dirigidas a HER2, por lo que las opciones de tratamiento se limitan a la 

cirugía, radioterapia y la quimioterapia64; 65, siendo la quimioterapia el tratamiento 

estándar del CMTN. En las últimas décadas, el uso de quimioterapia más agresiva 

ha producido una clara mejora en la calidad de vida, sin embargo, se considera que 

será imposible mejorar estos resultados si se continúa ofreciendo únicamente 

terapia citotóxica a estas pacientes. En vista de esto, existe una necesidad por 

encontrar nuevas “drogas inteligentes” capaces de resolver la quimiorresistencia y 

reducir los riesgos de la quimioterapia en los pacientes que sí responden.  

C
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Fuente: Imagen tomada del artículo “Triple negative breast cancer: Deciphering 
the biology and heterogeneity”1 
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1.7 Búsqueda de biomarcadores en CMTN 

El mayor obstáculo para encontrar blancos accionables es la vasta heterogeneidad 

tanto inter como intratumoral del CMTN. De hecho, varios años de estudio han 

fallado en mostrar alguna alteración unificada que puede servir como blanco de una 

terapia dirigida. Se han llevado a cabo diversos estudios en los que se analiza la 

expresión génica en CMTN con la finalidad de identificar blancos terapéuticos. Lo 

que podemos resaltar de estas investigaciones es la variabilidad de los datos 

obtenidos en cada estudio, lo que nos indica que la validación de estos posibles 

blancos moleculares es necesaria y que aún se requieren más estudios para 

encontrar biomarcadores eficaces para el tratamiento de CMTN. En el Anexo I se 

incluye una tabla con las características de cada estudio y los principales genes 

diferencialmente expresados. 

 

Se ha utilizado además de los microarreglos de expresión genómica, la 

secuenciación de nueva generación (NGS por sus siglas en inglés) para la 

búsqueda de marcadores, pues es una herramienta de gran utilidad en 

enfermedades de origen multigénico como el cáncer, en donde la acumulación de 

una serie de mutaciones en varios genes es la clave para el desarrollo tumoral. Se 

ha reportado que existe una diferencia en el patrón de mutaciones entre los subtipos 

intrínsecos del cáncer de mama66;67.  

 

De todas estas diversas investigaciones sobre CMTN se ha observado que este 

fenotipo involucra diferentes vías de señalización afectadas, incluyendo procesos 

celulares, inmunológicos y metabólicos como: expresión diferencial de queratinas 
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basales, rutas de proliferación y de regulación del interferón, expresión baja en 

claudina, transición epitelial mesenquimal, expresión del receptor de andrógenos 

(RA) y activación de angiogénesis (VEGF)60; 61; 62. Estos hallazgos han revelado 

potenciales blancos moleculares49, y diferentes tipos de drogas se encuentran 

actualmente bajo investigación, las cuales básicamente se pueden definir en cuatro 

grupos: (1) Agentes que generan daños en el ADN (por ejemplo, cisplatino, 

ciclofosfamida); (2) agentes que inhiben la poli (ADP-ribosa) polimerasa (inhibidores 

de PARP); (3) inhibidores de la tirosina quinasa y (4) agentes que inhiben señales 

río abajo de vías de señalización (PI3K/AKT principalmente)68.  En la tabla 1 se 

describen algunos de blancos terapéuticos y los tratamientos que se han probado 

en CMTN.  

 

Tabla 1. Potenciales blancos terapéuticos de CMTN. 

Blanco 

terapéutico 

Tratamiento Mecanismo de acción 

VEGF Bevacizumab 

 

Anticuerpo monoclonal anti VEGF, bloquea el crecimiento de la 

neovasculatura del tumor (angiogénesis), pero se ha observado falta de 

eficacia y un incremento de la toxicidad69.  

PARP Olaparib 

Iniparib 

Veliparib 

Inhibidores de PARP en pacientes con mutaciones en BRCA1/2, también 

han sido ampliamente estudiados debido a que han mostrado tener actividad 

selectiva en cánceres deficientes de BRCA1 y BRCA2, sin embargo, no se 

ha podido confirmar la relevancia de la inhibición de estas enzimas70. 

EGFR Cetuximab 

Aftatinib 

 

Anticuerpos monoclonales dirigidos a EGFR. Han sido evaluados como 

monoterapia o acompañando a la terapia basada en platino (carboplatino). 

Aunque en un principio esta terapia se veía muy prometedora ha mostrado 

resultados muy modestos71. 

PI3K/mTOR Everolimus 

Taselisib 

mTOR es un efector de la vía de señalización de PI3K regulada por AKT y 

el supresor de tumores PTEN. Las proteínas que pertenecen a la vía de PI3K 
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Everolimus 

 

frecuentemente se encuentran afectadas por mutaciones en los carcinomas 

de mama, y la pérdida de PTEN es un descubrimiento frecuente en CMTN, 

lo que incrementa la activación de mTOR en la enferemedad71. Es por esto 

que actualmente se encuentran en evaluación drogas inhibidores de 

mTOR72.   

Receptor de 

andrógenos 

Bicalutamida 

Enzalutamida 

Algunos estudios preclínicos mostraron que el CMTN luminal que expresa el 

receptor de andrógenos (LAR) es sensible a la deprivación de andrógenos.  

Bicalutamida como monoterapia mostró tener un beneficio clínico en el 19% 

de las AR positivos72. Actualmente un estudio de Fase II está evaluado la 

seguridad y eficacia de Enzalutamide en pacientes con CMTN y AR 

positivos. Falta esperar por estos resultados. 

 

P53 PRMIA-1 

APR-246 

Activadores de p53; rescatan la función de p53 en células deficientes en p53.  

 

En resumen, las terapias dirigidas contra los blancos identificados en CMTN no han 

mostrado una mejoría significativa, el problema puede radicar en la falta de 

biomarcadores predictivos fiables, lo que remarca la importancia del desarrollo de 

investigaciones que reduzcan al mínimo la heterogeneidad entre muestras 

analizadas en CMTN.  

 

1.8 Linfocitos infiltrantes de tumor 

Estudios recientes sugieren que el microambiente tumoral es crítico para la 

supervivencia, el crecimiento invasivo y la metástasis del cáncer73. Los 

componentes celulares del microambiente tumoral incluyen fibroblastos, células 

vasculares, leucocitos infiltrantes y células especializadas de soporte mesenquimal 

únicas para cada microambiente tisular. Evidencia reciente ha implicado a los 

leucocitos infiltrantes de tumores como actores en el desarrollo del cáncer. El 
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sistema inmune del huésped responde para combatir el cáncer; el tejido mamario 

normal no contiene agregados de células inmunes, pero los tumores de mama y el 

estroma muestran niveles más altos de infiltrados de células inmunes74.  

 

Se ha demostrado que la presencia de una inmunidad antitumoral del hospedador 

influye en la respuesta a los tratamientos citotóxicos. Denkert et al. demostraron que 

una alta infiltración tumoral por los linfocitos en el momento del diagnóstico se 

asocia con una mayor probabilidad de respuesta patológica completa después de 

la quimioterapia neoadyuvante 75. Mientras que las células B parecen representar 

el linfocito predominante durante la progresión temprana del cáncer de mama 76, los 

linfocitos T infiltrantes (tanto CD4 + como CD8 +) son más extensos en carcinomas 

de grado superior y carcinomas invasivos77. En tumores de proliferación rápida, la 

presencia de linfocitos T por determinación histopatológica en los sitios tumorales 

es un buen indicador pronóstico cuando se compara con tumores no inmunogénicos 

y se correlaciona con negatividad de ganglios linfáticos auxiliares, un diámetro 

tumoral más pequeño, un grado histológico inferior, ausencia de recurrencia y mayor 

supervivencia78. La composición exacta de la infiltración de linfocitos T varía mucho, 

sin embargo, puede afectar profundamente la progresión de la enfermedad y la 

supervivencia general del paciente. 

 

Aunque no está claro si la presencia de linfocitos CD8 + por sí sola proporciona 

información pronóstica, la presencia de porcentajes elevados de células T 

cooperadoras CD4 + en sitios tumorales primarios se correlaciona positivamente 

con la progresión de la enfermedad, incluida la diseminación metastásica hacia los 
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ganglios linfáticos centinela y el aumento del tamaño del tumor primario79; 80; 81.  Este 

equilibrio entre una respuesta citotóxica protectora y una respuesta humoral puede 

regularse sistémicamente por el estado inmune general del individuo, así como 

localmente por las células supresoras mieloides y las células T reguladoras, por lo 

tanto ofrece blancos terapéuticos atractivos para la base inmunitaria contra el 

cáncer. 

 

1.8.1 Linfocitos infiltrantes de tumor en cáncer de mama triple negativo 

El papel pronóstico de los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL, por sus siglas en 

inglés) en CM se ha evaluado en el contexto de ensayos aleatorizados con 

adyuvantes, donde se ha observado que TIL al inicio del estudio se asocian con 

tumores altamente proliferativos, de alto grado con RE negativos y representan un 

fuerte factor pronóstico para ciertos subtipos de cáncer de mama, principalmente 

para el cáncer de mama triple negativo 82; 83; 84. El porcentaje medio de tejido 

estromal infiltrado con linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en CMTN es del 20% en 

TNBC 82. Recientemente se reportó que a pesar de la heterogeneidad de tipo de 

células inmunes que componen a los tumores de CMTN, las TIL promedio en una 

sección teñida con hematoxilina y eosina representan con fiabilidad las TIL de tumor 

completo además de asociarse con el resultado y con el valor pronóstico en el 

tumor.85 
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II. Antecedentes del grupo de Investigación.  

Tomando en cuenta algunas de las limitaciones más comunes en el análisis de las 

muestras de CMTN, nuestro grupo de investigación realizó un estudio prospectivo 

que incluyó una muestra homogénea de un total de 50 mujeres con cáncer de mama 

con una media de edad de 49 años (26-71) y un IMC de 28.7 (20.7-40.1). De estas 

50 pacientes, 26 tenían un diagnóstico de CMTN y 24 de CMnTN. Se determinaron 

mediante la tecnología de microarreglos de expresión, los perfiles de expresión de 

los tejidos al momento del diagnóstico. Lo que se encontró fue una firma genómica 

de CMTN compuesta por 40 genes, 9 de ellos sobre expresados (FOXC1, 

PRKX/PRKY, UGT8, BCL11A, HMGA1, LPIN1, FAM171A1, HAPLN3, y ANKRD11) 

y 31 sub expresados en CMTN. HMGA1 y LPIN1 son genes relacionados con 

metabolismo de la insulina y UGT8 relacionado con metabolismo de esfingolipidos. 

Estos genes resultan interesantes en nuestra población la cual está compuesta 

principalmente por pacientes con IMC y niveles de glucosa elevados. FOXC1 y 

BCL11A son factores de transcripción, el primero ha sido propuesto como 

biomarcador de metástasis y mal pronóstico y el segundo promueve la formación 

del tumor en CMTN.  

 

Todas las pacientes con CMTN recibieron NAT después del diagnóstico de biopsia 

con aguja gruesa con Antraciclinas + Taxol y esquemas de Carboplatino + Taxol. A 

estas pacientes se les dio un seguimiento y se evaluó si eran respondedores o no 

a la quimioterapia y se analizó el perfil de expresión de las que sí respondieron y no 

respondieron a la quimioterapia, encontrando que las mujeres que respondían a la 

quimioterapia presentaban una firma de expresión génica característica, siendo que 
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las muestras de mujeres que respondieron a la quimioterapia presentaban 

expresión diferencial de los siguientes genes: LRRC7A3, IL1RL, NOS1, ZNF618, 

RFX2, C17orf37, SRD5A3 y GALNT7. IL1RL por ejemplo, es un mediador 

importante involucrado en muchas respuestas inmunes e inflamatorias inducidas 

por citosinas modificando la respuesta de células T mediante la inhibición de la 

señalización de IL33.86 NOS1,  codifica una proteína que pertenece a la familia de 

las sintasas de óxido nítrico, que sintetizan óxido nítrico a partir de L-arginina, lo que 

es importante ya que las moléculas redox, como NO y ROS son mediadores clave 

de la inmunidad; el NO activa vías de transducción de señales específicas en células 

tumorales, células endoteliales y monocitos de una manera dependiente de la 

concentración. El balance NO / ROS es importante durante la transición de linfocitos 

T.87 RFX2  es un gen miembro de la familia de genes reguladores del factor X, que 

codifica factores de transcripción que contienen un dominio de unión a ADN 

helicoidal alado altamente conservado que se pueden unir a elementos en el 

promotor del gen del receptor IL-5, la cual es una interleucina interleucina producida 

por los Linfocitos T, y su función es estimular el crecimiento de las células B y 

aumentar la secreción de inmunoglobulinas. Aunque no se sabe exactamente el 

papel de LRRC7A3, ZNF618, C17orf37, SRD5A3 y GALNT7 en la inmunidad, se 

sabe que son genes que se expresan en células de la respuesta inmune. En 

resumen, nuestro grupo de investigación ha encontrado dos firmas de genes que 

integran 2 componentes esenciales: un componente metabólico y un componente 

inmunológico.  
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El CMTN es a menudo el tipo de cáncer más agresivo y está asociado con la más 

alta tasa de mortalidad en comparación con los otros tipos de CM. Numerosos 

avances se han hecho en el entendimiento de este cáncer.  

 

En México, existen pocos trabajos de investigación que reporten el análisis de genes 

relacionados a CMTN, lo que resulta preocupante, pues este subtipo de CM 

compromete a un número considerable de casos en la población mexicana. Dado 

que parte de la terapia de CM está dirigida hacia los receptores, para este subtipo 

de CM no existe terapia específica.  

 

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo han reportado una firma que está 

relacionada al CMTN, por lo que consideramos importante continuar con la 

búsqueda de genes conductores y otros factores con potencial valor pronóstico y de 

respuesta a tratamiento.  
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IV. OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar biopsias de CMTN para identificar factores asociados a este subtipo de 

cáncer de mama.  

 

 

4.1 Objetivos específicos  

1. Evaluar por secuenciación un panel de genes relacionados con cáncer en un 

grupo de biopsias de CMTN. 

 

2. Evaluar la expresión diferencial de una firma de genes en CMTN compara 

con CMnTN.  

 

3. Analizar cuantitativamente linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) en las biopsias 

de pacientes con CMTN y la respuesta patológica. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Materiales 

5.1.1 Consumibles 

Material requerido para la extracción de ácidos nucléicos: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 

2.0 mL de eppendorf (Hamburgo, Alemania), hojas de bisturí de Hergom (México, 

D.F), cajas Petri de SyM laboratorios (Puebla, Puebla), puntillas de 10, 20, 100, 200 

y 1000 µL, tubos de 15 mL y criotubos de 2 mL de Corning (Corning, N.Y.) y perlas 

de acero de 5 mm (Satinless Steel Beads 5mm) de Qiagen (Maryland, USA).  

 

Material requerido para secuenciación: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de eppendorf 

(Hamburgo, Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200 y 1000 µL, de Corning (Corning, 

N.Y.). 

 

Material requerido para PCR tiempo real: tubos de 0.2, 0.6, 1.5 y 2.0 mL de 

eppendorf (Hamburgo, Alemania), puntillas de 10, 20, 100, 200 y 1000 µL, de 

Corning (Corning, N.Y.) y placas y films para termociclador LightCycler 480 II de 

Roche (California, USA).  

 

5.1.2 Reactivos 

Reactivos requeridos para la extracción de ácidos nucléicos: Rneasy mini kit de 

Qiagen (Maryland, USA), Dneasy Blood and Tissue kit DE Qiagen (Maryland, USA).  
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Reactivos requeridos para secuenciación: TruSeq Amplicon-Cancer Panel de 

Illumina (California, USA).  

Reactivos requeridos para análisis de tiempo real: High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit, Sondas TaqMan (GAPDH, GRAMD1A, ANKRD11, LPIN1, UGT8, 

BCL11A y FOXC1) y TaqMan universal Master Mix de Life Technologies (CA, USA) 

y agua grado molecular (Maryland, USA).  

 

5.1.3 Material Biológico 

Tejido fresco de mama (biopsia) y ácidos nucléicos (DNA genómico y RNA total y 

DNA complementario).  

 

5.1.4 Equipo 

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

de Eppendorf (Hamburgo, Alemania), vortex de Scientific industries (N.Y, USA).  

Equipo utilizado para la extracción de ácidos nucléicos: Thermomixer de Eppendorf 

(Hamburgo, Alemania), TissueLyser de Qiagen (Maryland, USA), Qubit fluorometer 

de Life Technologies (CA, USA), vortex de Scientific industries (N.Y, USA) y 

Nanodrop de Thermo Scientific (Delawere, USA). 

 

Equipo utilizado para PCR tiempo real: Termociclador LightCycler 480 II de Roche 

(CA, USA), campana de PCR de UVP (CA, USA), vortex de Scientific industries 

(N.Y, USA) y centrífuga minispin de Labnet (NJ, USA).  
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Equipo utilizado para secuenciación: MiSeq Ilumina (CA, USA), termocicador 

Eppendorf (Hamburgo, Alemania), vortex de Scientific industries (N.Y, USA).  

 

5.2 Lugar donde se realizó el estudio. 

Este proyecto se llevó a cabo en el Departamento de Bioquímica y Medicina 

Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Nuevo León, 

así como en el Centro de Investigación y Desarrollo en Ciencias de la Salud 

(CIDICS) de la misma Universidad.  

 

5.3 Diseño del estudio. 

Se trató de un estudio observacional de serie de casos. 

 

5.4 Población de estudio 

Características de la población:  

Se seleccionaron muestras de un banco de muestras de biopsias frescas de mama. 

Las muestras procedieron de pacientes con adenocarcinoma ductal invasor de 

glándula mamaria, que con base a criterios clínicos e histopatológicos realizados 

por médicos oncólogos y patólogos del Hospital Universitario fueron clasificados en 

grupos de CMTN y CMnTN. 

 

Criterios de inclusión: a) Sexo femenino, b) mayor de 18 años, c) registro a la 

respuesta del tratamiento neoadyuvante de Adriamicina y Cliclofosfamida y d) 

consentimiento informado firmado. Criterios de no inclusión: a) Historia o presencia 

de otra neoplasia, b) sin consentimiento informado y c) que tenga tratamiento 
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diferente. Criterios de eliminación: a) Información incompleta, b) material escaso de 

muestras para el análisis y/o c) muestras degradadas. 

 

5.5 Descripción del diseño.  

1. Se identificaron las muestras que cumplían con los criterios de inclusión para este 

estudio: 51 biopsias de tejido fresco, de las cuales 26 biopsias correspondían a 

tumores de CMTN y 25 correspondieron a biopsias de CMnTN. Se seleccionaron 

también 26 tejidos embebidos en parafina de tumores de CMTN. 

2. A partir de las muestras de tejido fresco se llevaron a cabo extracciones de RNA 

y DNA. A las muestras de ADN se les determinó la relación 260/280, seleccionando 

aquellas que tuvieran índice enre 1.8-2. A todas las muestras de RNA se les 

determinó el índice RQI, procurando seleccionar las que tuvieran índices >8. Las 

muestras fueron almacenadas en un bio-banco de ácidos nucleícos. 

3. Con el ADN proveniente del tumor se realizó la búsqueda de mutaciones usando 

un panel de genes relacionados con cáncer, mediante secuenciación de nueva 

generación.  

4. Con el ARN del tejido se analízó la expresión de un conjunto de genes candidatos 

asociados a CMTN mediante PCR en tiempo real. 

5. Se cuantificaron los TIL de las muestras de tejido embebido en parafina y se 

determinó su asociación con la respuesta a la quimioterapia neoadyuvante.  

 

5.6 Metodología experimental 

5.6.1 Extracción y almacenamiento de ácidos nucléicos.  
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Extracción y purificación ADN total de tejidos crio-preservados por columna 

de afinidad. Se cortaron 30 mg de tejido en trozos pequeños, y se colocó en un 

tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. Se agregaron 180 μl Buffer ATL. Posteriormente 

se añadieron 20 μl de proteinasa K. Se mezcló en vórtex para después incubarlo a 

56 °C hasta que el tejido quedó completamente disgregado. Se agregaron 200 μl 

de Buffer AL a la muestra, y se mezcló bien con vórtex. A continuación, se agregó 

200 μl de etanol (96-100%) y se volvió a mezclar completamente agitando en vórtex. 

Se agregó la mezcla en la columna DNeasy Mini spin y se colocó en un tubo de 

recolección de 2 ml. Se centrifugó a 6000 xg durante 1 minuto. Se desechó el tubo 

de recolección. Se colocó la columna DNeasy Mini spin en un nuevo tubo de 

recolección de 2 mL y se agregaron 500 μl de tampón AW1 y se centrifugó durante 

1 minuto a 6000 xg (8000 rpm). Se colocó la columna DNeasy Mini spin en un nuevo 

tubo de recolección de 2 ml, se agregaron 500 μl de tampón AW2 y se centrifugó 

durante 3 minutos a 20,000 xg (14,000 rpm) para secar la membrana DNeasy. Se 

desechó el tubo de recolección. Se colocó la columna DNeasy Mini spin en un tubo 

de microcentrífuga limpio de 2 ml y se agregaron 200 μl de tampón AE directamente 

sobre la membrana DNeasy. Se dejó incubar a temperatura ambiente durante 1 

minuto, y luego se centrifugó durante 1 minuto a 6000 x g (8000 rpm) para eluir.  

 

Extracción y purificación de ARN total de tejido animal. Se tomaron 30 mg del 

tejido. Se agregaron 20 ml del buffer RLT. Se realizó la homogenización usando 

TissueLyser LT. Se centrifugó el lisado durante 3 minutos a velocidad máxima. Se 

retiró el sobrenadante y se transfirió a un nuevo microtubo. Se agregó 1 volumen de 

etanol al 70% al lisado clarificado, y se mezcló inmediatamente pipeteando.  Se 
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transfirieron 700 μl de la muestra, a una columna y se centrifugó durante 15 

segundos a 8000 xg. Se agregaron 700 μl Buffer RW1 a la columna giratoria Rneasy 

y se centrifugó durante 15 segundos a 8000 xg. Se agregaron 2 veces, 500 μl de 

buffer RPE a la columna giratoria Rneasy y se centrifugó durante 15 segundos a 

8000 x g (≥10,000rpm). Se colocó la columna giratoria RNeasy en un nuevo tubo de 

recolección de 1.5 ml y se eluyó con 30 μl de agua libre de Rnasa, centrifugando 

durante 1 minuto a ≥8000 xg. 

 

 

 

 

5.6.2 Detección de mutaciones del panel de genes de cáncer en tumores triple 

negativo por secuenciación.  

La NGS fue realizada a partir de 10 ng de DNA; las bibliotecas fueron construidas 

utilizando el TruSeq Amplicon Cancer Panel. Brevemente, el ADN fue mezclado con 

el pool de oligonucleótidos que contienen todos los primers para generar 212 

amplicones de regiones hotspot con un tamaño>35 kilobases de 48 genes. Las 

bibliotecas se amplificaron en el termociclador Eppendorf EP Master Faster City 

(California, USA). Se evaluó la calidad de la biblioteca en Agilent 2100 Bioanalizer 

(California, USA). Cada biblioteca se normalizó de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante y finalmente se trabajó con bibliotecas a concentración de 12 rM. Los 

pool de bibliotecas fueron cargados en un cartucho MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina 

Inc, San Diego, California) y cada pool de librerías fue secuenciado en un 

instrumento Illumina MiSeq usando un diseño 150 paired-end. Se empleó como 

genoma de referencia el constructo Human genome build 19 (hg19). El alineamiento 
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y el variant calling fueron realizados con el Miseq Reporter Software (Illumina Inc, 

San Diego, California). Las variantes fueron identificadas mediante VariantStudio 

2.2 (Illumina). Se utilizó una calidad  de lectura Q>90 y profundidad de lectura>60. 

Se determinó la significancia clínica de las variantes empleando la herramienta 

ClinVar. Además, se usó la herramienta Polymorfism Phenotyping v2 (Polyphen-2) 

la cual predice el posible impacto de una sustitución aminoacídica en la función de 

la proteína.  

 

5.6.3 PCR tiempo real de ANKRD11, FOXC1, LPIN1, UGT8 y BCL11A. 

Se analizaron muestras de mujeres con CMTN y CMnTN mediante PCR tiempo 

real con sondas TaqMan. Para realizar este ensayo, se utilizó el RNA total extraído 

a partir de tejido de biopsia. Se realizó una reacción de retrotranscripción con el kit 

High Capacity cDNA Reverse Transcription y a partir del cDNA se realizaron las 

amplificaciones para cuantificación mediante sondas TaqMan para cada gen. Todas 

las amplificaciones se hicieron en el LightCycler 480 II de Roche, se emplearon 

como genes reporteros GAPDH y GRAMD1A.  

 

5.6.4 Evaluación de linfocitos infiltrantes de tumor 

Se obtuvieron los TIL de 26 biopsias de CMTN siguiendo las recomendaciones del 

International TILs Working Group 2014. Se tomaron secciones de tejidos embebidos 

en parafina y fijados en formalina (4 μm de espesor) en portaobjetos de vidrio 

recubiertos antes de la terapia con terapia neoadyuvante (NAT). Dichas secciones 

de tejido se tiñeron con la técnica de hematoxilina-eosina. El componente estromal 

de los TIL se evaluó dentro de los límites del carcinoma invasivo en un aumento de 
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200-400 (ocular 10X). Las siguientes áreas de las secciones de tejido se excluyeron 

para el estudio: bordes tumorales, áreas alrededor de carcinoma in situ, lóbulos 

mamarios normales y áreas del tumor que exhiben artefactos, necrosis o 

hialinización. Los porcentajes obtenidos se dividieron en tres grupos: 1-19% = TIL 

baja, 20-49% = TIL intermedia y ≥ 50% = TIL12 alta. 

 

Para la inmunohistoquímica se emplearon anticuerpos primarios contra CD3+, 

CD4+, CD8+, RE, RP y HER-2/neu usando el sistema de detección de polímeros 

Novolink min (Novacastra, Leica Biosystem Newcastle Ltd, Reino Unido). Secciones 

de tejidos embebidos en parafina y fijados en formalina (4 μm de espesor) se 

tomaron en portaobjetos de vidrio recubiertos de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS). 

Las secciones se desparafinaron en xileno seguido de hidratación en etanol 

graduado. La recuperación del antígeno se realizó calentando las muestras a 100 

°C durante 20 minutos en tampón de citrato de 0,01 M (pH 6.0) usando un sistema 

EZ de recuperación de antígenos (biogenex, EE. UU.). La peroxidasa endógena se 

bloqueó mediante secciones de incubación con peróxido de hidrógeno al 0.3% 

durante 5 minutos y los sitios de unión no específicos se bloquearon con un bloque 

de proteína durante 5 minutos. Las secciones se cubrieron con anticuerpo primario 

y los portaobjetos se incubaron en una cámara húmeda durante la noche a 4 °C. 

Los portaobjetos se lavaron a continuación con solución salina tamponada con Tris 

(TbS, pH 7.4), seguido de una incubación de 30 min con bloqueo posterior primario 

a temperatura ambiente. Las secciones se lavaron dos veces en TbS seguido de 

incubación con polímero Novolink durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Después de tres lavados en TbS, las secciones se trataron con cromógeno DAb 



 44 

(3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloruro) durante 5-10 minutos en la oscuridad. Las 

secciones se contratiñeron con hematoxilina, se deshidrataron con etanol y xileno, 

y se montaron de forma permanente con di-n-butil-ftalato en xileno (DPX). Se 

incluyeron controles positivos para CD3 +, CD4 +, CD8 +. 

 

La evaluación microscópica de TIL CD3 +, CD4 + y CD8 + fue realizada por un 

patólogo. Se contaron las células CD3+, CD4+ y CD8+ en cinco campos 

seleccionados al azar con 40 aumentos y los recuentos se promediaron. El recuento 

de TIL se registró como: + (1-25 células), ++ (26-50 células), +++ (≥51 células) en 

el estroma. Los TIL positivos de hasta 25 células se consideraron como bajo 

recuento de TIL y más de 25 células (es decir, ++, +++) se consideraron como un 

recuento alto de TIL. 

 

5.7 Análisis estadístico 

En el caso de PCR en tiempo real, se realizó la prueba T-student. Se mantuvo el 

nivel global de todas las comparaciones en 0.05. Se realizaron análisis de 

estimación de 2-DCT de las muestras examinadas para analizar estadísticamente la 

diferencia de expresión de los genes analizados en las muestras de CMTN y 

CMnTN.  
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5.8 Esquema general del estudio 

 

 

A partir de un banco de muestras de tejido de biopsias de CMTN y CMnTN se realizó 

1) la secuenciación de un panel de genes relacionados a cáncer en 19 muestras 

CMTN; 2) la medición de la expresión de genes, propuestos por el grupo de 

investigación, en 15 biopsias de CMTN y 15 biopsias de CMnTN y 3) el análisis 

cuantitativo de linfocitos infiltrantes de tumor en 26 biopsias de pacientes con CMTN 

y la evaluación de la respuesta patológica. 

Figura 4. Esquema general del diseño de estudio.  
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VI. RESULTADOS 

6.1 Caracterización molecular mediante secuenciación de CMTN. 

Fueron seleccionadas 19 biopsias de tejido fresco congelado clasificadas como 

CMTN. El promedio de edad de las mujeres fue de 51 años, un IMC promedio de 

27.5. Todas las participantes estuvieron libres de metástasis al momento de 

participar en el estudio. En la tabla 2, se muestran las características clínicas de las 

mujeres con CMTN de las que se tomó biopsia para realizar la secuenciación. La 

clasificación TNM coloca a las 19 muestras en T2 a T4 con estadios clínicos 

avanzados (II y III).  

Tabla 2. Características clínicas de las mujeres con CMTN que participaron en el 

estudio de secuenciación. 

 
N=19 RANGO/% DS 

EDAD AL DIAGNÓSTICO (AÑOS) 52 41 a 71 8.63 

IMC (ÍNDICE DE MASA CORPORAL, KG/M2) 27.31 20.78 a 37.01 4.27 

IMC>25 12 63% 
 

ESTADO DE MENOPAUSIA (PRE-

MENOPAUSIA) 

10 53% 
 

DIABETES MELLITUS (POSITIVAS) 3 16% 
 

NIVELES DE GLUCOSA (MG/DL) 101.8 91 a 116 7.69 

NÚMERO DE HIJOS 
   

 NULIPARA 0 0% 
 

 1 A 2 6 32% 
 

 >3 13 68% 
 

LACTANCIA 8 42% 
 

TNM 
   

 T1 0 0% 
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 T2 9 47% 
 

 T3 6 32% 
 

 T4 3 16% 
 

 N0 0 0% 
 

 N1 13 68% 
 

 N2 4 21% 
 

 N3 2 11% 
 

 M0 0 0% 
 

ESTADIO CLINICO 
   

 I 0 0% 
 

 II 11 58% 
 

 III 8 42% 
 

 T, tamaño del tumor primario; N, estado de nódulos; TNM, tumor-nodo-
metástasis; IMC (índice de masa corporal, Kg / m2).  
 

Nosotros encontramos 65 variantes en 25 de los 40 genes analizados en el total de 

las muestras, de las cuales 32 (49%) se encuentran en regiones exónicas. Todas 

las muestras presentaron un rango de entre 18 y 26 variantes. El mayor número de 

variantes se encontraron en las regiones intrónicas (10 a 14 por muestra). En cuanto 

al tipo de variante, se identificaron en promedio 5 variantes sinónimas y de 1 a 6 

variantes con cambio de sentido por muestra. Figura 5.  
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Figura 5. Gráfica de tipo de variantes de cada muestra analizada.  

 

Los genes que además de las variantes intrónicas, presentaron variantes de cambio 

de sentido, codón de terminación o variantes en la región de corte y empalme, 

fueron TP53, PIK3CA y FLT3. El gen con mayor número de variantes fue TP53 con 

15 variantes, el 46% (7/15) son variantes de cambio de sentido. PIK3CA presentó 4 

variantes, de las cuales el 50% (2/4) son del tipo cambio de sentido. El gen con 

menor número de variantes fue FLT3, que presentó una variante en la región de 

corte y empalme entre el exón 14 y 15. Tabla 3. 

 

En el eje de las X se muestra el ID de cada muestra y en el eje de las Y se 
grafica el número de variantes sinónimas y no sinónimas (variantes de cambio 
de sentido, codón de terminación, corrimiento de marco de lectura). Las 
variantes fueron identificadas mediante VariantStudio 2.2 (Illumina). Se utilizó 

una calidad  de lectura Q>90 y profundidad de lectura>60. 
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Tabla 3. Genes con variantes de cambio de sentido, codón de terminación o 

variantes en la región de corte y empalme.  

Gen 

(Núm. de 

Variantes) 

Variante 
Muestras 

afectadas 
Exon HGVSc/HGVSp Consecuencia dbSNP ClinVar 

TP53 

(15) 

T>C 19 -- c.672+62A>G 
Variante 

intrónica 
rs1625895 Benigna 

G>C 18 004/11 p.Pro72Arg 
Cambio de 

sentido 
rs1042522 

Respuesta a 

fármacos 

T>C 1 -- c.672+31A>G 
Variante 

intrónica 
rs34949160 Benigna 

T>C 1 006/11 c.639A>G(p.=) Sinónima rs1800372 Benigna 

G>C 1 008/11 p.Arg282Gly 
Cambio de 

sentido 
rs28934574 Patogénica 

T>C 1 007/11 p.tyr234cys 
Cambio de 

sentido 
rs5877580 ** 

C>A 1 005/11 p.Val157Phe 
Cambio de 

sentido 
rs121912654 ** 

C>T 1 007/11 p.Arg248Gln 
Cambio de 

sentido 
rs11540652 ** 

A>ACG 1 008/11 
p.Cys275PhefsTe

r71 

Corrimiento de 

marco de 

lectura 

* ** 

G>A 1 006/11 p.Arg213Ter 
Codón de 

terminación 
* ** 

A>C 1 005/11 p.His179Gln 
Cambio de 

sentido 
* ** 

G>A 1 006/11 p.Arg196Ter 
Codón de 

terminación 
* ** 

G>C 1 008/11 p.Ser269Arg 
Cambio de 

sentido 
* ** 

GT>G 1 008/11 
p.Asn268ThrfsTer

77 

Corrimiento de 

marco de 

lectura 

* ** 

CA>C 1 005/11 
p.Gys135AlafsTer

35 

Corrimiento de 

marco de 

lectura 

* ** 

FLT3 (1) A>G 16 -- -- 
Región de corte 

y empalme 
rs2491231 ** 
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PIK3CA (4) 

A>G 1 -- c.1252-27A>G 
Variante 

intrónica 
* ** 

G>C 1 21/21 p.Glu1012Gln 
Cambio de 

sentido 
* ** 

A>G 1 21/21 p.His1047Arg 
Cambio de 

sentido 
rs121913279 Patogénica 

C>A 15 -- c.1059+62C>A 
Variante 

intrónica 
rs2699895 ** 

 

 

Al comparar las variantes encontradas en cada muestra observamos la variante 

exónica rs1042522 localizada en el gen TP53 en el 94% de las biopsias de TNBC 

(18/19), la cual está relacionada a respuesta a fármacos. Además, encontramos las 

variantes rs1625895, rs34949160, rs1800372, rs5877580, rs121912654, 

rs28934574 y rs11540652 de TP53. Las primeras tres variantes, ubicadas en el 

intrón 6 del gen, se clasifican como benignas según la base de datos de ClinVar. 

Las variantes rs5877580, rs121912654 y rs11540652 son probablemente variantes 

perjudiciales basadas en PolyPhen-2 con una puntuación de 0.993, 0.998 y 0.992 

respectivamente, mientras que rs28934574 es una variante con puntuación 

posiblemente perjudicial (0.583). Encontramos 7 variantes exónicas no reportadas 

de TP53. Cinco de estas variantes son del tipo SNV: p.Arg213Ter, p.His179Gln, 

p.Arg196Ter y p.Ser269Arg. 3 variantes corresponden a la inserción o eliminación 

de un nucleótido: p.Asn268ThrfsTer77, p.Gys135AlafsTer35 y 

p.Cys275PhefsTer71. Todas estas variantes afectan a los exones TP53 que 

transcriben parte del dominio de unión al ADN. Las variantes encontradas se 

representan en la Figura 6. 
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FIGURA 6. Estructura del gen TP53 y distribución de variantes.  

 

La variante rs2491231 del gen FLT3, que no se había informado anteriormente para 

CMTN, se encontró en el 84% (16/19) de las muestras. Esta variante se encuentra 

en la región de empalme y se considera una variante de respuesta a los fármacos. 

Finalmente, encontramos 4 variantes en PIK3CA, de las cuales 2 no están 

reportadas: c.1252-27A>G y p.Glu1012Gln, la primera se localiza en una región 

intrónica y la segunda localizada en el exón 21 en la posición 1012 de la proteína, 

como consecuencia hay un cambio de ácido glutámico por glutamina. 

 

Estructura del gen TP53 y distribución de dominios de la proteína. Exones 1-4 
corresponden al dominio de activación transcripcional. Exones 5-8 
corresponden al dominio de unión al DNA. Exones 9 a 11 corresponden al 
dominio de tetramerización. Se encuentran por abajo del mapa del gen, las 
variantes no reportadas que encontramos. 
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 Dos de las cuatro variantes encontradas en PIK3CA son de cambio de sentido; la 

variante exónica rs121913279 del gen PIK3CA se detectó en una muestra, que se 

ha clasificado en ClinVar como patogénica/probable patogénica y la variante no 

reportada exónica p.Glu1012Gln de la que aún no se ha informado su consecuencia.   

 

 

 

6.2 Expresión de BCL11A, FOXC1, ANKRD11, LPIN1 y UGT8 en tumores de 

CMTN mediante qPCR.  

Fueron seleccionadas 15 biopsias de tejido fresco congelado clasificadas como 

CMTN y 15 biopsias de tejido fresco congelado clasificadas como CMnTN. Las 

características clínicas de las mujeres de las que procede la biopsia se muestran en 

la tabla 4. El promedio de edad de las mujeres fue de 49 años, un IMC promedio de 

28.7. Todas las participantes estuvieron libres de metástasis al momento de ser 

tomada la biopsia. Podemos observar que no hay diferencias significativas entre las 

diferentes variables medidas, por lo que representa una muestra uniforme. 

 

Tabla 4. Características clínicas de las mujeres con CMTN y CMnTN de las que se 

obtuvo biopsia para realizar los análisis de expresión. 

 
N=30  CMTN  CMNTN  P 

EDAD AL DIAGNÓSTICO 
(AÑOS) 

49 26-71 51 39-71 47 26-61 0.1 

IMC (ÍNDICE DE MASA 
CORPORAL, KG/M2) 

28.7 20.7-
40.1 

27.58 20.7-
38 

29.31 21.7-
39 

0.14 

PRE- MENOPAUSIA  50%  48%  52%  1 

DIABETES MELLITUS  11%  20%  4%  0.2 

NIVELES DE GLUCOSA 
(MG/DL) 

104.8 82-193 106.6 88-183 103.67 82-193 0.64 

LACTANCIA 41%  40%  44%  0.75 
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Se determinó mediante qPCR una comparación entre la expresión de los genes 

ANKRD11, BCL11A, FOXC1, LPIN1 y UGT8 en las muestras de tejido de CMTN y 

CMnTN (Figura 7 y 8). Los niveles de expresión de estos genes en CMTN son más 

altos que los observados en los tejidos de CMnTN. Se observa una notable 

sobreexpresión de FOXC1, que es seguida por los niveles de expresión de LPN1, 

LPIN1, ANKRD11, BCL11A y UGT8.  

 

 

ANKRD11, BCL11A, FOXC1, LPIN1 y UGT8, se encuentran sobreexpresados en 
CMTN, comparado con la expresión en CMnTN.  

Figura 7. Expresión de una firma de genes propuesta en CMTN.  

CMnTN

CMTN
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ANKRD11, BCL11A, LPIN1 y UGT8, se encuentran sobreexpresados en CMTN, 
comparado con la expresión en CMnTN. En esta figura se excluye la expresión de 
FOXC1 para poder observar la diferencia de expresión de los genes ANKRD11, 

BCL11A, LPIN1 y UGT8. 

Figura 8. Expresión de una firma de genes propuesta en CMTN, excepto FOXC1.  

 

6.3 Linfocitos infiltrantes de tumor 

Las características clínico-patológicas se resumen en la tabla 5. La edad media fue 

de 49 años (rango de 32-71 años). El 80% (21) de los tumores tenían cáncer mal 

diferenciado (grado 3) y el 20% restante (5) moderadamente diferenciado (grado 2). 

La invasión linfovascular estaba presente en el 73% de los pacientes y el 30.7% (8) 

presentaron metástasis ganglionares en el momento del diagnóstico. La 

estadificación tumoral según AJCC (American Joint Committee on Cancer) obtuvo 

5  pacientes (19.2%) en estadio I, 15 pacientes (57.6%) en estadio II, 4 pacientes 
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(15.3%) en estadio III y 2 pacientes (7.6%) en el estadio IV al momento del 

diagnóstico. Todos los pacientes recibieron NAT después del diagnóstico de biopsia 

con aguja gruesa con Antraciclinas + Taxol (88.4%) y esquemas de Carboplatino + 

Taxol (11.6%). 

 

Tabla 5. Características clínico-patológicas. 

Característica                                                                                           n=26                      % 

Grado 

         1                                                                                                                        0                  0 

         2                                                                                                                      5               20 

         3                                                                                                              21               80 

Invasión linfovascular 

Presente                                                                                                     19               73 

Ausente                                                                                                                     7               27 

Estado de nódulo linfático 

Positivo                                                                                                                   8              30.7 

Negativo                                                                                                                  18              69.2 

Estadio 

          I                                                                                                                       5              19.2 

          II                                                                                                                    15              57.6 

          III                                                                                                                       4              15.3 

          IV                                                                                                                       2              7.6 

 

 

La respuesta patológica a los resultados NAT fue: sin evidencia de respuesta a la 

terapia 15.3% (4), respuesta parcial a la terapia 61.5% (16) y respuesta patológica 

completa 23% (6). En cuanto a la evaluación de TIL, 30.7% (n=8) presentaron un 
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bajo recuento de TIL, 38.4% (n=10) TIL intermedios y 30.7% (n=8) presentaron un 

alto conteo de TIL. En las pacientes con RPC el recuento de CD3+ fue alto en 

83.3%, en pacientes con RPP el porcentaje de CD3+ alto fue de 93.7% y en las 

pacientes sin respuesta a la terapia neoadyuvante el porcentaje de especímenes 

con niveles altos de CD3+ fue de 50% (Tabla 6). Los casos con respuesta patológica 

completa presentaron 50% TIL elevados, 33% TIL bajos y 16% TIL intermedios. En 

las muestras con una respuesta parcial a la terapia, el 25% presentó TIL altos, el 

50% como TIL intermedios y el 25% como TIL bajos. Finalmente, las muestras de 

mujeres sin respuesta a la terapia, el 75% presentó TIL bajos y el 25% con TIL 

intermedios, no hubo casos con altas TIL en este grupo. 

 

Tabla 6. Tipo de respuesta y niveles de linfocitos. 

RESPUESTA PATOLÓGICA. 

N (%) 

CD3+ 

(ALTO) 

TIL 

ELEVADOS 

TIL 

INTERMEDIO 

TIL  

BAJO 

RESPUESTA PATOLÓGICA 

COMPLETA 

6 (23) 

83.3 50 33 16 

RESPUESTA PATOLÓGICA 

PARCIAL 

16 (61.5) 

93.7 25 50 25 

SIN RESPUESTA                               

4 (15.3) 

50 0 25 75 

 

Se determinó la regresión univariable de las pacientes con RPC y el nivel alto o bajo 

de CD3+, CD4+ y CD8+. No se observaron valores de P significativos. Tabla 7.  
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Tabla 7. Regresión univariable de la respuesta patológica completa. 

 
REGRESIÓN UNIVARIABLE  

OR (95% CI) P 
CD3 TILS     

BAJO Referencia 
ALTO 0.73 (0.09, 6.23) 0.77 

CD4 TILS     
BAJO Referencia 
ALTO 0.28 (0.01, 6.01) 0.42 

CD8 TILS     
BAJO Referencia 
ALTO 0.22 (0.01, 4.51) 0.32 

 

Podemos observar en la figura 9 una representación de los resultados obtenidos en 
las IHQ.  

 

Evaluación microscópica de tejidos de CMTN. Se contaron las células CD3+, CD4+ 
y CD8+ en cinco campos seleccionados al azar con 40 aumentos y los recuentos 
se promediaron. 1A, Niveles altos de TIL; 1B, CD3+ elevados; 1C, CD4+ elevados; 
1D, CD8+ elevado; 2ª, Niveles bajos de TIL; 1B, CD3+ disminuido; 1C, CD4+ 
disminuido; 1D, CD8+ disminuido. 
Figura 9. Representación de los resultados de Inmunohistoquímcas.  
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VII. DISCUSIÓN 

El CMTN es una entidad heterogénea, a la cual diferentes grupos de investigación 

han intentado descifrar, empleando diferentes abordajes, como emplear muestras 

de tejido embebido en parafina o datos que se encuentran almacenados en bases 

de datos públicas. Con el fin de obtener resultados que puedan ser validados en 

nuestra población, nuestro grupo de trabajo se dio a la tarea de realizar un análisis 

de expresión génica de biopsias de CMTN comparado con CMnTN, empleando una 

muestra uniforme, y de esta manera eliminar el sesgo que hay en la gran mayoría 

de los trabajos publicados, en los que se han obtenido resultados que varían de un 

grupo a otro y que en algunos casos no se ha podido validar. La firma encontrada 

concuerda con lo reportado por Hanahan en el 2011 en la cual se encontraron 

alterados genes que participan en la progresión del cáncer, en vías metabólicas y 

en vías de inmunidad.  Esto marcó la pauta de la presente investigación para 

continuar con la búsqueda de genes conductores del CMTN, así como de posibles 

marcadores pronósticos de este fenotipo tumoral. De esta manera, analizamos al 

CMTN en tres formas: 1) Evaluación de hotspot de genes conductores de cáncer 

para los que ya hay terapias en investigación; 2) Evaluación de la expresión 

diferencial de los genes que proponemos diferencian al CMTN del CMnTN y 3) 

Análisis cuantitativo de los TIL y su relación con la RPC.  

 

La NGS es una herramienta de gran utilidad en enfermedades de origen multigénico 

como el cáncer, en donde la acumulación de una serie de mutaciones en varios 

genes es la clave para el desarrollo tumoral. La capacidad de evaluar en una sola 

prueba el estado mutacional de un conjunto relevante de oncogenes y genes 



 59 

supresores de tumores, como los que se evalúan en este trabajo, nos permite la 

elucidación de mecanismos moleculares del CMTN y nos ayuda a diseñar mejores 

estrategias diagnósticas y terapéuticas de este tipo de tumores. TruSeq Amplicon 

Cancer Panel (Illumina Inc, San Diego, California) es un ensayo de secuenciación 

recién validado en el año 2015 88, dirigido para detectar mutaciones somáticas a 

través de cientos de hotspots mutacionales de genes importantes relacionados con 

el cáncer, incluyendo PIK3CA, TP53 y EGFR. Las mutaciones en estos genes están 

relacionadas con el cáncer e implican innumerables vías celulares.  

 

Anteriormente, se observó diferencia en el patrón de mutaciones somáticas entre 

los subtipos intrínsecos del cáncer de mama,66 por ejemplo, los tumores con 

fenotipo triple negativo tienen alta prevalencia de mutaciones en TP53 (80%) versus 

el cáncer de mama luminal (12%).  En este trabajo analizamos al fenotipo triple 

negativo, observando que el gen con alta prevalencia de variantes exónicas fue 

TP53, lo que concuerda con lo señalado antes. Sin embargo, en el trabajo 

presentado por The Cancer Genome Atlas en el 2012,66 se reporta que la mayoría 

de las variantes de TP53 en tumores de tipo basal fueron del tipo sin sentido y 

cambio de marco de lectura, mientras que en este trabajo reportamos 7 de 15 

variantes del tipo de cambio de sentido. TP53 es un gen supresor de tumores que 

codifica una proteína multifuncional de unión al ADN que regula la transcripción de 

cientos de genes relacionados con la regulación del ciclo celular, diferenciación y 

apoptosis.89; 90; 91; 92; 93. La variante rs1042522 en TP53, corresponde a un cambio 

en el codón 72 del exón 4 dando lugar al cambio de arginina (CGC) por una prolina 

(CCC). Las proteínas p53Arg72 y p53Pro72 no difieren en su capacidad para unirse 
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al ADN de una manera específica de la secuencia, pero difieren de otras formas.94 

La proteína p53Arg72 induce la apoptosis más rápido y suprime la transformación 

más eficientemente que la proteína p53Pro72.95; 96 En otros procesos celulares, 

como aquellos relacionados con la infección por el virus del papiloma humano, se 

ha visto que la p53Arg72 es más susceptible a degradación por las proteínas E6 del 

virus del papiloma humano (HPV), y la degradación de la proteína p53 por el VPH 

E6 se correlaciona con un mayor riesgo de cánceres asociados al VPH.97; 98 Esta 

variante fue encontrada en 18 de las 19 muestras analizadas y está clasificada en 

ClinVar como de respuesta a fármacos. El CMTN, a diferencia de los demás 

subtipos de CM, responde mejor a la quimioterapia,99 por lo que nuestros resultados 

sugieren que al presentar p53Arg72, las células activan la apoptosis con mayor 

eficiencia. Sin embargo, la asociación de esta variante de TP53 con el riesgo a 

diversos tipos de cáncer, incluyendo cáncer de mama sigue siendo controversial. 

100; 101; 102 Las variantes de cambio de sentido, rs121912654 y rs28934574, también 

de TP53, han sido asociadas anteriormente a carcinoma hepatocelular103 y a 

osteosarcoma,104 respectivamente. rs121912654 se localiza en el exón 5, como 

consecuencia, en el producto final hay sustitución de una valina por una fenilalanina. 

rs28934574 se localiza en el exón 8, como consecuencia en el producto final hay 

una sustitución de triptófano por arginina, esta última, cumple con los criterios 

publicados en 2013 por la ACMG105 en relación con hallazgos en el exoma o la 

secuenciación del genoma, como una variante que recomiendan informar al 

paciente. Nosotros encontramos 7 variantes no reportadas del gen TP53. Cinco de 

estas variantes son del tipo SNV: p.Arg213Ter, p.His179Gln, p.Arg196Ter y 

p.Ser269Arg. Tres variantes corresponden a la inserción o eliminación de un 
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nucleótido: p.Asn268ThrfsTer77, p.Gys135AlafsTer35 y p.Cys275PhefsTer71. 

Todas estas variantes afectan a los exones TP53 que transcriben parte del dominio 

de unión al ADN, por lo que sería interesante investigar el papel de estas en el 

desarrollo de CMTN.  

 

En México, Vaca-Paniagua y colaboradores, analizaron mediante secuenciación el 

exoma completo de 12 tejidos de CMTN embebidos en parafina y reportaron a TP53 

y RB1, como los genes mutados con mayor frecuencia en este tipo de cáncer67. 

Nosotros empleamos 19 muestras de tejido fresco, sin embargo, no encontramos 

los mismos resultados respecto a RB1, pudiendo atribuirse esta diferencia al diseño 

del estudio, pues en el trabajo de Vaca-Paniagua realizan secuenciación del exoma 

completo, teniendo una mayor cobertura del gen y en este trabajo se realizó 

secuenciación de sitios hotspot, con la ventaja que nosotros tenemos una mayor 

profundidad de lectura. Otra posible causa, sería la diferencia de estructura genética 

de la población estudiada, ya que se ha visto que, a pesar del origen Mestizo, no 

hay evidencia de desequilibrio gamético en población del noreste de México106, que 

es principalmente el origen de las personas que acude al Hospital Universitario de 

la UANL, lugar donde se recolectaron las muestras para la presente investigación. 

A diferencia de nuestro trabajo, el grupo de Vaca-Paniagua utilizó muestras de 

pacientes procedentes del centro del país.  

 

PIK3CA es un gen que codifica la subunidad catalítica p110 alfa (p110α) de la 

enzima fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K).107 La vía de señalización PI3K es 

importante para varios procesos celulares, incluyendo crecimiento celular, 
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proliferación, migración y supervivencia.108 Diversas investigaciones han mostrado 

amplificaciones génicas, deleciones y, más recientemente, mutaciones de cambio 

de sentido en el gen PIK3CA en muchos tipos de cáncer humanos, incluidos los 

cánceres de colon, mama, cerebro, hígado, estómago y pulmón.109 Estas 

mutaciones somáticas de cambio de sentido, se propone, aumentan la actividad 

quinasa de PIK3CA contribuyendo a la transformación celular110. Nosotros 

encontramos cuatro variantes del gen PIK3CA, dos variantes de este gen, ya se han 

identificado como rs2699895 y rs121913279. La primera es una variante en el intrón 

5 y en base a su contexto genómico no representa características importantes o de 

asociación con riesgo a padecer cáncer. rs121913279 es una variante de cambio 

de sentido, el alelo ancestral es una Adenina y en este caso se cambia por una 

guanina, lo que representa un cambio de histidina por arginina en la posición 1047 

de la proteína. En ClinVar está clasificada como probablemente patogénica, ya que 

se ha asociado a cáncer de mama, colorrectal, melanoma y cáncer pulmón de 

células no pequeñas. También encontramos 2 variantes no reportadas, c.1252-

27A>G y p.Glu1012Gln, la primera se localiza en una región intrónica y la segunda 

localizada en el exón 21 en la posición 1012 de la proteína, como consecuencia hay 

un cambio de ácido glutámico por glutamina. En trabajos previos, se ha reportado 

que PIK3CA es el segundo gen más frecuentemente mutado en los CMTN,66; 111 

.Sin embargo, aunque PIK3CA presenta al menos una variante en 15 de las 19 

muestras analizadas, sólo dos muestras presentan variante exónica en este gen. 

Lips y colaboradores, reportaron que las mutaciones en PIK3CA están asociadas 

con mutaciones en BRCA1112, en este trabajo no investigamos el estado del gen 

BRCA1, por lo que sería interesante analizar esta teoría.  
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Por otro lado, en este trabajo, nosotros encontramos la variante rs2491231 de FLT3, 

la cual corresponde a un cambio del tipo SNV para el que no hay evaluación en la 

base de datos ClinVar.  Esta variante se encuentra en una región de splicing entre 

el exón 14 y 15 que forman parte de la región que codifica para el dominio 

citoplásmico de la proteína. El gen FLT3 codifica para un receptor tirosina quinasa 

de clase III regulador de la hematopoyesis. Cuando este receptor es activado 

fosforila y activa múltiples moléculas efectoras citoplásmicas en vías implicadas en 

la apoptosis, proliferación y diferenciación de células hematopoyéticas en la médula 

ósea. Las mutaciones más comunes se localizan en los exones 14 o 20, y resultan 

en la activación constitutiva de este receptor dan como resultado leucemia mieloide 

aguda y leucemia linfoblástica aguda (LMA)113; 114. 

 

Son interesantes estas variantes debido a que actualmente hay ensayos clínicos 

que evalúan la inhibición de PI3K y FLT3 así como la depleción de TP53 mutante o 

la restauración de la actividad de TP53. La vía PI3K-AKT-mTOR es un objetivo 

interesante para el desarrollo de nuevas terapias contra el cáncer: los resultados 

preclínicos y los hallazgos clínicos iniciales han demostrado ser muy 

prometedores.115 Muchos ensayos clínicos que evalúan inhibidores de PI3K en 

diferentes tipos de tumores han sido iniciados por compañías farmacéuticas e 

instituciones académicas. Los resultados de todos estos estudios ayudarán a 

comprender el potencial terapéutico de los inhibidores de PI3K como agentes 

anticancerígenos, y determinarán el futuro de la atención del cáncer.116 En un 



 64 

ensayo clínico de fase 2 publicado recientemente, un inhibidor de AKT (ipatasertib) 

mejoró los resultados en un subconjunto de pacientes con TNBC metastásico 

cuando se combina con paclitaxel en el contexto de primera línea. Además, se están 

desarrollando nuevos compuestos con distinta especificidad y potencia dirigidas a 

diferentes componentes PI3K / AKT / mTOR y moléculas afines (por ejemplo, 

proteína quinasa activada por mitógeno)117. 

 

En el 2011, se realizó el ensayo clínico aleatorizado de fase II para la molécula 

SU011248 o sunitinib, que es un inhibidor tirocina cinasa no específico de PDGFR, 

VEGFR, KIT y FLT3 en pacientes con CMTN avanzado, con recaída después de la 

quimioterapia basada en taxanos y antraciclina118. Este estudió concluyó que la 

monoterapia con Sunitinib no mejoró la eficacia en comparación con la 

quimioterapia en pacientes con CMTN avanzado previamente tratado. Sin embargo, 

en agosto de 2017, Stone y el grupo CALGB, publicaron los resultados del ensayo 

clínico fase III de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) y una mutación 

FLT3119. El ensayo consistió en agregar midostaurina (un inhibidor de FLT3) a la 

quimioterapia estándar de los pacientes. Se realizó la aleatorización de los 

pacientes y se estratificó de acuerdo con el subtipo de mutación FLT3: mutación 

puntual en el dominio tirosina quinasa (TKD) o mutación interna en tándem (ITD).  

En este trabajo se concluyó que la adición de midostaurina a la quimioterapia 

estándar prolongó significativamente la supervivencia general y sin eventos entre 

los pacientes con AML y una mutación FLT3 del tipo TKD o ITD. Dado estos 

resultados, es importante determinar la importancia clínica de la variante encontrada 
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por nuestro grupo de investigación, analizar su efecto y posteriormente su uso como 

blanco terapéutico.  

 

Creciente evidencia revela que la estabilización de p53 mutante en tumores es 

crucial para sus actividades oncogénicas, mientras que la reducción de p53 mutante 

atenúa las propiedades malignas de las células cancerosas. Por lo tanto, p53 

mutante es un objetivo susceptible de convertirse en fármaco atractivo para la 

terapia contra el cáncer. Se han tomado diferentes enfoques para desarrollar 

compuestos de moléculas pequeñas que se dirigen específicamente a la p53 

mutante. Estos incluyen compuestos que restauran la conformación de tipo salvaje 

y la actividad transcripcional de la p53 mutante, inducen el agotamiento de la p53 

mutante, inhiben las rutas río abajo de p53 mutante oncogénico e inducen letalidad 

sintética a la p53 mutante 120. Recientemente, Synnot y colaboradores, reportaron 

la actividad anticancerígena de PRIMA-1 y PRIMA-1MET (APR-246), dos 

compuestos que reactivan p53 mutante y lo convierten a una forma con propiedades 

de tipo salvaje. Utilizando un panel de 18 líneas celulares de cáncer de mama y 2 

líneas celulares de mama inmortalizadas, se encontró que las líneas celulares 

mutadas de p53 fueron significativamente más sensibles a PRIMA-1MET que las 

células p53 WT. Además de inhibir la proliferación celular, PRIMA-1MET indujo 

apoptosis e inhibió la migración de una manera dependiente de p53. En base a 

estos datos, los investigadores concluyen que la orientación del p53 mutante en el 

tratamiento con PRIMA-1MET es un nuevo enfoque potencial para tratar el cáncer de 

mama con mutaciones en p53, incluido el subgrupo de CMTN121.  
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Mediante la tecnología de qPCR, nosotros definimos una firma de cinco genes 

(FOXC1, UGT8, BCL11A, LPIN1 y ANKRD11) que se sobreexpresa en CMTN. El 

papel de cada gen se detalla en la Tabla 8.  

 

Tabla 8. Descripción de genes con expresión aumentada en CMTN. 

GEN NOMBRE OBSERVACIÓN 

FOXC1 Forkhead Box C1 Codifica un factor de transcripción. Participa en la 

regulación del desarrollo embrionario y ocular.  

BCL11A B Cell CLL/Linfoma 

11A 

Codifica un factor de transcripción con dedos de 

zinc. Durante la diferenciación de células 

hematopoyéticas, este gen está regulado 

negativamente. 

UGT8 UDP 

Glicosiltransferasa 

8 

Cataliza la transferencia de galactosa a ceramida, 

un paso enzimático clave en la biosíntesis de 

galactocerebrósidos, que son abundantes 

esfingolípidos de la membrana de mielina del 

sistema nervioso central y periférico. 

ANKRD11 Dominio 11 de 

repetición de 

Ankirina 

Regulador de cromatina que modula la acetilación 

de histonas y la expresión génica en células 

precursoras neuronales. 
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LPIN1 Lipin 1 Control del metabolismo de los ácidos grasos en 

diferentes niveles. Actúa como una enzima 

fosfatidato fosfatasa dependiente de magnesio que 

cataliza la conversión de ácido fosfatídico a 

diacilglicerol durante la biosíntesis de triglicéridos, 

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina en la 

membrana endoplásmica del retículo. Actúa 

también como un coactivador transcripcional 

nuclear para PPARGC1A / PPARA para modular la 

expresión génica del metabolismo lipídico. 

 

 

Algunos de estos genes están claramente involucrados en las vías tumorales. Los 

genes FOXC1 y BCL11A han sido estudiados de manera independiente y han sido 

considerados de utilidad clínica para CMTN como biomarcadores de diagnóstico y 

metastásicos, y algunos han sido considerados como posibles dianas terapéuticas. 

La regulación positiva de FOXC1 promueve el crecimiento tumoral, la transición 

epitelial mesenquimal y el comportamiento metastásico.122 Se ha observado que la 

sobreexpresión de BCL11A afecta la apoptosis mediada por p53 y desempeña un 

papel clave en CMTN123. UGT8 codifica para una enzima implicada en la síntesis 

de galactosilceramidas y esfingolípidos, la regulación previa de este gen aumenta 

el índice de proliferación celular y disminuye la apoptosis, favoreciendo los procesos 

metastásicos. Además, la sobreproducción de esta enzima aumenta la resistencia 

a la doxorrubicina 124. LPIN1 es un gen que codifica la enzima lipina1, una enzima 
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que participa en la regulación de la biosíntesis de triglicéridos y fosfolípidos 

catalizando la desfosforilación de fosfatidato en diacilglicerol (DAG), además de ser 

un corregulador de la transcripción de genes del metabolismo mitocondrial. 

Recientemente, se ha descrito que lipina1 regula el fenotipo de célula cancerosa 

tanto en cultivo de células de CM como en líneas celulares de cáncer de próstata125. 

Dadas estas observaciones, es importante la validación de estos resultados en una 

muestra más amplia, así como analizar su participación en el desarrollo del subtipo 

de CMTN.  

 

Nuestro grupo de trabajo encontró una firma de genes que se expresa en la 

inmunidad y como se mencionó anteriormente se ha demostrado que la presencia 

de una inmunidad antitumoral del hospedador influye en la respuesta a los 

tratamientos citotóxicos. Recientemente, se le ha dado una gran importancia al 

papel que juega la respuesta inmune en la respuesta al tratamiento en CMTN, a 

este respecto decidimos incluir una prueba que pudiera explicar el comportamiento 

de los tumores de CMTN en nuestra población, ya que la firma de expresión 

encontrada anteriormente en nuestro grupo de investigación, representa en su 

mayoría a genes que se expresan en células del sistema inmune. En el CMTN, la 

quimioterapia neoadyuvante (NAT) sólo induce una RPC en 30-35% de los 

pacientes. Los factores clínicos y patológicos no son suficientes para distinguir a los 

pacientes que no tienen posibilidad de una RPC o no. En este trabajo se evaluaron 

los TIL del estroma en las biopsias con aguja gruesa, se inmunofenotipificaron y se 

determinó la respuesta patológica en las muestras de cirugía de cáncer de mama 

post-neoadyuvante. Los criterios para evaluar los TIL fueron los reportados en 2015 
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por el grupo internacional de trabajo sobre el TIL en cáncer de mama, que 

recomienda un sistema de puntuación para los TIL con tinción de hematoxilina-

eosina (HE) para la práctica habitual126. Encontramos que en la mayoría de los 

casos que exhibían una respuesta patológica completa (50%) presentaban un alto 

recuento de TIL, mientras que 33% y 17% exhibían respuesta patológica parcial  y 

ninguna respuesta  respectivamente, lo cual es consistente con lo publicado 

previamente, donde el recuento alto de TIL se toma en cuenta como un predictor de 

respuesta patológica a la terapia neoadyuvante127; 128, especialmente en CMTN.  

 

La composición exacta de la infiltración de linfocitos T varía mucho, sin embargo, 

puede afectar profundamente la progresión de la enfermedad y la supervivencia 

general del paciente. No está claro si la presencia de linfocitos CD4+/CD8+ por sí 

solo proporciona información pronóstica, en este trabajo encontramos que una alta 

expresión de CD3+ estuvo presente en la mayoría de los casos con RPC (83.3%) y 

en 93.7% de los casos con RPP. Anteriormente, Rathore y colaboradores129, 

encontraron una relación directa entre la alta expresión de CD3+ y una mejor 

supervivencia; esta relación también se ha observado en otros tipos de cáncer, 

como el cáncer de cuello uterino y el cáncer de ovario epitelial130; 131. Esta asociación 

es importante ya que la densidad de la expresión de CD3+ se puede medir de forma 

rutinaria para predecir la respuesta patológica en aquellos pacientes con CMTN. A 

diferencia de CD3 +, CD4 + y CD8 + dieron como resultado un recuento bajo en 

aquellos casos con una RPC, mientras que en otros estudios la alta densidad de 

CD4 + y CD8 + se relacionó con un buen pronóstico en la supervivencia general130. 

Al realizar en análisis univariable de la RPC con la inmunofenitipificación de los 
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linfocitos T, no encontramos resultados estadísticamente significativos (p< 0,005), 

esto puede ser debido al tamaño de la muestra. La mayoría de los estudios que se 

han realizado en este campo son estudios que también incluyen casos con 

amplificación de HER2 / neu, con los que suman muestras de más de cien casos132; 

133, a diferencia de este estudio, que sólo incluye casos de cáncer de mama triple 

negativo. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Aunque nuestro número de muestras fue pequeño, podemos sacar varias 

conclusiones potencialmente importantes. En primer lugar, el espectro de mutación 

sigue siendo diverso incluso en un grupo cuidadosamente seleccionado y no tratado 

de pacientes con CMTN, todas las muestras eran de la misma institución y los 

procedimientos de laboratorio fueron cuidadosamente monitoreados. Encontramos 

65 variantes en 25 genes de los 48 secuenciados, de las cuales 17 no han sido 

reportadas. Nuestros resultados sugieren fuertemente que cada tumor tiene su 

composición molecular única, sin embargo, se observa que el total de las biopsias 

estudiadas tienen al menos dos variantes en el gen TP53, siendo la variante, de 

respuesta a fármacos, p.Pro72Arg, la más representativa, pues se encontró en el 

94% de las muestras analizadas. Además, encontramos 8 variantes no reportadas 

previamente con probables características deletéreas de la proteína supresora de 

tumores p53. Se identificó la variante rs2491231 del gen FLT3, en el 84% (16/19) 

de las muestras, la cual no ha sido reportada antes para este tipo de cáncer. Por 

todo esto, es importante validar la presencia de estas variantes en una cohorte 

mayor, así como en cultivo celular, y de esta manera evaluar el impacto en el 

diagnóstico, pronóstico y en última instancia evaluar el efecto de las variantes 

encontradas tanto reportadas como no reportadas.  

 

Además, este estudio validó un grupo de cinco genes útiles para discriminar CMTN, 

algunos de ellos independientemente asociados con este fenotipo de CM. 

Interesantemente, algunos de los genes están involucrados en procesos 

metabólicos relacionados con grasas. Por lo tanto, estos genes deberían tener 
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implicaciones importantes para el fenotipo CMTN. Sin embargo, la significación 

biológica y las interacciones moleculares deberían investigarse más a fondo para 

determinar la fisiopatología intrínseca de este subtipo CM. 

 

No se encontró una diferencia significativa entre la cantidad de Linfocitos Tumorales 

Infiltrados y la Respuesta Patológica Completa en las muestras de CMTN 

analizadas, pero creemos que es necesario analizar un mayor número de muestras 

ya que sí se observó una tendencia cuando hay cuenta baja de TIL y no hay 

respuesta patológica.  

 

Estos resultados resumen la heterogeneidad de CMTN, aun así, los hallazgos 

descritos pueden ser pertinentes para pacientes mexicanos y requieren evaluación 

en otros grupos étnicos y poblaciones. 

 

La imperante necesidad de encontrar blancos moleculares de CMTN le da un valor 

sobresaliente a los genes que reportamos en este trabajo, pues pueden ser 

considerados para posteriores evaluaciones como blancos terapéuticos o de 

pronóstico de CMTN. 
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ANEXO I 

Principales genes reportados de investigaciones que analizan el perfil de expresión génica de CMTN. CMTN: cáncer de 

mama triple negativo; CMnTN: cáncer de mama no triple negativo. 

Autor Observación  

Principales genes 

Objetivo de firma Diseño de experimento 

 

 

 

 

Característica 

de la muestra 

Comparación 

Rody, 

201161 

16 metagenes: fenotipo 

basal, señalización de 

receptor de andrógenos, 

diversas células inmunes, 

estroma, Claudina CD24, 

marcadores de células 

sanguíneas y adipocitos, 

inflamación y 

angiogénesis (VEGF). 

EPHB3, GABRP,AR, FOXA1, 

IgG, TCR, LCK, ITK, HLA-DR, -

DM, -DP, -DQ, HLA-A, -B, -C, -E, 

-F, -G, OAS1, OAS2, OAS3, MX1, 

Decorina, Osteonectina, 

Fibronectina. 

COL5A1, CLDN3, CLDN4, CD24, 

ELF3, BUB1, CDC2, STK6, 

BIRC5, TOP2A, HBA1, HBA2, 

HBB, FABP4, PLIN, ADIPOQ, 

ADH1B, VEGF, adrenomedulina, 

ANGPTL4, IL-8, CXCL1, CXCL2, 

Pronóstico/ 

Blanco terapéutico 

Base de datos 

pública 

394 CMTN 
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HOXA-4, -5, -7, -9, -10, -11, 

Histonas H2A, H2B 

Karn, 

2011134 

2 firmas (26 genes 

principales) 

IL8, SCD, AQP3, SERPINE1, 

LYPDC1, PGK1, SEC23A,  

SNAPC1, SNF7DC2, SORT1, 

SPOCK, SRPX2, STC1, STMN2, 

SYNCRIP, TAX1BP3, 

TBC1D22B, TGFB2, TGFBI, 

THBS1, TIAM1, TLE6, TNFAIP1, 

TNFRSF10B, TRIM23, TSGA10, 

TXNDC9, U2AF1L1, ULBP2, 

UQCRC1, VLDLR, VMD2, 

WFDC1, WWTR1, ZA20D1, ZP2. 

Pronóstico Base de datos 

pública 

394 CMTN 

Cascione, 

2013135 

2 firmas de microRNA y 4 

subgrupos de genes. 

miR-16, 155, 125b, 374ª y miR-

16, 125b, 374ª, 374b, 421, 655, 

497 

Subgrupo molecular 1: SPP1, 

MMP9, MYB12, BIRC5, TOP2A, 

CDC2,CDKN2A. Subgrupo 

molecular 2: BCL2, EGF, ERBB4, 

AR, ESR1, IL1A, FGFR2, WT1, 

MYC, FGF2, AKT1, CASP10. 

Subgrupo molecular 3: MET, 

Subclasificación/ 

Blanco terapéutico 

Tejido embebido 

en parafina 

CMTN vs Tejido 

adyacente y 

lesiones en 

nódulos linfáticos. 



 

GU 
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L1CAM, IGFBP3. Subgrupo 

molecular 4: TIMP1, TIMP2, 

CDKN1A, CCND2, MAP3K8, 

CAV1, LAMB1, JUN, CEBPA. 

Komatsu,20

13136 

322 genes desregulados Principales genes 

sobreexpresados: 

UBE2C,S100P, UCHL1, PTTG1, 

UBE2T, SIX1, PRC1, TOP2A, 

HORMAD1, FABP5, ATAD2. 

Principales genes 

subexpresados: PIP, DNAL11, 

WIF1, SCUBE2, TBC1D9, TFF3, 

ERBB4, GATA3, MLPH. LAMAB, 

LTBP2, LIFR, LRP2, MASP2, 

MATN2, MGP, NTN4, NRG1, 

PTHLH, PI15, PLAT, PDGFA, 

PTN, PIGR, PIP, SCGB1D1, 

SCGB1D2, SCGB3A1, SEMA3G, 

STC2, THSD4, TFF3. 

Blanco terapéutico  

Tejido fresco 

 

CMTN vs células 

ductales 

epiteliales 

Al-ejeh, 

2014137 

8 genes MAPT, MYB, MELK, MCM10, 

CENPA, EXO1, TTK and KIF2C. 

Pronóstico/ 

Blancos 

terapéuticos 

Meta-análisis CMTN vs CMnTN 



 

GU 
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Khaled, 

2015123 

1 gen BCL11A Blanco terapéutico Base de datos 

pública 

CMTN vs CMnTN 

He, 2015138 3 genes DUSP1 y FOXA1. DUSP1 Blancos 

terapéuticos 

Base de datos 

pública 

CMTN vs CMnTN 

Pacheco, 

2014139 

4 genes HIF-1α + c-MYC + 2OGDH + E-

cadherina 

Pronóstico Tejido fresco CMTN vs CMnTN 

vs Tejido normal 

García 

Vazquez, 

2017140 

11 microRNA miR-30a, miR-9-3p, miR-770 y 

miR-143-5p 

Pronóstico Tejido embebido 

en parafina 

10 CMTN  

Uva, 

2018141 

1 microRNA 135b Pronóstico Tejido embebido 

en parafina 

102 CMTN  
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ANEXO II 
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