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RESUMEN

El cancer de mama es un problema de salud que presenta alta incidencia y
mortalidad. Limitaciones en los métodos de deteccion y complejidad de la
enfermedad hacen necesario el desarrollo de nuevas herramientas diagndstico.
Diversos estudios demuestran el potencial de miRNAs, como biomarcador para
cancer de mama, como método diagndstico menos invasivo, mas rapido y que
proporciona informacion sobre la enfermedad. La cuantificacion sérica de
mMiRNAS en pacientes con cancer de mama surge como herramienta potencial en
el diagnostico de la enfermedad. En el presente estudio se cuantificaron,
mediante PCR en tiempo real, un panel de miRNAs (miR-181a, miR-145, miR-
155, y miR-205) seleccionado de la literatura, en suero de mujeres con cancer de
mama y mujeres sanas, y se explord la relaciébn entre su expresion con
caracteristicas clinicas y patologicas. EI miR-205 presentd diferencias entre
pacientes con cancer de mama y sanas (P=0.0009), con baja-expresion en
pacientes con la enfermedad. Se observaron diferencias en la expresién de miR-
145 (P=0.002), miR-155 (P=0.004) y miR-205 (P= 0.04) respecto al grupo de
edad. El andlisis de medianas de los niveles de expresion (fold change) de
MiRNAs con relacion a las caracteristicas clinico-patolégicas indicé relacion entre
miR-181a y miR-155 y presencia de invasion linfovascular y ganglios linfaticos
involucrados; relacion entre miR-181a y estadio clinico, asi como miR-181a y
miR-145 con el subtipo Luminal A. Los resultados sugieren que el analisis en
suero del panel de miRNAs posee potencial para su uso como biomarcador en
cancer de mama, sin embargo, se recomienda aumentar el nimero de muestras
para el anadlisis de la relacidbn entre expresion y las caracteristicas clinico-

patoldgicas.

Palabras clave: miRNAs, suero, cancer de mama, RT-qPCR.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es un problema de salud global, siendo la segunda neoplasia
no melanoma mas comunmente diagnosticada, después de cancer de pulmon.
En el 2012, se diagnosticaron 1.7 millones de casos de cancer de mama (11.9%
entre todos los tipos de céncer) (Stewart y col.,, 2014). En la Region de las
Américas, la Organizacion Mundial de la Salud, registro en el 2012,
aproximadamente 408,000 mujeres diagnosticadas con cancer de mama y

92,000 mujeres que fallecieron por la enfermedad.

En México, a partir del afio 2006, el cancer de mama desplaz6 al cancer
cervicouterino para ubicarse como la primera causa de muerte por cancer en la
mujer. Se estima una ocurrencia anual de 20,444 casos en mujeres, con una
incidencia de 35.4 casos por 100,000 mujeres. En el afilo 2013, se registraron
5,405 defunciones con una tasa de 16.3 defunciones por 100,000 mujeres. Las
entidades con mayor mortalidad por cancer de mama son Coahuila (24.2),
Sonora (22.6) y Nuevo Leon (22.4) (CNEGSR, 2013).

Se estima que la incidencia y mortalidad del cancer de mama seguiran
aumentando de manera importante debido al envejecimiento poblacional, a los
cambios en los patrones reproductivos, a una mayor prevalencia de los factores
de riesgo y a los problemas para el acceso oportuno a la deteccion, el diagnéstico
temprano y el tratamiento adecuado (NOM-041-SSA2-2011).

El cancer de mama es una enfermedad altamente heterogénea que puede
ser clasificada en 3 subtipos terapéuticos con base en expresion de receptores
especificos analizados por pruebas de inmunohistoquimica: receptor de
estrogeno (ER) positivo, siendo el grupo mas numeroso y diverso, con opcion de
terapia endocrina; receptor de HER2 amplificado (también llamados ERBB2,
factor de receptor de crecimiento epidérmico humano 2), para el cual se emplean

terapias de anticuerpos monoclonales; y el grupo denominado triple-negativo



(TNBC, por sus siglas en inglés) también conocido como de tipo basal, los cuales
carecen de la expresion de los receptores (ER, PR y HER2), son un grupo con
solo opciones quimioterapéuticas y que posee un incremento en la incidencia
dentro de pacientes con mutaciones germinales en BRCAL1 o ancestria africana
(CGAN, 2012).

En el 2000, Perou y col. analizaron patrones de expresion de genes en cancer
de mama empleando la técnica de microarreglos, con el objetivo de desarrollar
un sistema para clasificar tumores con base en su patron de expresion de genes,

reportando asociacion entre los subtipos clinicos de cancer de mama.

Actualmente, con base en técnicas de analisis genético, el cAncer de mama
es clasificado dentro de seis subtipos intrinsecos moleculares: luminal A, liminal
B, HER2+, tipo normal, basal, y bajo-claudin, los cuales estan relacionados con
la clasificacion clinica y prondstico de la enfermedad. Los de tipo Luminal son
comunmente dependientes de hormonas (ER y/o PR) y poseen mejor prondstico.
Los de tipo Basal y bajo-Claudin se superponen con el subtipo clinico
denominado triple negativo, los cuales poseen el peor pronéstico (Graveel y col.,
2015).

Las diferencias en las repuestas al tratamiento de los subtipos tumorales
soportan la necesidad clinica de mejorar los analisis predictivos y prondstico del
cancer de mama. Sin embargo, a la fecha, la clasificacion y pronéstico del cancer
de mama se basa principalmente en parametros clinico-patolégicos, tales como
tamafio del tumor, grado histolégico, estadio, nédulo linfatico (LN, por sus siglas
en inglés) infiltrado, y propiedades moleculares incluyendo la expresion de ER,
PRy HER2 (Tofighy col., 2014). A pesar del avance en la sub-clasificacion clinica
y molecular del cancer de mama, asi como la determinacion de esquemas de
tratamiento y prondstico para dicha clasificacion, la deteccion oportuna es clave

importante para el manejo y prondéstico de la enfermedad.



Actualmente, la mamografia es la herramienta de deteccion estandar, no
invasiva, para cancer de mama en etapas tempranas, sin embargo, el costo y la
experiencia requerida para realizar e interpretar una mamografia ha
obstaculizado la amplia aplicacion de este procedimiento. Ademas, posee
sensibilidad limitada en su uso en mujeres jovenes y en mujeres con mamas
densas. Por lo anterior, nuevos métodos de deteccion temprana de minima
invasidbn son necesarios para suplementar las técnicas actuales. Métodos
alternativos como la deteccion de marcadores tumorales en sangre, tales como
CA15.3 y antigeno carcinoembrionario (CEA) empleados en algunos centros de
salud, no son especificos y poseen sensibilidad limitada. Por lo que existe una
necesidad para desarrollar métodos costo-efectivos, menos invasivos, rapidos y

precisos para deteccion de este cancer de mama (Ng y col., 2013).

En los ultimos afios, las investigaciones en busca de marcadores tumorales
para deteccion y diagnostico de cancer han tenido gran desarrollo. Entre los
candidatos a biomarcadores de cancer mas estudiados se encuentran los
microRNAs, también denominados miRNAs, una clase de RNAs no codificantes,
que participan en la regulacién de la expresion de genes involucrados en
procesos tales como proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis. Los
mMiRNAs han sido identificados en diferentes muestras biologicas, donde se ha
observado cambios en su expresién que han sido relacionados con el desarrollo
de diversos tipos de cancer, entre ellos el cancer de mama. Se ha descubierto
gue ciertos miRNAs son capaces de discriminar entre muestras de pacientes con
cancer de mama y de individuos saludables, ayudan en la estratificacion
adecuada del tumor, predecir respuesta a tratamientos, riesgo de recurrencia y
progresion de la enfermedad, o incluso presentar un nuevo blanco terapéutico
(Heneghan y col., 2010).



Actualmente, diversos mMiRNAs son evaluados para Su uso como
biomarcadores de diagnéstico, pronéstico y vigilancia del cancer de mama
(Graveel y col., 2015). Recientes estudios de los niveles de expresion de miRNAs
en cancer de mama, han mostrado la existencia de una correlacion de los
patrones de expresion y la clasificacion histopatolégica de la enfermedad, asi
como otras variables clinicas, lo cual aumenta el valor potencial de miRNAs como
herramienta para el diagndstico y prondstico del cancer de mama. Sin embargo,
pocos estudios han evaluado un panel especifico de miRNAs con la capacidad
de detectar el cancer de mama y proporcionar informacion sobre las
caracteristicas clinico-patoldgicas de la enfermedad para ser implementados en

la practica clinica.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Generalidades de los miRNAs

Los miRNAs (microRNAs) son una clase de RNAs enddgenos, cortos con una
longitud de 17 — 25 nucledtidos, son secuencias que no codifican para proteinas
puesto que su funcion es la regulacion de genes a nivel post-transcripcional, y
estan presentes en animales, plantas y eucariotas unicelulares. El proceso de
regulaciéon consiste en la unién de un miRNA con un RNA mensajero (mMRNA),
mediante complementariedad de bases, de forma tal que inhibe su traduccién o
provoca su degradacion. Los miRNA participan en la regulacion de diversos
eventos celulares tales como desarrollo, diferenciacion, proliferacién y apoptosis
(Melo y col., 2014).

La biogénesis de los miRNAs se resume a través de una serie de pasos: 1)
RNA polimerasa Il (o en ocasiones Ill) transcriben miRNAs en el nlcleo como
transcritos primarios, denominados pri-miRNA (aprox. 500-3000 nucleétidos); 2)
la enzima RNasa Drosha y el gen codificante DGCRS, cortan el pri-miRNA a
aprox. 70 nucleétidos y construyen una estructura denominada tallo-horquilla, lo
cual da lugar al precursor de miRNA o pre-miRNA. La proteina Exportina 5
transfiere la hebra de pre-miRNA hacia el citoplasma, donde la enzima RNasa
denominada Dicer lo corta en un RNA duplex de 22-nucleétidos. En la mayoria
de los casos, la hebra con menor nimero de bases apareadas en el extremo 5’es
el miRNA maduro, mientras que la otra hebra es degradada. El miRNA maduro
construye un complejo con la proteina Argonauta 2 (AGO), y la proteina
heterodimero R2D2 y Dicer-2 forman el complejo RNA de induccién de
silenciamiento (RISC). El complejo RISC es capaz de silenciar la expresion de un
gen blanco, mediante el enlace de la region 3’'UTR de gen blanco (mMRNA). Este
enlace inhibe al ribosoma de traducir el gen, lo cual produce la reduccion de

expresion del gen blanco (Mathe y col., 2014).



Existen tres maneras posibles en las cuales los miRNAs pueden afectar
negativamente la traduccion de sus mRNA blanco. Si el apareamiento de bases
entre MRNA y miRNA es completo, es mas probable que se produzca la
degradacion de mRNA debido al impedimento estérico para el reclutamiento y
movimiento de ribosomas. En segundo lugar, mediante el apareamiento
incompleto, el sitio de iniciacion de la RNA polimerasa se encuentra bloqueado
lo cual conduce a la disminucién de la transcripcion de mRNA. La tercera opcion
es gque el complejo miRNA-RISC se transloca a los denominados cuerpos de
procesamiento (P-bodies, en inglés), los cuales carecen de componentes
ribosomales y funcionan como un almacén de mRNA y pueden mediar el
decaimiento de mRNA (Mathe y col., 2014).

Actualmente se conocen 2024 miRNAs en humanos, y se estima que
alrededor de 30% de los genes humanos son regulados por miRNAs, también
han sido descritos en otros organismos, tales como peces, nematodos, insectos,
plantas, entre otros, los cuales pueden ser consultados en la base de datos
denominada miRBase [http://www.mirbase.org/], donde se provee informacién
acerca de la secuencia de diversos miRNAs, asi como predicciones de sus genes
blanco (Marquez y col., 2014; Zaleska, 2015).

La presencia de miRNAs no es exclusiva dentro de las células, actualmente
se sabe que los miRNAs también estan presentes en fluidos corporales como
saliva, orina, fluido cerebro espinal y sangre. Aunque la presencia de miRNA
extracelular no es claramente conocida, existen investigaciones cuya hipotesis
indica que los mIRNA son liberados selectivamente como un mecanismo de
sefalizacion célula-célula, o como resultado de actividad fisiol6gica de la célula
0 por muerte celular. Los transportadores extracelulares de miRNAs reportados
son: exosomas, microvesiculas, lipoproteinas de alta densidad (HLD), asociadas
a proteinas de la familia AGO y en cuerpos apoptéticos (Turchinovich y col.,

2013). Los diferentes tipos de transporte extracelular de los miRNAs pueden



explicar su estabilidad y resistencia a la degradacion fuera de la célula, lo cual es

una de las caracteristicas que promueven su uso como biomarcador.

Los miRNA han sido propuestos como biomarcadores potenciales de
diversos tipos de cancer debido a que poseen diversas caracteristicas que los
convierten en una excelente herramienta de diagnéstico (Ferracin y col., 2015;
Khoury y col., 2015).

e Los miRNAs son liberados en circulacion, por lo que representan una

alternativa menos invasiva para pruebas diagnéstico.

o Pueden ser detectados y aislados a partir de tejido congelado o fijado
en formalina y embebidos en parafina (FFPE), asi como de diversos
fluidos biolégicos tales como sangre total, plasma, suero, orina, esputo

o saliva.
e Poseen alta estabilidad.

o miRNAs en suero pueden permanecer estables después de exposicion
a niveles altos o bajos de pH, almacenamiento prolongado,

temperaturas de ebullicion y ciclos de congelacion-descongelacion.

e Poseen implicaciones para deteccion de individuos con riesgo de cancer o
para el manejo de pacientes con cancer, ya que pueden potencialmente

predecir la agresividad del tumor, metastasis y resultados de la enfermedad.

e Los niveles de miRNA circulantes son significativamente diferentes entre

sujetos sanos y enfermos con algun tipo de cancer.

Las caracteristicas antes descritas confieren a los miRNAs caracteristicas
deseables como biomarcadores para su uso en la deteccion no invasiva del

cancer de mama.

Actualmente, existen tres métodos principales para determinar los niveles de

expresion global de miRNAs y predecir su potencial como biomarcador de



cancer. Las metodologias son: trascripcion reversa en PCR-tiempo real (RT-
gPCR), microarreglos y secuenciacion de RNA pequefio. Particularmente, RT-
gPCR es considerado el estandar de oro para la evaluacion y validacion de
biomarcadores de miRNA, debido a su capacidad de cuantificar adecuadamente

bajas copias de miRNAs (Kelly y col., 2015).

miRNAs en Cancer de Mama

Actualmente, existen numerosos estudios que han reportado la relacion que
existe entre la expresion de ciertos miRNAs provenientes de diferentes tipos de
muestras, con la presencia de cancer de mama. Zhu y col. (2015) identificaron
MiRNAs expresados diferencialmente en tejido tumoral y suero de pacientes con
cancer de mama, comparados con individuos saludables, 174 miRNAs en tejido
tumoral y 109 miRNAs en suero de pacientes, de los cuales, solo 10 miRNAs se
expresaban diferencialmente en ambos tipos de muestras, sugiriendo que solo
una pequefia porcién de miRNAs relacionados al tumor son liberados en el suero

de forma selectiva.

En un estudio reportado para poblacion mexicana por Mar Aguilar y col.
(2013) donde se evalud la expresidon de miRNAs en suero pre-cirugia de
pacientes con cancer de mama y grupo control, mediante técnica de PCR
cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR), se encontré siete miRNAs con diferentes
patrones de expresién en pacientes con cancer de mama comparados con el
grupo control (miR-10b, miR-21, miR-125b, miR-145, miR-155, miR-191 Y miR-
382). ElI miR-155 identificado por Mar-Aguilar, concuerda con el resultado
obtenido por Roth y col. (2010) cuya concentracion relativa en suero discrimina
significativamente pacientes con cancer de mama primario de mujeres
saludables, asi como de pacientes con enfermedad metastasica de controles
saludables. Posteriormente este mismo miRNA fue evaluado para rastrear el

efecto del tratamiento clinico del cancer de mama por Sun et al. (2012), indicando



gue los niveles de miR-155 se ven reducidos en suero de pacientes posterior al

tratamiento.

Avances en el estudio de la expresion de miRNAs han demostrado que
ademas de distinguir pacientes con cancer de mama de individuos saludables,
presentan asociacion entre sus niveles de expresion y las caracteristicas clinicas
y patoldgicas del tumor, evidencia sugiere que los perfiles de expresion del
mMiRNA pueden agrupar tipos similares de tumor mas adecuadamente que los
perfiles de expresion de genes de mRNA codificadores de proteinas (Ng y col.,
2013).

En una revision de la literatura sobre miRNAs desregulados en cancer de
mama y que pudieran presentar informacion adicional acerca del tumor, se
identificaron 205 microRNAs desregulados, de los cuales se seleccionaron 4
mMiRNAs de interés: miR-145, miR-155, miR-181a y miR-205 (Ver tabla ), por su
capacidad para distinguir entre pacientes con cancer de mama e individuos
saludables, asi como presentar asociacion con caracteristicas clinicas y

patolégicas del tumor.
miR-145

miR-145 presenta baja expresion en pacientes con cancer de mama comparado
con grupo control en muestras de tejido, suero y plasma (Romero-Cordoba y col.,
2012; Chan y col., 2013; Ng y col., 2013; Min y col., 2014; Kodahl y col., 2014),
principalmente mediante técnicas de RT-qPCR. Romero-Cordoba y col. (2012)
analizaron la expresion de miRNAs en muestras de tejido tumoral y normal en
pacientes mexicanas con cancer de mama, encontrando a miR-145 como capaz
de discriminar entre muestras PR positivo de PR negativo. En relacion a la
asociacion de miR-145 y estatus de ER y HER2, Min y col. (2014), reportaron

correlacion entre miR-145 con ER negativo y HER2 negativo.



Tabla I. Panel de miRNAs seleccionados, reportados en la literatura con

asociacion a cancer de mama y caracteristicas clinico-patoldgicas.

Caracteristica

miRNA Expresion clinico-patoldgica Tipo de Referencia
! muestra
asociada
ER/PR + Suero Romero-Cordoba y
miR-145 Baja HER2 — Iasma; col., 2012; Ng y col.,
expresion NL+ pte'ido ’ 2013; Chany col.,
Tamafio del tumor J 2013; Kodahl y col.,
2014; Min y col., 2014
Zhu y col., 2009; Sun
y col., 2012; Liu y col.,
HER? + Suero, 2013;.Sochor y col.,
. 2014; Wang y col.,
miR-155 Sobrexpresado NL+ plasma,
Post-menopausica tejido 2014, Zeng y col.,
P ! 2014; Shaker y col.,
2015, Wu y col., 2015;
Hou y col., 2016
Suero, Guo y col., 2013;
: Baja ..Sangf:e.’ 4 McDermott y col.,
miR-181a expresion ER+ PR+ HER2- tejido, fluido 2014; Do Canto y col.,
de lavado
2016
ductal
Savad y col., 2012; Liu
— Baja  pp. i Sueroy y col., 2013; Zhang y
mMiR-205 expresion ER- PR- HER2 tejido col., 2015, Fiannac y

col., 2015

HER2: Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
NL: N6dulo linfatico (ganglio linfatico)

ER: Receptor de estrogeno

PR: Receptor de progesterona

(+): Positivo

(-): Negativo

10



Gao y col. (2015) demostraron que miR-145 es capaz de suprimir la
expresion de la proteina 1l-asociada a resistencia de multidrogas (MRP1),
proteina de membrana trasportadora cuya sobrexpresion se asocia a la
guimioresistencia del cancer de mama. La region 3"no codificante del mRNA de
la proteina MRP1 es blanco directo de miR-145, el cual suprime la expresion de
MRP1. Mediante en ensayos in vitro con células de cancer de mama, Gao y col.
observaron un aumento en la sensibilidad de las células al agente terapéutico
doxorrubicina al inducir la sobrexpresion de miR-145, por lo que la baja expresion
de miR-145 en pacientes con cancer de mama puede ser evaluado como

biomarcador con caracteristicas predictivas para quimio-resistencia.

En un estudio mas reciente, Ye y col. (2018), mediante la sobrexpresion de
miR-145 en la linea celular MCF-7 de cancer de mama, reportaron a miR-145 con
efectos inhibidores en la proliferacion celular, formacién de colonias, capacidad
invasion y migracion celular. Efecto que puede explicarse por el estudio Zheng y
col. (2015) donde asocian a miR-145 con la proteina kinasa 1-asociada a Rho
(ROCK1), la cual participa en la migracion celular y anclaje al substrato. Zheng y
col. (2015) a través de ensayos in vitro con la linea celular MCF-7 de cancer de
mama, observaron una reduccién de los niveles de la proteina ROCK1, asi como
de su mRNA, mediante la sobrexpresion de miR-145. Correlacion inversa que fue

confirmada en muestras de tejido tumoral de cancer de mama.
miR-155

El miR-155 ha sido ampliamente reportado por presentar sobre-expresion en
pacientes con cancer de mama comparado con individuos saludables en
diferentes tipos de muestras, tales como: plasma (Liu y col., 2013), tejido (Nassar
y col., 2014; Wu y col., 2015) y principalmente en suero (Zhu y col., 2009; Sun 'y
col., 2012; Liu y col.,, 2013; Sochor y col.,, 2014; Shaker y col.,, 2015).
Adicionalmente, se han descubierto asociaciones entre la sobreexpresion de

miR-155 y caracteristicas clinico-patolégica del tumor. En un meta-analisis que
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incluia 15 estudios sobre miR-155 en cancer de mama y su asociacion con
caracteristicas clinico-patoldgicas, realizado por Zeng y col. (2014), se mostré la
relacion de dicho miRNA con cancer de mama, el cual se encontraba elevado en
tumores con HER?2 positivo 0 nédulos linfaticos positivos a metastasis, mientras

que para el estatus ER+ 0 PR+ fue significativamente menos expresado.

Nassar y col. (2014), analizaron la expresion de miRNAs en muestras de
tejido tumoral y normal adyacente de pacientes con carcinoma ductal invasivo,
fijado en formalina y embebido en parafina (FFPE), mediante la técnica de RT-
gPCR. MiR-155 fue reportado como sobrexpresado en tejido tumoral comparado
con tejido normal, ademas se asocid a pacientes post-menopadsicas, mayores
de 40 afios. En cuanto a su asociacion con estatus hormonal, miR-155 se
correlacion6 positivamente con sobrexpresion de HER2 y negativamente con la

expresion de PR.

La relacion inversa entre los niveles de miR-155 y expresién de receptores
hormonales positivos, ha sido estudiada en lineas celulares de cancer de mama
ER+ por He y col. (2016), en las cuales se encontr6 que miR-155 reprime la
expresion del gen de receptor de estrogeno denominado ErbB2 mediante dos
mecanismos: a nivel transcripcional, al inhibir a HDAC2, un activador
transcripcional de ErbB2; o a nivel post-transcripcional, al inhibir directamente la
region codificante de ErbB2.

La expresiéon de miR-155 también ha sido asociada con la proliferacion
celular, formacion de colonias y crecimiento tumoral, relacién que fue estudiada
por Jiang y col (2010), quienes identificaron al gen supresor de la sefializacion
de citoquinas (SOCS)-1, como gen blanco del miR-155. Dicho gen produce una
proteina que reprime la activacion del transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3), el cual esta relacionado con la proliferacion celular.
Jiang y col. observaron que la sobrexpresion de miR-155 reprimia a SOCS-1, lo

cual provocaba la activacion de STAT3 desencadenando la proliferacion celular,
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formacién de colonia y el crecimiento de tumores en ratones con injerto de células

tumorales mamarias.
miR-181a

miR-181a presenta baja expresion en diferentes muestras de pacientes con
cancer de mama comparado con grupos control, asi como en diferentes tipos de
muestra, tales como suero, fluido de lavado ductal (Guo y col., 2012; Do Canto y

col.,2016), sangre total y tejido (McDermott y col., 2014).

Gou y col. (2012) cuantificaron los niveles en suero de miR-181a mediante
RT-PCR, reportando niveles significativamente mas bajos de dicho miRNA en
pacientes con cancer de mama comparado con individuos saludables.
Adicionalmente evaluaron y compararon la sensibilidad y especificidad de miR-
181a para el diagnéstico de cancer de mama comparado con los marcadores
tumorales convencionales CA153 y CEA, obteniendo mejores valores en
sensibilidad y especificidad para miR-181a, con 70.7 y 59.9%, respectivamente,
mientras que para los marcadores CA153 y CEA, su sensibilidad fue de 10.53y
9.21%.

En cuanto a la relacion de los niveles de expresibn de miR-181 con
caracteristicas patologicas del tumor, McDermott y col. (2014), validaron la
expresion alterada de miR-181a dentro de un panel de 3 miRNAs (miR-29, miR-
181a y miR-652) en muestras de sangre de mujeres con cancer de mama de
subtipo luminal A (ER+ PR+ HER2-), indicando el potencial de miR-181a para

dicho subtipo de cancer de mama.

A nivel molecular, miR-181a ha sido identificado por Kastrati y col (2015),
como regulador de la proteina denominada PHLDA1 (Dominio de tipo homologia
Pleckstrin, familia A, miembro 1), implicada en la sobrevivencia celular y
propiedades de tipo célula madre en células cancerigenas. Kastrati y col.
estudiaron el efecto de la via de receptor de estrogeno (ER) y la via inflamatoria

del factor nuclear KB (NFKB), en cultivo de mamosferas ER+, es decir, células de
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cancer de mama, receptores estrégeno positivas con caracteristicas no
adherentes y con condiciones no diferenciantes, donde observaron la
sobrexpresion de PHLDA1L y baja expresion de miR-181a. Al estudiar el efecto de
la sobrexpresion de miR-181a en este modelo, se bloqueaba la proteina
PHLDA1, impidiendo significativamente la formacion de mamosferas. Lo cual
puede explicar la relacion entre la baja expresion de miR-181a observado en

cancer de mama, particularmente del tipo ER+.
miR-205

miR-205 ha sido identificado como miRNA de baja expresion en pacientes con
cancer de mama comparado con grupo control en muestra de tejido (Savad y
col., 2012; Fiannac y col., 2015) y suero (Liu y col., 2013; Zhang y col., 2015). En
comparacion con otros tipos de cancer, miR-205 se manifiesta con baja expresion
en cancer de mama, por el contrario, se sobrexpresa en cancer de pulmon, vejiga

y endometrio (Hou y col., 2016).

Zhang et al. (2015) evaluaron los niveles de expresion en suero de miR-205
de pacientes con cancer de mama y controles saludables mediante gRT-PCR,
asi como la sensibilidad y especificidad de miR-205 para el diagnéstico de la
enfermedad, encontrando una sobre-expresion de miR-205 en los controles
saludables, por lo tanto, baja expresion en pacientes con la enfermedad. En la
evaluacion de sensibilidad y especificidad para diagnéstico de cancer de mama
por miR-205, fue de 86.2% y 82.8%, respectivamente, por lo que posee
moderadamente alta precisién en la discriminacién de pacientes con cancer de

mama entre controles saludables.

En asociacion a caracteristicas patologicas del tumor, la baja expresion de
miR-205 ha sido relacionada con cancer de mama subtipo triple negativo (ER-
PR- HER2-) en muestras de tejido de pacientes con cancer de mama (Savad y

col., 2012; Fiannac y col., 2015). miR-205 también ha sido asociado a cancer de

14



mama inflamatorio, una de las formas mas agresivas de cancer de mama (Hou y
col., 2016).

En cuanto a la relacion de miR-205 y cancer de mama, miR-205 ha sido
asociado a la regulacion de la expresion de e-cadherina, proteina involucrada en
la transicion de células epiteliales a mesenquimales, proceso fundamental en el
mecanismo de invasion y metastasis del cancer. Mediante la supresion de los
represores de transcripcion de e-cadherina, ZEB1 y ZEB2, miR-205 regula la
expresion el proceso de transicion epitelial-mesenquimal. En estudios de
hibridizacion in situ de miR-205 en tejido de cancer de mama, se observa una
reduccion de e-cadherina en asociacién con baja expresion de miR-205 (Hou y
col., 2016).

Zhang y Fan (2015) identificaron a la proteina AMOT (angiomotion),
implicada en migracion celular, como blanco de miR-205. Observaron que el
decremento en la expresion de miR-205 en la linea celular de cancer de mama
MCF-7, resulta en el aumento de AMOT, lo cual contribuye al crecimiento e

invasion del cancer de mama.

Los estudios recientes demuestran el potencial de los miRNAs como
biomarcadores en suero para diagndstico del cancer de mama, los cuales ofrecen
un método menos invasivo, mas rapido y que proporciona informacion relevante
sobre la enfermedad. Por tal motivo, la cuantificacion sérica de miRNAs en
pacientes con cancer de mama surge como una herramienta potencial en el
diagndstico, generando la necesidad de desarrollar un panel de miRNAs capaz
de distinguir entre mujeres con cancer de mama y mujeres saludables, que
adicionalmente proporcione informacion sobre caracteristicas clinico-patolégicas

del tumor que permitan un adecuado manejo de la enfermedad.
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Planteamiento del Problema

El cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en mujeres
alrededor del mundo. A pesar de los avances en la comprension de la
enfermedad, asi como en el diagndstico y tratamiento del mismo, biomarcadores
de interés clinico no son muy numerosos. Actualmente, existen investigaciones
sobre miRNAs como biomarcadores para el diagnostico y prondstico del cancer

de mama.

La mamografia es el estandar de oro actual para la deteccion de cancer de
mama en mujeres mayores a los 39 afos. Sin embargo, sus limitaciones incluyen
altas tasas de falsos-positivos, lo cual lleva a imagenes adicionales, biopsias, y
bajas tasas de éxito en deteccion de tejido neoplasico dentro de tejido mamario
denso. La combinacibn de mamografia con resonancia magnética y otras
plataformas de imagenologia pueden mejorar la deteccion de tumores, pero estas
imagenes adicionales son costosas y no son procedimientos de deteccion
rutinarios. Consecuentemente, ensayos mas sensibles y especificos para la
deteccion son necesarios para evitar imagenes adicionales y cirugias
innecesarias de resultados de mamografia falsos-positivos. El andlisis de miRNA
en sangre ofrece un método de deteccién econémico y no invasivo del cancer de
mama en etapas tempranas, asi como la posibilidad de examinar mas a fondo a
los individuos de alto riesgo, aquellos con predisposicion genética o pacientes

post-tratamiento en riesgo de recurrencia.

Los estudios recientes demuestran el potencial de los miRNAs como
biomarcadores en suero para diagnostico del cancer de mama, los cuales ofrecen
un método menos invasivo, mas rapido y que proporciona informacion relevante
sobre la enfermedad. Por tal motivo, en este estudio se ha seleccionado un panel
de miRNAs (miR-155, miR-145, miR-181a y miR-205) para su cuantificacion en

suero de pacientes con cancer de mama comparado con un grupo de mujeres
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sanas, con el objetivo de establecer su relacion con caracteristicas clinicas y

patologicas del tumor.

Pregunta de Investigacion

¢ El panel de miRNAs seleccionado (miR-155, miR-145, miR-181a y miR-205) es
capaz de detectar la presencia de cancer de mama y se relacionara con

caracteristicas clinico-patolégicas del tumor?

Hipodtesis
Los niveles de los miRNAs (miR-155, miR-145, miR-181a y miR-205) evaluados
en suero de mujeres con cancer de mama permitird la deteccion de la
enfermedad, asi como su relacidén con las caracteristicas clinico-patolégicas del
tumor (estadio clinico, tamafio del tumor, tipo y grado histolégico, invasion
linfovascular, ganglios linfaticos involucrados, estatus de receptores hormonales
ER/PR, estatus HER2, subtipo clinico).
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MATERIALES Y METODOS

Disefno del Estudio

El estudio fue de tipo exploratorio, analitico, prospectivo. Las variables
dependientes fueron los niveles de expresion de miRNAs miR-181a, miR-145,
miR-155 y miR-205, las variables independientes incluyeron las caracteristicas
clinico-patoldgicas del tumor, tales como estadio clinico, tamafio del tumor, y

marcadores histopatoldgicos (RE, RP, Her2).

Tamano de la Muestra

Se realizd una revision de los nuevos casos de cancer de mama reportados en
la semana 1 hasta la semana 37 del 2015 y 2016, para el Estado de Sonora por
la Direccidon General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud, se presentaron
en el municipio de Hermosillo, Sonora 70 nuevos casos en el 2015 y 69 nuevos
casos en el 2016. En dichos reportes se indica el numero de nuevos casos de
mujeres con cancer de mama en Hermosillo, asi como la institucion de salud

donde fueron reportados (Tabla II).

Por medio de los reportes de nuevos casos de cancer de mama en los ultimos
dos afios, para este estudio se estimé6 un tamafio de muestra de
aproximadamente 30 participantes durante el periodo de un afio, sin embargo,
solo se reclutaron 15 pacientes debido a la participacion de 4 de 5 sitios de

reclutamiento contemplados.

Reclutamiento de Pacientes

Se llevo a cabo un muestreo por conveniencia en hospitales publicos de la ciudad
de Hermosillo, Sonora, con previa autorizacion de los comités de ética e

investigacion de los hospitales.
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Tabla Il. NUmero de nuevos casos de mujeres con cancer de mama en
Hermosillo, 2015 y 2016.

L No. nuevos casos de No. nuevos casos de
Institucion de . .
salud cancer de mama, semanal cancer de mama, semana
a 37 de 2015 1a37de 2016
IMSS 19 18
ISSSTE 3 20
SSA 3 8
OTROS 45 21
SEDENA 0 2
TOTAL 70 69

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS); Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
de los Trabajadores del Estado de Sonora (ISSSTE); Secretaria de Salubridad y
Asistencia (SSA); Secretaria de Defensa Nacional (SEDENA).
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Las instituciones de salud participantes fueron:

e Centro Médico “Dr. Ignacio Chavez’, Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado de Sonora (ISSSTESON)

e Hospital General del Estado de Sonora “Dr. Ernesto Ramos Bours”

e Centro Estatal de Oncologia

e Hospital Integral de la Mujer en el Estado de Sonora

El proyecto se realizado con base en las guias del hospital, acatando la
Declaracion de Helsinki sobre los principios éticos para la investigaciéon médica

gue involucra sujetos humanos.

Criterios de Inclusioén

e Mujeres = 18 afios de edad.
e Diagnéstico confirmado de cancer de mama
e Estadio clinico I, lIA, 1IB y IlIA

Criterios de Exclusion

e Historial previo de cualquier tipo de cancer, metastasis o tratamiento previo
para cancer de mama.

e Padecimiento de enfermedad psiquiatrica y/o situacién especifica que
limite la capacidad de comprension y firma del consentimiento informado.

e Participante que no tenga disposicion de firmar el consentimiento

informado.

Criterios de Eliminacion

e Participante que no cuenten con reporte de marcadores tumorales RE, RP

y Her2.

e Participante que se niegue a la donacion de muestra de sangre.
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e Participante que retire su consentimiento informado.

La identificacion de participantes con cancer de mama candidatas al estudio
se realiz6 con la colaboracion de personal clave en los hospitales participantes:
oncélogo cirujano y trabajadora social.

El reclutamiento de pacientes sanas se realizé en el Centro Médico “Dr.
Ignacio Chavez”, Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores
del Estado de Sonora (ISSSTESON). Se recluto a pacientes aparentemente
sanas sin historial previo de cancer, mismo rango de edad que las pacientes
reclutadas con cancer de mama y con resultado por imagenologia negativo a
cancer de los primeros 6 meses a la fecha de reclutamiento, es decir, reportes
con BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) categorias 1y 2, que
corresponden al diagnostico de ninguna anomalia importante que reportar, y

hallazgo benigno (no canceroso), respectivamente.

A todas las participantes se les aplic6 consentimiento informado,
posteriormente se les realizd un cuestionario de factores de riesgo de cancer de
mama y solicité la toma de muestra de sangre para la investigacién, previa a su
cirugia programada. Las pacientes cuyo tratamiento inicial asignado fuera
guimioterapia neoadyuvante, la toma de sangre se realizd previo a iniciar la
guimioterapia, mientras que las pacientes referidas a cirugia primaria (previo a

quimioterapia), la muestra de sangre se obtuvo antes de la cirugia programada

En este estudio, el andlisis de miRNAs se realizé en muestras de suero, sin
embargo, a partir de los resultados de esta investigacion, se pretenden efectuar
estudios genéticos posteriores con aquellos miRNAs que presenten relaciéon
estadisticamente significativa con la presencia del tumor y caracteristicas clinico-
patolégicas del mismo. Para estos estudios posteriores relacionados a cancer de
mama, como se refiere en el consentimiento informado, se recolectdé material

adicional en el grupo pacientes con diagnéstico de cancer de mama:
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e Muestra de tejido tumoral y tejido normal adyacente en bloque de parafina y
congelado en fresco (alrededor de 500 a 1000 mg), sin comprometer el
diagndstico patologico correspondiente. Dicho material se obtuvo a partir de
la reseccion quirurgica del tumor, dentro del laboratorio de patologia de los
hospitales participantes y con la colaboracion de personal asignado al area.

e Muestra de sangre post-cirugia, minimo 14 dias después de la cirugia.

Se recluté un total de 15 mujeres con diagnostico de cancer de mama
confirmando de cancer de mama primario no metastasico (estadio clinico I, Il y
[l1). Asi como un grupo de 5 mujeres aparentemente sanas, sin historial previo de
cancer, mismo rango de edad y con resultado por imagenologia negativo a cancer
de los primeros 6 meses a la fecha de reclutamiento.

Recolecciéon de Datos Clinicos-Patologicos

Los datos clinicos-patologicos de las pacientes en estudio se obtuvieron a partir
de la revision de sus expedientes clinicos en archivo de los hospitales
participantes, los datos recolectados son descritos en la tabla Ill. Descripcion de

variables en estudio.

Adicionalmente, se colectaran datos sobre factores de riesgo de cancer de
mama de la participante, con el fin de determinar las caracteristicas
epidemiolégicas y antecedentes familiares de cancer de mama de las
participantes para posteriores estudios. La informacién se obtuvo mediante un
cuestionario aplicado por el investigador responsable, posterior a la firma del

consentimiento informado, preferentemente previo a la cirugia.

Los subtipos moleculares de cancer de mama de las pacientes se
determinaron con base en sus resultados de inmunohistoquimica obtenida de sus

reportes de patologia diagnostica de la enfermedad, asignandole el subtipo
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correspondiente basado en los criterios descritos por Carey y col. (2006) (Ver
tabla 1V).

Recoleccion y Procesamiento de Muestras

Se colectaron muestras de sangre de pacientes con cancer de mama antes de
iniciar cualquier tratamiento, sea quimioterapia neoadyuvante o cirugia primaria.
La muestra de sangre de las pacientes sanas se obtuvo dentro de los primeros 6
meses posteriores al estudio de imagenologia con resultado negativo a cancer

de mama.

La muestra de sangre de ambos grupos se obtuvo en ayunas. La toma de
sangre se realiz6 de forma aséptica mediante venopuncion. Se colecté una
muestra de aproximadamente 10 ml de sangre venosa con tubos BD Vacutainer
SSTTM (REF. 368159 volumen de 5 ml, tubos de plastico con gel para separacion
de suero). La sangre obtenida fue transportada con compresas frias al
Laboratorio de Investigacion en Cancer de la Universidad de Sonora, donde fue
procesada en un tiempo no mayor a 2 horas (posterior a los 30 min de

recoleccion, una vez ocurrida la coagulacion).

En el laboratorio, las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1,200 g x 15
min a 25°C en una centrifuga Sorvall ST 40R (marca Thermo Scientific) para la
separacion del suero, el cual se transfirié cuidadosamente en alicuotas de 0.5 ml
dentro de crioviales de 1.5 ml estériles, libres de RNasa y almacenados a -80°C,
para su posterior extraccion de RNA. Los viales se identificaron con clave
numerica cuyo enlace con las pacientes se mantiene bajo resguardo con el fin de

resguardar la confidencialidad.
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Tabla Ill. Descripcion de variables en estudio.

Variable Definicién Definicion Escala de medicién o Indicador Clasificacién
conceptual operacional clasificacion causa-efecto
estadistica
Nivel de Cuantificacion de Cuantificacion de Cuantitativa continua, Presencia o ausencia Dependiente
cada miRNA  miRNA en suero de miRNAs por la indice de cambio en la de cancer de mama,
en estudio pacientes férmula 2-2ACT del expresion (fold-change)  relacion con
andlisis de muestras caracteristica clinico-
en gRT-PCR patolégica
CARACTERISTICAS CLINICAS
Estadio Medida de la Estadio clinico Cualitativo ordinal, Extension y Independiente
clinico extension y determinado por el clasificacion de la AJCC  propagacion del tumor
(AJCCQC) propagacion del sistema TNM (I, 1y v)
tumor
Tamafio del Medida del tamafio Medicién en cm del Cuantitativa continua, Tamafio del tumor Independiente
tumor del tumor tumor, medida medida del tumor en cm
realizada en el
laboratorio de
patologia
Ganglios Se refiere al nUmeroy Estado ganglionar Cuantitativa ordinal NO, Metastasis a ganglios Independiente
linfaticos ubicacion de los determinado por el N1, N2, N3 o NX, linfaticos

involucrados

Tipo
histolégico

Grado
histolégico

ganglios linfaticos que
tienen cancer,
clasificacion TNM
Patrones
morfolégicos de
cancer de mama

Descripcién de tumor
con base en forma de
las células tumorales
al microscopio

sistema TNM

Identificacion al
microscopio de
patrones morfolégicos
de cancer de mama
Evaluacion por el
sistema de gradacién
de Scarff-Bloom-
Richardson

sistema de clasificacion
TNM

Cualitativo nominal

Cuantitativa discreta,
clasificado como grado
1,203

patrones morfoldgicos

Rapidez con la cual se
dividen las células
cancerosas, menor
grado = crecimiento
lento, mayor grado =
crecimiento rapido

Independiente

Independiente
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Tabla lll. Descripcion de variables en estudio (continuacion).

Escala de medicién o

. Definicién Definicidn A . Clasificacién
Variable : clasificacion Indicador
conceptual operacional - causa-efecto
estadistica
CARACTERISTICAS PATOLOGICAS
Estatus ER  Evaluacion de la Estatus de receptor Cualitativa nominal Células tumorales Independiente
expresion del receptor de estrogeno en tejido  (positivo o negativo) positivas o negativas a
hormonal de tumoral por la expresion del receptor
estrogeno en tejido inmunohistoquimica hormonal de estrégeno
tumoral reportado por
patologia
Estatus PR  Estatus del receptor Estatus de receptor Cualitativa nominal Células tumorales Independiente
hormonal de de progesterona en (positivo o negativo) positivas o negativas a
progesterona en tejido tejido tumoral por la expresion del receptor
tumoral inmunohistoquimica hormonal de
reportado por progesterona
patologia
Estatus amplificacion del gen  Estatus de expresion  Cualitativa nominal Células tumorales Independiente
HER2/neu 0 sobreexpresion de de HER2/neu en (positivo o negativo) positivas o negativas a
proteina HER2/neu tejido tumoral por la expresion de
inmunohistoquimica HER2/neu
reportado por
patologia quirGrgica
Subtipo Clasificacion del Subtipos moleculares  Cualitativa nominal Clasificacion molecular Independiente

moleculares

cancer de mama
basados en
resultados de
inmunohistoquimica
(criterios descritos por
Carey y col., 2006)

de cancer de mama
determinados por
estatus de sus
receptores
hormonales, Her2 y
Ki67

(Luminal A, Luminal B,
HER, Triple negativo)

del cancer de mama
dada por parametros de
inmunohistoquimica




Tabla IV. Criterios de clasificacion de subtipos moleculares de cancer de mama

por inmunohistoquimica.

PERFIL DE INMUNOHISTOQUIMICA

SUBTIPO )
Estatus ERy PR Estatus Her2 Estatus Ki67
Luminal A ER+ (25%) y/o PR+(25%) HER2- Ki67 <13% (-)
Luminal B ER+ (25%) y/o PR+(25%) HER2+ Ki67 >13% (+)
Her2 ER- y PR- HER2+
Triple negativo ER+ (<5%) y/o PR+( <5%) HER2-

ER: Receptor de Estrégeno

PR: Receptor de Progesterona

HER2: Receptor 2 de Factor de Crecimiento Epidérmico Humano
(-): Negativo

(+): Positivo
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Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se realizd6 mediante el miRNAeasy Serum/Plasma Kit
(QIAGEN) para aislar el RNA total libre de células, usando un volumen de 200 pl
del suero previamente descongelado en hielo, de acuerdo al protocolo del
fabricante. Durante el proceso de extraccibn, se agregé el miRNeasy
Serum/Plasma Spike-In  Control (QIAGEN), un miRNA sintético de
Caenorhabditis elegans (cel-miR-39-3p), como control para la normalizacién de

los datos.

La concentracion y pureza del RNA de todas las muestras fue evaluada
mediante espectrometria mediante el NanoDropl1000 (Thermo Scientific), la
concentracion se midié por la absorbancia a 260 nm y el indice de pureza se
determiné usando la relacion A260/280. Las muestras de RNA obtenidas fueron
almacenadas a -80°C hasta continuar con el proceso de transcripcion reversa y

PCR en tiempo real.

Sintesis de cDNA vy Cuantificacion de miRNAs por gRT-PCR

Para la sintesis de cDNA, se utilizé el TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems), asi como los primers especificos para los miRNAs en
estudio (TagMan™ MicroRNA Assay- Applied Biosystems), cuyos primers para
transcripcion reversa contienen una modificacion de tallo-orquilla lo cual les

permite detectar miRNAs maduros y biolégicamente activos.
El proceso de sintesis de cDNA consistié en 3 pasos:

1. Preparacion de la master mix de RT (Transcriptasa Reversa, por sus siglas en
inglés)
2. Preparacion de la reaccion RT

3. Ejecucion de la transcripcidn reversa
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Para la preparacion de la master mix de RT se emplearon los componentes
descritos en la Tabla V. Debido a las caracteristicas de los primers y el kit de RT,
disefiados para la generacion de cDNA especificos, se modificé el volumen de
primer RT en la mezcla de master mix (se agrego 1.43 pl de cada primer RT, en
lugar de 3 pl) para agregar los primers RT de los 4 miRNAs en estudio a una sola
reaccion de RT por cada muestra de pacientes (sanas y con la enfermedad), no

fue necesario afadir agua libre de nucleasas.

Las muestras de RNA de cada paciente fueron diluidas con el propoésito de
agregar 5 pl de muestra de RNA con 5 ng de RNA total por cada reaccion de RT.
Los tubos de RT se colocaron en termociclador (T100 BIO-RAD) usando los

pardmetros descritos en la Tabla VI.

Los niveles de expresion de miRNAs fueron cuantificados usando el PCR en
tiempo real StepOne™ (Applied Biosystems). Se emplearon primers marcados
con fluorocromo FAM (emision a 518 nm) para los miRNAs en estudio, mientras
qgue el primer del Spike-In Control se adquiri6 marcado con el fluorocromo VIC
(emision a 554 nm) (Ver tabla VII), de esta manera las reacciones de PCR se
realizaron en duplex, es decir, dentro de una misma reaccion de PCR se agreg6
el primer del miRNA en estudio mas el primer del miRNA control. Los pardmetros

para el termociclador de PCR en tiempo real se describen en la tabla VIII.

Las reacciones de PCR se realizaron con base en lo descrito por el
fabricante, con modificaciones en el volumen de componentes, como se muestra

en la Tabla IX para un volumen de reaccion final de 10 pl.

Calculo de la Expresidn Relativa de miRNAs

La expresion relativa de los miRNA maduros se calculé mediante el método del
doble delta Ct (2722CT), El Ct se define como el ciclo de PCR en el cual la sefial

de fluorescencia del colorante reportero cruza un umbral de amplificacion.
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Tabla V. Componentes de la reaccion de transcripcion reversa.

Volumen
Componentes para 15 pl de reaccién de
Master Mix
100 mM dNTPs (con dTTP) 0.15
Transciptasa reversa MultiScribe™ 50 U/pl 1.00
Buffer de transcripcién reversa 10X 1.50
Inhibidor de RNase, 20 U/ul 0.19
RT Primer miR-181a 1.43
RT Primer miR-145 1.43
RT Primer miR-155 1.43
RT Primer miR-205 1.43

dNTPs: Desoxirribonucleétidos trifosfato

Tabla VI. Pardmetros del termociclador para reaccion de transcriptasa reversa.

Tiempo Temperatura
(min) (°C)
30 16
30 42
5 85
0 4
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Tabla VII. Informacién de iniciadores empleados.

MicroRNA Numero _de Acceso en Secuencia
(Sonda FAM) miRBase
hsa-miR-181a-2-3p MIMATO0004558 5"ACCACUGACCGUUGACUGUACC3
hsa-miR-145-3p MIMAT0004601 5"GGAUUCCUGGAAAUACUGUUCUZ’
hsa-miR-155-3p MIMAT0004658 5"CUCCUACAUAUUAGCAUUAACAZ
hsa-miR-205-3p MIMATO0009197 5"GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUCZ
Primer control Numero ple Acceso en Secuencia
(Sonda VIC) miRBase
cel-miR-39 MIMATO0000010 5"UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG3’

miRBase: Base de datos para secuencias de miRNAs publicadas
(http://www.mirbase.org/)

Tabla VIII. Pardmetros para la reaccion de PCR en tiempo real.

Tiempo Temperatura (°C)
2 min 50
10 min 95

40 ciclos

15 seg 95

60 seg 60

Tabla IX. Componentes de la reaccion para PCR.

Volumen (ul)

Componentes para 10 yl de reaccion
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) 5
Agua libre de nucleasas 3.535
Primer en estudio (marcado con sonda FAM) 0.4
Primer control (marcado con sonda VIC) 0.4
cDNA, producto de lareaccion RT 0.665

Se empled el fluor6foro ROX como referencia pasiva.
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Los datos de Ct se colectan en la fase exponencial de la amplificacion de PCR.
El valor numérico del Ct es inversamente relacionado a la cantidad de amplicon

en la reaccion.

A continuacion, se describen los pasos realizados para el calculo del 272ACT
(Schmittgen y Livak, 2008).

1. Normalizacién de los datos
A cada valor de Ct de cada miRNA se le resto el Ct del miRNA control (cel-miR-
39), siguiendo la formula:
ACt = (Ct del gen de interés - Ct del control interno)

La férmula anterior se aplico a los resultados de Ct de todas las muestras,
tanto de pacientes con la enfermedad y pacientes sanas.
2. Calculo del AACT
Los resultados ACt de las muestras de pacientes con cancer de mama se
agruparon de acuerdo a la edad de las pacientes sanas (+/- 4 afios de diferencia
entre sanas y enfermas, ver tabla X). Posteriormente se resta el ACt de la
paciente sana a los ACt de las pacientes con la enfermedad, el resultado de dicha
resta corresponde al AACt, al cual se aplica la exponencial 2722CT  E| valor
resultante representa el nivel de expresion relativa del miRNA en estudio de las

muestras de suero evaluadas.

2°AACt = [(Ct del gen de interés - Ct del control interno) — (Ct del gen de interés - Ct del control interno)
paciente con cancer de mama paciente sana

Los resultados obtenidos a partir de la formula se interpretan como la
expresion relativa del miRNA de interés de la muestra de pacientes con cancer
de mama respecto a las muestras de pacientes sanas, que para este estudio se

denominardn como grupo de casos y grupo control, respectivamente.
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Tabla X. Agrupacion de pacientes con cancer de mama y sanas con base en la
edad.

Pacientes sanas Pacientes con cancer de mama
Edades Edades
30 31
42 40-42
53 50-54
58 58
63 61-67
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3. Célculo del fold-change

Para calcular el indice de cambio en la expresion del miRNA en estudio de las
pacientes con la enfermedad respecto a las sanas, se calcul6 la mediana de los
valores de 222Ct | os valores mayores a 1 indican una sobreexpresion del

miRNA, mientras que los valores menores a 1 representan una baja expresion.

Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos clinicos y patolégicos se realizé mediante el
calculo de la media y desviacion estandar. Para el analisis de los niveles de
expresion de los miRNAs en estudio y su comparacion entre casos y controles,
asi como con las caracteristicas clinicas y patolégicas se emplearon las
medianas de la expresion de los miRNAs. Se us6 la prueba U de Mann-Whitney
para analizar la relacién entre la expresion de miRNAs y las caracteristicas
clinico-patolégicas en los casos correspondientes, dado que los datos no
cumplieron con el supuesto de normalidad. Se emple6 el paquete estadistico
NCSS version 11 y XLSTAT version 2017.

Consideraciones Eticas

El presente protocolo se ajusté a los principios de la Declaracion de Helsinki,
Informe de Belmont de 1978, asi como a los requerimientos indicados en el
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la
Salud; la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los
criterios para la ejecucion de proyectos de investigacién para la salud en seres

humanos; Norma Oficial Mexicana NOM-168-SSA1-1998, del expediente clinico.

El nivel de riesgo del estudio, en conformidad con el articulo 17 del

Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la
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salud, se clasifica como Investigacion con riesgo minimo, debido a que se

requeria de la extraccién de sangre por puncidn venosa.

Aprobacion del Comité de Etica

El presente estudio se realiz6 con previa autorizacion de la Comision de Bioética
e Investigacion del Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud de la
Universidad de Sonora, asi como de los comités de Etica e Investigacion de las

instituciones de salud participantes.

Consentimiento Informado

El consentimiento informado fue requerido para todas las participantes en el
estudio, sanas y con cancer de mama. Se explicé a las pacientes el contenido
del consentimiento en un lenguaje claro y accesible, respondiendo, en caso de
presentarse, a todas las preguntas relacionadas con el estudio. Todas las
candidatas al estudio firmaron el consentimiento por escrito, previamente
aprobado por los comités de ética correspondientes, y recibieron una copia del
consentimiento firmado. Se aclar6 a las candidatas al estudio que si se negaba a
participar seria tratada sin prejuicio, enfatizando que la calidad de su atencién
meédica no seria afectada si se rehusaba a participar y si decidia participar,
también podria retirar su consentimiento si asi lo decide, en cualquier momento,

y esto tampoco afectard la atencién que su institucién de salud le brinda.

Beneficios de la Investigacion

La ejecucion del presente protocolo tuvo como beneficio aportar al conocimiento
cientifico de informacion reciente, que puede aplicarse en el desarrollo de
protocolos potenciales para el diagnéstico del cancer de mama de forma no
invasiva y con valor de clasificacion clinica-patologica del tumor. Lo anterior,

propone futuros beneficios al manejo de pacientes.
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Participantes

La informacion generada de esta investigacion no presentd beneficio directo a las
participantes, ya que la informacion obtenida no se incluyé en su expediente
clinico, ni afect6 el tratamiento recibido, sin embargo, proporcioné informacion
acerca de la expresion de miRNAs en las pacientes, lo cual podra aportar a

futuras investigaciones que permitan mejorar la atencion de esta enfermedad.

Es importante mencionar que en caso de detectar niveles desregulados de
los miRNAs correspondientes a diagnostico de cancer de mama en un caso del
grupo control, se procederia a emitir un informe de los hallazgos por escrito
acompafnado de una explicacién verbal por parte del investigador que realiza el
estudio hacia el médico tratante, informe que recomendaria realizar una
mamografia y/o ultrasonido complementario lo mas pronto posible al hallazgo,
asi como un examen posterior a los 6 meses. Sin embargo, este caso no se

presento durante el desarrollo del estudio.

Confidencialidad

Toda participante que firmé el consentimiento, se le asigné un ndamero de
identificacion compuesto por 4 digitos. Este nUmero se asigno6 a las muestras de
sangre y tejido recolectadas, asi como alicuotas obtenidas, y en los formatos de
datos clinico-patoldgicos e historial de antecedentes familiares de cancer de la
participante; de esta manera, la informacion y muestras obtenidas no

presentaban informacion personal manteniendo el anonimato.

La documentacién que se generd en el estudio (consentimiento informado,
formatos de datos clinico-patolégicos e historial de antecedentes familiares de
cancer), se encuentra archivada bajo llave y resguardadas en el Laboratorio de
Investigacion en Cancer de la Universidad de Sonora. El acceso a la base de
datos que identifique a la paciente con sus respectivas muestras y expediente de
investigacibn es de uso limitado y exclusivo para los investigadores

correspondientes a este estudio.

35



RESULTADOS Y DISCUSION

Dentro de los hospitales participantes, se detectaron 33 pacientes con cancer de
mama candidatas al estudio. Solo 15 pacientes con cancer de mama otorgaron
su consentimiento informado, quienes para fines de este estudio se denominaran

como “grupo casos” y 5 pacientes sanas, denominadas “grupo control”.

Datos Clinicos y Patoldgicos

El promedio de edad del grupo de casos en estudio fue de 54.5 + 10.6 afios
(media = desviacion estandar), con una minima de edad de 31 afios y una
maxima de 67 afios. En el grupo control la edad promedio fue 49.2 + 13.3 afios
(media + desviacién estandar), con una minima de edad de 30 afios y una

méaxima de 63 afos.

A nivel nacional, en el 2015, de acuerdo a datos del INEGI, la incidencia de
cancer de mama en mujeres mexicanas fue mas alta en el grupo de 60 a 64 afios
de edad (68.05 por cada 100 000 mujeres de ese grupo de edad), seguido por el
grupo de 50 a 59 afos de edad (54.2 por cada 100 000 mujeres de ese grupo de
edad). En nuestro estudio, observamos un comportamiento ligeramente
diferente, con un 40% de nuestros casos en los rangos de edad de 50-59 afios y
otro 40% en el rango de 60-69 afios. Con el menor nimero de casos en edades
de 40-49 afios (13.3%) y de 30-39 afios (6.6%).

Los datos clinicos y patolégicos se obtuvieron mediante la revision de
expedientes clinicos y reportes de patologia de las pacientes con cancer de
mama (Tabla Xl). El total de pacientes con cancer de mama fue diagnosticado
con tipo histolégico de carcinoma ductal infiltrante, una de las cuales presento el
subtipo medular y en solo 5 pacientes (33.3%) se observO componente de

carcinoma ductal in situ, adicional al infiltrante. En relaciéon al tamafio del tumor,
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Tabla XI. Resumen de caracteristicas clinicas y patoldgicas de las pacientes con cancer de mama.

Diametro i i Clesiificzeiin Grado Invasion Inmunohistoquimica Niveles de expresion
Paciente (Eak maximo C [Esizlin TNM del Linfo- q Subtipo P
(afios) histolégico clinico § |
(cm) T N M el vascular | ER | PR | HER2 Ki67 miR181a | miR145 miR155 miR205

1 53 15 cDI 1A Tib | N1 | MO 2 Si + + - - L“”/l'“a' 1.019 1.111 1.031 0.912

2 67 1 coI 1A Tib | NO | MO 2 Si + + - - <14% "“”X“a' 0.982 0.858 0.968 0.715

3 63 1 coI 1A Tib | NO | MO 1 No + + + +>14% '-“”g“a' 0.991 0.851 0.936 0.872

4 54 06 ol T | NO | MO NR No + - - - <14% L“”;:”a' 0.946 1.058 1.043 0.888

5 31 5.5 coI 1A T3 | N1 | MO 3 Si - - + +30% HER2 1.143 1.070 0.984 0.855

6 40 7 col 1A ™ | N1 | MO 2 Si - + . +>14% '-“”/R“a' 0.934 0.837 1.003 0.679

7 65 3 col 1A T2 | NO | MO NR Si + + + +>14% '-“”g“a' 1.032 0.959 0.988 0.850

8 58 4 col II:] T2 | N1 | MO 2 Si + + : +<14% '-“”/R“a' 1.026 0.998 1.008 1.040

9 42 4 coI 1A ™ | N2 | MO 2 No + - - +>14% L“”;\'“a' 0.890 0.836 0.962 0.977
. Luminal

10 67 0.7 coI 1A Tib | N1 | MO NR Si + - + +<14% 5 1.057 0.912 1.002 0.806
. Luminal

11 50 2 cDI 1A Tic | NO | MO NA Si + + + +>14% 5 0.940 0.986 1.008 0.853

12 50 3 cDI 1A T2 | No | MO 2 No + + NR NR NR 1.023 0.973 0.997 0.881

13 54 1 coI Tib | NO | MO 1 No + - + +<14% '-“”é'”a' 0.971 0.961 1.042 0.732
Luminal

14 62 0.5 coI 1A Tic | NR | MO 1 No + + + +<14% = 1.005 0.876 0.975 0.741

15 61 15 cDI 1B T2 | N3 | MO 2 Si - - + +>14% HER2 0.894 0.938 0.956 0.523

TNM: Tumor-Nédulo-Metastasis; CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante; (-): negativo; (+): positivo; (+-): leve positivo; NR: No Reportado; NA: No Aplica;

Grado del tumor: 1, bien diferenciado; 2, moderadamente diferenciado; 3, mal diferenciado (indice de Nottingham)




el tamafio promedio del diametro maximo (cm) fue de 2.42 cm +1.96 (media +

desviacion estandar), con una minima de 0.5 cm y méaxima de 7 cm.

Respecto al estadio del tumor, este se obtuvo del expediente clinico de las
pacientes el cual es reportado con base en el sistema de estatificacion TNM del
American Joint Committee on Cancer (AJCC), donde T representa el tamafo y
extension del tumor, N se refiere a la diseminacion del tumor a los ganglios
linfaticos y M a la presencia de metéstasis distante. En este sistema, se afiade
un numero después de cada letra el cual corresponde a detalles acerca del

cancer [https://www.cancer.gov].

Con base en los criterios de inclusion de este estudio, solo se reclutaron
pacientes en estadios tempranos de cancer de mama, los cuales incluyen a los
estadios I, lIA, IIB y llIA. El 46.66 % de las pacientes reclutadas present6 estadio
clinico Il, el 40 % estadio | y solo el 13.33 % estadio Ill. En la figura 1 se observa
la distribucién de estadios clinicos entre las pacientes reclutadas.

Entre las caracteristicas patologicas del tumor, se determina el grado del
tumor, el cual indica la rapidez con la cual puede crecer y extenderse, la
clasificacion se basa en la observacion al microscopio de la morfologia celular y
su similitud con las células normales, clasificAndose en Grado 1, bien
diferenciado (crecimiento celular lento, morfologia parecida a células normales);
Grado 2, moderadamente diferenciado (crecimiento moderado, células de
aspecto intermedio entre grado 1 y 3) y Grado 3, pobremente diferenciado

(crecimiento acelerado, carecen de caracteristicas hormales).

Con relacién al grado del tumor, 46.66% de las pacientes se clasificoé con
grado 2, el 20% grado 1, el 6.66 % grado 3, hubo 4 (26.66%) pacientes para las
cuales no se localizo el dato en expediente clinico. Respecto a la invasion de
células tumorales al sistema linfovascular y a ganglios linfaticos, se encontré que

el 60 % de las pacientes se diagnostico con presencia de invasion linfovascular
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Figura 1. Distribucion de estadio clinico de pacientes con cancer de mama en el
estudio.
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de células tumorales, el 40 % no present6 invasion, esto con respecto al reporte

de patologia.

En cuanto a la invasion de ganglios linfaticos, dato obtenido por la
clasificacion N (sistema TNM), el 53.33% no presentd invasidn a ganglios,

mientras que el 46.66% si presento.

Los subtipos moleculares de céancer de mama identificados entre las
pacientes fueron Luminal A en un 40% (6 casos), Luminal B con 40% (6 casos) y
Her2 en 13.33% (2 casos). Una paciente no pudo ser clasificada debido a que su
estudio de inmunohistoquimica para Her2 estaba en proceso, sin embargo, sus
receptores hormonales ER y PR fueron diagnosticados como positivos, por lo que
su subtipo se definiria entre Luminal A o B. Dicha subclasificacién concuerda con
la frecuencia promedio de los subgrupos en poblacion mexicana, donde se ha
reportado al 60% de los casos con receptores hormonales positivos (Luminal A'y
luminal B), el 20.4% Her2 positivo y el 23.1% triples negativos (Cardenas y col.,
2017).

En un estudio con poblacion mexicana realizado por Maffuz-Aziz y col.
(2017), donde se evaluaron las caracteristicas clinico-patolégicas de 4,411
mujeres con diagndéstico de cancer de mama, se reporté un promedio de edad de
53 afios, similar al de nuestra muestra (54.5 afios), las etapas clinicas con mayor
porcentaje fueron |y IIA (36%) y de IIB a IlIC (45%), rangos en los cuales se
reportaron para nuestras pacientes. El 79% fueron de tipo histolégico ductal,
mientras que el 7.8% lobulillar, comparado con nuestra muestra, solo se presenté

el tipo ductal.

Maffuz-Aziz y col. (2017), reportaron al 41.2% de sus casos con permeacion
linfovascular tumoral y 58% no la presentd, comparado con nuestra muestra,
encontramos valores invertidos, con 60% de pacientes con invasion linfovascular
y 40% sin invasion. Respecto al grado tumoral, Maffuz-Aziz y col. reportan al

grado 2 con el mayor niumero de casos (54.1%) similar a lo obtenido para
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nuestras muestras (46.66% grado 2). Respecto a los subtipos de cancer de
mama reportaron el 65.7% de los casos como luminales A, 10.9% luminal Her
positivo (luminal B), 8.72% Her 2 positivo puro y 14.63% triple negativo, en
comparacion con nuestro estudio, donde encontramos una distribucion
homogénea entre los luminales, luminal A, 40% y luminal B con 40%, pero al igual
gue en el estudio de Maffuz-Aziz y col., los subtipo luminales se presentaron con
mayor frecuencia en nuestra muestra, y similar porcentaje de Her2 (13.33% de

casos), pero sin casos reportados para el subtipo triple negativo.
Extraccién de RNA

Se evalud la cantidad de RNA extraido de las muestras de suero del grupo de
casos y controles (Tabla Xll). La concentracion promedio de RNA en pacientes
con cancer de mama fue de 11.22 + 3.11 ng/ul en 30 pl con una relacion A260/280
(indice de pureza) promedio de 1.43 + 0.10, valor que se considera bajo, puesto
que un RNA “puro” se determina con un valor A260/280 aproximado a 2.0, por lo
gue podria indicar la presencia de fenol u otros contaminantes del proceso de
extraccion. En el grupo de muestras de pacientes sanas se observan resultados
similares, con un promedio de concentracion de RNA de 14.22 + 3.16 ng/pl y un
indice de A260/280 de 1.39 + 0.07.

A pesar de que la concentracion de RNA y el indice de pureza podria
considerarse bajo, nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Mar-
Aguilar y col. (2014), quienes realizaron el mismo protocolo de extraccion a
nuestro estudio y obtuvieron valores de RNA total en el rango de 3 a 15 ng/ul y
relaciones de absorbancia de 260/280 y 260/230 bajos (DNA y RNA absorbancia
a 260 nm, proteinas a 280 nm y contaminantes, ej. EDTA, a 230 nm), de entre
0.3 a 0.6, indicando que la deteccidon de bajos niveles de RNA no es eficiente en
relacion de absorbancia de 260/280 y 260/230.
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Tabla XII. Resultados de concentracion e indice de pureza del RNA total extraido
de muestras de suero de casos y controles.

Relacion A260/280

Concentracion de RNA (ng/ul) (indice de pureza)

Casos Controles Casos Controles
12.33 18.73 1.45 1.29
11.83 9.93 1.21 1.5
9.3 13.33 1.36 1.39
7.23 15 1.47 1.41
12.15 14.15 1.52 1.36
13.56 1.28
12.9 1.45
13 1.38
6.43 1.56
6.9 1.51
13.46 1.44
6.95 1.5
11.5 1.57
14.5 1.37
16.4 1.47
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Evaluacion del Control Ex6geno cel-miR-39

El cel-miR-39 ha mostrado poseer caracteristicas deseables para su uso como
control exdgeno (Zhu y col., 2009), entre ellas que carece de homologia con
miRNAs humanos enddgenos, por lo tanto, no interfiere en su analisis. Para
confirmar si su amplificacion fue estable en las diferentes muestras de nuestro
estudio, con el fin de usarlo como normalizador en el proceso de PCR, se realiz6
una comparacion entre los valores Ct obtenidos para cel-miR-39 entre casos y

controles.

La comparacion de los Ct de cel-miR-39, se realiz6 mediante la seleccion de
20 valores de Ct del grupo control y el mismo nimero de datos del grupo de
casos. Se seleccionaron todos los valores Ct de cel-miR-39 obtenidos de las
muestras control. Considerando una N=5 del grupo control y que durante la
evaluacion del panel de 4 miRNAs mediante PCR se obtuvieron 5 valores de Ct
de cel-miR-39 por cada miRNA del panel. En cambio, para el grupo de casos,
con N=15, se obtuvieron 60 valores para Ct de cel-miR-39 (15 valores de Ct por
cada miRNA del panel analizado), por ello se realiz6 una seleccion aleatoria de
20 Ct de cel-miR-39 para comparar casos y controles con mismo numero de

datos.

La media del Ct de cel-miR-39 en las pacientes sanas fue de 26.35 (rango,
22.21-30.95), mientras que para las pacientes con cancer de mama fue de 26.68
(rango, 23.08-30.68) (Ver Figura 2). El andlisis de los datos mediante la prueba
U de Mann Whitney mostrd que no existe diferencia significativa entre los niveles
de cel-miR-39 de las pacientes con cancer de mama y las pacientes sanas
(P=0.63). Por lo tanto, cel-miR-39 muestra ser un buen control exdgeno, cuyos
datos obtenidos a partir de PCR son adecuados para el proceso de normalizacion

de nuestros datos.

43



32

30

28

26

Valores Ct del cel-miR-39

24 4

Ct cel-miR-39

22

Grupo

control Grupo casos

Figura 2. Comparacion del Ct de cel-miR-39 en pacientes con cancer de mama,

grupo casos y pacientes sanas, grupo controles.
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Nivel de Expresion de miRNAs

Se obtuvieron las medianas de los valores de 222t de los miRNAs en estudio
(miR-181a, miR-145, miR-155 y miR-205) en las muestras de suero de pacientes
con cancer de mama. La mediana del 2-22Ct calculada representa el indice de
cambio o fold change en la expresion del miRNA respecto al grupo control. Los
valores de fold change obtenidos para los 4 miRNAs en estudio de nuestra

muestra (N=15) presentaron baja expresion (Ver tabla XIlII).
Expresién de miRNAs entre Casos y Controles

Se realiz6 una prueba U de Mann Withney para determinar si existen diferencias
entre las medianas de la expresion de los miRNAs en estudio entre casos y
controles. Los valores empleados para este andlisis fueron las medianas de los
2'2Ct de los miRNAs (miR-181a, miR-145, miR-155 y miR-205).

El miR-205 fue el inico miRNA del panel en estudio que presento diferencias
en su expresion entre pacientes casos y controles (P=0.0009) (Figura 3), con una
baja expresion en el grupo de casos comparado con los controles. En un estudio
realizado por Liu y col. (2013), donde compararon los niveles de miR-205 y miR-
155 en suero de 20 pacientes con cancer de mama y 10 controles, observaron
gue el miR-205 presenta baja expresion en las pacientes con cancer de mama
comparado con los controles, esto concuerda con los hallazgos en nuestro
estudio, mientras que el miR-155 se sobre-expresaba en las pacientes con
cancer de mama, lo cual no pudimos comprobar con el analisis de nuestra

muestra.

La baja expresion de miR-205 en cancer de mama ha sido asociado a su
funcibn en la regulacion de la transicion epitelio-mesenquimal, proceso
fundamentan en la invasion de cancer de mama. La baja expresion de miR-205

permite la expresion de represores de transcripcion de e-cadherina, proteina de
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Tabla XllI. indice de cambio (fold change) del panel de miRNAs en suero de

pacientes con cancer de mama.

MIRNA indice de cambio Alta o Baja
(mediana de 2/ -AACY expresion
miR-181a 0.991 Baja
miR-145 0.959 Baja
miR-155 0.997 Baja
miR-205 0.853 Baja
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casosy controles.
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adhesién entre células epiteliales, por lo que su inhibicion favorece el fenotipo

mesenquimal (células con capacidad migratoria) de las células tumorales.

En nuestro estudio, miR-145, miR-155 y miR-181a, no presentaron
diferencias en sus niveles de expresion entre casos y controles. Sin embargo,
miR-155, ha sido ampliamente reportado con sobreexpresion en suero de casos
vs controles (Wang y col., 2010; Mar-Aguilar y col., 2013; Sun y col., 2012; Liu y
col., 2013; Zearo y col., 2014; Han y col., 2017). En cuanto a miR-145, existen
reportes opuestos, Kodahl y col.,, 2014 reporté baja expresion en suero de
pacientes con cancer de mama comparado con grupo control, mientras que Mar-
Aguilar y col., 2013, observaron una alta expresion en suero de casos Vs
controles, sin embargo, en el estudio de Kodahl y col., 2014 solo se incluyeron
pacientes con receptor de estrégeno positivo, o podria explicar los resultados

opuestos entre estudios.

Mar-Aguilar y col. (2013) evaluaron la expresion de 7 miRNAs en suero de
pacientes mexicanas con cancer de mama (N=61) y grupo control (N=10), entre
los cuales miR-145 y miR-155 fueron significativamente altos en los casos
respecto a los controles. Adicionalmente evaluaron su eficiencia (porcentaje de
sujetos correctamente clasificados en enfermos o sanos) reportando el 94% para
miR-145 y 96.4% para miR-155.

Existen estudios donde comparan la expresion de miR-181a, entre suero de
pacientes con cancer de mama y controles en los cuales reportan sobre
expresion de miR-181a en las pacientes con cancer de mama (Wu y col. 2012;
Godfrey y col, 2013). Sin embargo, uno de dichos estudios, realizado por Godfrey
y col. (2013), quienes inicialmente detectaron la sobrexpresion de miR-181a
mediante microarreglos en una muestra grande de casos y controles (205
pacientes por grupo), al realizar una réplica independiente con una muestra
pequeia (5 casos y 5 controles) usando qRT-PCR no observaron diferencia de

miR181a entre casos y controles. Lo anterior, puede explicar que, debido al
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tamafio pequefio de muestra de nuestro estudio, no se observo diferencias entre

las pacientes con cancer de mama y pacientes sanas.

En otro estudio, realizado por Guo y Zhang (2012) observaron una reduccion
en los niveles de miR-181a en pacientes con cancer de mama comparado con
controles sanos, sin embargo, en su estudio evaluaron a miR-181a-5p, el cual es
diferente al de nuestro estudio (miR-181a-3p), la diferencia se refleja en la
terminacion -5p y -3p, la cual representa la posicién de la hebra de miR-181a en
el precursor (pre-miRNA) del miRNA maduro. Se sabe que las hebras alternativas
pueden mostrar expresion diferente en diferentes muestras, especies o estados
patologicos (Desvignes y col., 2015), lo cual explica la diferencia de nuestros

hallazgos.

Eichelser y col. (2013), reportan una baja expresion en suero de miR-155 en
pacientes con metastasis distante (M1, por su clasificacion TNM) comparado con
el de pacientes sin metastasis (M0) y mujeres sanas, lo cual sugiere que miR-
155 puede indicar la presencia de tumores avanzados, los cuales no fueron

considerados en los criterios de seleccidon de nuestro estudio.

En contraste con los reportes antes mencionados, existen estudios con
resultados similares al nuestro, donde no observan diferencias entre la expresion
de miR-145 y/o miR-155 entre suero de pacientes con cancer de mamay sanas
(Zhu et al., 2009; Heneghan vy col., 2010; Eichelser y col., 2013), sin embargo,
entre los estudios se observan diferencias en el manejo y procesamiento de
muestras, asi como en el nUmero de casos y controles, lo que puede afectar los

resultados obtenidos.

Considerando que en un mayor numero de estudios se observan diferencias
en la expresion de miR-145 y miR-155 entre casos y controles, al contrario de lo
gue en este estudio se encontrd, debido probablemente al limitado tamafo de

muestra en nuestro estudio.
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Nivel de Expresion vs Grupos de Edad

Se evalud la diferencia en los niveles de expresion de los miRNAs en estudio
entre grupos de edad mediante la prueba de U de Mann-Whitney. Para este
analisis, se formaron 2 grupos, Grupo 1 (53-58 afios de edad) y Grupo 2 (61-67
afos de edad). Debido al bajo nimero de casos en el rango de los 40-49 afios

con 2 casos Yy de 30-39 afios con 1 caso, estos fueron excluidos del analisis.

El miR-181a no presento diferencias (P=0.69) en sus niveles de expresion
respecto a la edad de las pacientes, mientras que los miR-145 (P=0.002), miR-
155 (P=0.004) y miR-205 (P= 0.04) si presentaron diferencias en sus niveles de
expresion respecto al grupo de edad (Ver figura 4). Lo cual sugiere, que un
analisis entre casos y variables clinico-patologicas estratificado por edad podria
ser necesario, sin embargo, dado las limitaciones en el tamafio de nuestra
muestra, asi como las variables analizadas, se decidié realizar los siguientes

analisis con la mezcla de los datos del grupo 1y 2.

Previamente, Wang y col. (2010) reportaron variaciones en los niveles de
expresion de miR-155 en pacientes con cancer de mama en relacion con la edad
de la paciente, observado un incremento en la expresibn en las pacientes
mayores a 48 afios comparado con las menores de 48 afios de edad. Aungue en
nuestro estudio solo contamos con 2 grupos de edades mayores a 50 afos,
Grupo 1 (53-58 afios de edad) y Grupo 2 (61-67 afios de edad), si se observo
diferencias entre ambos grupos, con una mayor expresion de miR-155 en Grupo
1 en contraste con el Grupo 2, es necesario contar con un numero de muestra
mayor en el rango de edad de los 40 afios para poder determinar si se observan

diferencias como en el estudio de Wang et al.
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Relaciéon de Niveles de Expresién de miRNAs con Caracteristicas Clinicas-
patoldgicas

Se evalud la relacion entre los niveles de expresion de los miRNAs en estudio y
las caracteristicas clinico-patolégicas. Se analizaron las medianas de los niveles
de expresion de miR-181a, miR-145, miR-155 y miR-205 de suero de pacientes
con cancer de mama y evalué la diferencia de su expresion comparado con las
caracteristicas clinico-patologicas del tumor, para este andlisis se excluyeron 3
casos, correspondientes a las edades de 30 y 40 afios (n=12).

Debido a que en nuestra muestra no se obtuvieron valores representativos
para comparacion entre estatus hormonal y Her2 con los niveles de expresion de
los miRNAs en estudio, el analisis de estas asociaciones en nuestros datos fue

excluido.
miR-181a

En la comparacién de medianas de los niveles de expresion del miR-181a con
las caracteristicas clinico-patolégicas se encontré que al comparar la mediana de
expresion del miR-181a entre las pacientes con estadio clinico | y II, el miR-181
se sobre-expresa en el estadio clinico Il (fold change=1.024) a comparacion del |
(fold change=0.976). Se comprobo si la diferencia entre los niveles de miR-181a
entre estadios era estadisticamente significativa mediante la prueba U de Mann
Whitney.

Debido a que se observé un valor atipico, es decir, numéricamente distante
del resto de los datos, en los niveles de expresion de miR-181a de las muestras
de pacientes con estadio Il (Ver figura 5), se procedié a realizar la prueba de
Grubbs para detectar outliers.

La prueba de Grubbs determind que no existen outliers en nuestros datos,
sin embargo, se realizé un analisis adicional, en otra serie de datos obtenidos por
PCR de la muestra 15 de la cual proviene el dato atipico (fold change=0.894), se

calculd su 2™-22Ct con un valor de expresion de 1.931, lo cual indica sobrexpresion,
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que concuerda con el resto de los valores de expresion de miR-181a presentes
en las muestras con estadio clinico Il. Sin embargo, este valor también es
considerado atipico cuando se compara con el resto de las muestras, dato que

confirmamos mediante la prueba de Grubbs.

A pesar de que la prueba de Grubbs no identifico al valor de miR-181a de la
muestra 15 como valor atipico, se procedio con el andlisis de U de Mann Whitney,
eliminando dicho dato (fold change=0.894). Se encontr6 diferencias (P=0.004)
entre la expresion de miR-181a entre pacientes con estadio clinico | y I,
observandose una sobrexpresion (fold change= 1.024) en el estadio Il y baja
expresion en el estadio | (fold change=0.976) (Ver Figura 6).

En relacion a la comparacion de medianas de la expresion de miR-181ay la
presencia de invasion linfovascular, ganglios linfaticos involucrados y subtipo de
cancer de mama, se observé que el miR-181a se sobre-expresa en las pacientes
con invasion linfovascular (fold change=1.018) y ganglios linfaticos involucrados,
(fold change=1.022), por el contrario, se observa una baja-expresion de miR-
18la en las pacientes que no presentaron invasion linfovascular (fold
change=0.991), ni ganglios linfaticos afectados (fold change=0.986). En cuanto a
la expresion de miR-181a y el subtipo de cancer de mama, solo se observé que
en las pacientes con subtipo Luminal B se presentd una baja expresién de miR-
181a (fold change=0.991) (Tabla XIV).
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Tabla XIV. Expresion de miR-181a y relacidbn con caracteristicas clinico-

patoldgicas.

Caracteristica Clasificacion | Fold change | Baja o Alta
miR-181a expresion

Estadio clinico Estadio | 0.976 Baja

Estadio Il 1.025 Alta

Invasion linfovascular Si 1.019 Alta

No 0.991 Baja

Ganglios linfaticos | Si 1.023 Alta

involucrados No 0.987 Baja

Subtipo Luminal B 0.991 Baja
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En un estudio realizado por McDermott y col. (2014) en sangre total de
pacientes con subtipo Luminal A de cancer de mama, no se encontré diferencia
en la expresion de miR-181a en pacientes con o sin presencia de ganglios
linfaticos involucrados. En contraste con nuestro estudio, donde se observa una
expresion alta de miR-181a (fold change= 1.023) en pacientes con ganglios
involucrados. Esta diferencia puede deberse a que en nuestro estudio evaluamos
la expresiéon de miR-181a contra el estado del ganglio linfaticos independiente
del subtipo del cancer de mama que presentaba la paciente. Debido al tamafio
reducido de nuestra muestra, no fue posible la agrupacién en numero de

individuos similares del estado de ganglios linfaticos respecto al subtipo luminal.

Considerando que miR-181a, ha sido reportado como mediador del factor de
crecimiento transformador B (TGF-B), el cual induce la transicion epitelial-
mesenquimal, proceso necesario en el desarrollo de la invasion tumoral y
metéstasis (Taylor y col., 2013). La relacion observada en nuestro estudio, entre
la expresion de miR-181a y la presencia de invasién linfovascular y de ganglios
linfaticos, podria ser explicada por efecto del miR-181a en el TGF-[3, sin embargo,
es necesario realizar estudios in vitro e in vivo de los efectos de miR-181a vy el

proceso de invasion en cancer de mama.
miR-145

En la comparacion de medianas de los niveles de expresion del miR-145 con las
caracteristicas clinico-patoldgicas, solo se detecto diferencias de expresion en
relacion al subtipo de cancer de mama. Se observo que las pacientes con
clasificacion Luminal A, presentan sobrexpresion del miR-145 (fold
change=1.027), mientras que las pacientes con clasificacion Luminal B (fold

change=0.959), se observa una baja expresion del mismo.

Expresion alta en suero de miR-145 en pacientes con cancer de mama, ha
sido asociado con pacientes con diagnoéstico positivo para receptor de

progesterona comparado con pacientes con resultados negativos (Kodahl y col.,
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2014). También se ha reportado baja expresidon en suero de miR-145 en
pacientes con cancer de mama triple negativo (Thakur y col., 2016).

A pesar que en nuestro estudio no se observo relacion del miR-145 con
caracteristicas clinico-patologicas, a excepcion del subtipo de cancer de mama,
Thakur y col. (2016) reportaron una relacion inversa entre la expresion de miR-
145 en suero de pacientes cancer de mama y el grado histoldgico del tumor, asi
como estadio clinico, es decir, la expresion de miR-145 disminuye mientras se
incrementa el grado histolégico de 1y 2 a 3, asi mismo, disminuye mientras se
aumenta el estadio clinico de | y I, ha estadios Ill y IV. Sin embargo, Mar-Aguilar
y col. (2013) en poblaciéon mexicana, no encontraron asociacién entre miR-145

en suero con el estadio clinico de cancer de mama.
miR-155

En la comparacion de medianas de los niveles de expresion del miR-155 con las
caracteristicas clinico-patologicas, se observd sobrexpresion del miR-155 en
presencia de invasion linfovascular (fold change= 1.001) y ganglios linfaticos
involucrados (fold change= 1.004). Este resultado concuerda con lo reportado por
Zeng y col. (2014) en un meta-analisis de miR-155 y cancer de mama, en el cual
se observa una sobrexpresion del miR-155 en pacientes con cancer de mama

gue presentan ganglios linfaticos con metéastasis (Tabla XVI).

A pesar de que en nuestro estudio no se encontrd asociacion entre miR-155
y estadio clinico de cancer de mama, Liu y col. (2013) reportan diferencias en la
expresion de miR-155 en suero de pacientes con cancer de mama, con
sobrexpresiéon en el estadio Il y baja expresion en forma descendente en los
estadios Il y I. En contraste con lo reportado por Han y col. (2017) quienes al

comparar en suero de pacientes con cancer de mama la relacion entre los niveles
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Tabla XV. Expresion de miR-155 y relacion con caracteristicas clinico-

patologicas.
Caracteristica Clasificacion | Fold change | Baja o Alta
miR-155 expresion
Invasion linfovascular Si 1.001 Alta
No 0.997 Baja
Ganglios linfaticos | Si 1.004 Alta
involucrados No 0.993 Baja
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de expresion de miR-155 y estadio clinico, observan una sobrexpresion en las
pacientes con estadios | y Il, comparado con el estadio .

Han y col. (2017) reportan sobreexpresion de miR-155 en el subtipo triple
negativo, lo cual concuerda con el estudio de Wang y col. (2010), quienes
observan la sobreexpresion en suero de miR-155 en pacientes con cancer de
mama con receptores hormonales (ER y PR) negativos, asi como sobrexpresion
en tumores grado 2 y 3. Debido a que nuestro estudio no se presento casos triples

negativo, no fue posible corroborar dicha relacién.

Aunque se ha reportado una concentracion de miR-155 significativamente
alta en suero de pacientes con cancer de mama triple negativo y Her2+.
Posiblemente, debido a que en nuestro estudio no contamos con casos
representativos a estos subtipos, no se encontré una asociacion entre el nivel de
miR-155 y los subtipos moleculares de cancer de mama basados en

inmunohistoquimica.
miR-205

En nuestra muestra, no se observaron diferencias en las medianas de los niveles
de expresion del miR-205 comparado con las caracteristicas clinico-patolégicas.
El fold change del miR-205 se mantuvo con baja expresion entre las diferentes
variables estudiadas. Liu y col. (2013) también evaluaron la asociacion entre los
niveles de expresion de miR-205 en suero de pacientes con cancer de mamay

caracteristicas clinico-patoldgicas sin encontrar evidencia de correlacion.

En relacién con la asociacion entre la expresion en suero de miR-205 en
mujeres con cancer de mamay su estatus de receptores hormonales, Zeng y col.
(2014) reportan baja expresion con receptores hormonales (ER o PR) positivos.
Por el contrario, observan una sobreexpresion en Her2 positivos y ganglios

linfaticos involucrados.
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A pesar de que el miR-205 no presentd asociacion con las caracteristicas
clinicas y patologicas del cancer de mama, es un candidato potencial para el
diagnéstico de cancer de mama, ya que ha sido reportado por poseer alta
sensibilidad (86.2%) y especificidad (82.8%) para el diagnostico de cancer de
mama (Zhang y col., 2015).

Adicionalmente, estudios (Wu y col., 2009; lorio y col. 2009) han sugerido
gue miR-205 actia como supresor de cancer de mama, por lo que estudios con
lineas celulares de cancer de mama pueden proporcionar mayor informacién

sobre el efecto y relacion del miR-205 y el tumor.

Debido a la amplia variacion entre el nimero de individuos durante la
subdivision de grupos con base en las variables clinico-patolégicas como tamafio
del tumor o estatus de receptor hormonal, asi como la baja representacion de
subtipos de cancer de mama, Her2 y triple negativo, estas variables no fueron
consideradas para su asociacion con los niveles de expresion de los miRNAs en

estudio.

El contraste observado entre la expresion de miRNAs y su relacion con
caracteristicas clinico-patolégicas del presente estudio comparado con otros,
puede deberse principalmente a la limitacién en el tamafio de nuestra muestra y
adicionalmente, a las diferencias en los métodos de procesamiento de las
muestras (procesos de extraccion, plataformas para el andlisis). Por lo anterior,
se recomienda incrementar el ndmero de muestra para realizar analisis
posteriores con el panel de miRNAs propuesto, para validar los resultados
obtenidos, asi como evaluar su relacion con otras variables clinico-patolégicas

no presentes en la muestra analizada.
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CONCLUSIONES

El nivel de expresion del miRNA-205 puede permitir discriminar entre

pacientes con cancer de mama y voluntarias sanas.

Se encontré una expresion diferencial de los miR-145, miR-155 y miR-205

con respecto a la edad de las pacientes.

La sobreexpresion del miR-181a en estadio clinico Il con respecto al estadio
clinico | puede ser una herramienta complementaria para la clasificacién del

cancer de mama.
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APENDICES

Apéndice 1. Consentimiento Informado para Casos

Cuantificacion de miRNAs en mujeres con cancer de mamay su relacion con
caracteristicas clinico-patolégicas

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente documento esté dirigido a mujeres con diagndstico de cancer de mama como

invitacion a participar en el proyecto de investigacion titulado “Cuantificacion de miRNAs

en mujeres con cancer de mama y su relacion con caracteristicas clinico-patolégicas”,
realizado por investigadores de la Universidad de Sonora.

Le pedimos tomarse su tiempo para leer cuidadosamente este documento, expresar

cualquier duda que usted tenga, puede comentarlo con su médico, familiar o con quien
se sienta mas comoda. Solamente debera acceder a participar en este estudio cuando
haya comprendido la informacion de manera que pueda tomar una decision informada
respecto a su participacion.
¢Por quéy para qué se realiza este estudio?
El objetivo de este estudio es cuantificar un nuevo biomarcador conocido como
“microRNAs”, el cual puede ser detectado en muestras de sangre, tejido y saliva, y que
en ciertos niveles podria indicar la presencia de cancer de mama, dicho estudio podria
complementar los métodos actuales de deteccion y diagnéstico de esta enfermedad. Es
importante observar que este estudio no implica el uso de medicamentos en fase de
investigacion. El tratamiento que recomiende su médico para usted no estara basado en
nuestra investigacion, usted recibird el tratamiento estandar para cancer de mama
indicado por su institucion de salud.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?

Mujeres con diagnéstico de cancer de mama que aun no hayan sido sometidas a ningun

tratamiento para la enfermedad.

¢, Qué pasara si participo en este estudio de investigacién?

En caso de que usted decida participar, se le solicitaran las siguientes muestras:

* Se le tomara la muestra de sangre (alrededor de 3 a 4 cucharaditas de té) posterior a
la confirmacion de su diagndstico, pero previo a su cirugia o cualquier tratamiento de
cancer de mama. Se le tomard otra muestra de sangre posterior a su cirugia.

* Del tejido obtenido en su cirugia, se solicitara muestra de su tumor y tejido normal
adyacente en bloque de parafina y de congelado en fresco (alrededor de 500 a 1000
mg), dentro del laboratorio de patologia del hospital en el cual se atiende, dicha
muestra no afectara el diagnostico de su cancer.

* Se le solicitara una muestra de saliva (2-5 ml en un tubo estéril), la cual se colectara
por la mafiana, en ayuno y antes de que reciba cualquier tipo de tratamiento para
cancer de mama.

Se le solicitara responder a un cuestionario de factores de riesgo de cancer de mama
gue incluye preguntas acerca de su historial reproductivo, antecedentes de cancer en su
familia y factores de riesgo relacionados a padecer cancer de mama. Adicionalmente, se
obtendra informacion de su expediente clinico dentro de su Hospital para conocer mas
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acerca de las caracteristicas de su enfermedad. Esta informacion mejorara nuestra
comprension de las caracteristicas clinicas y epidemiologicas del cAncer de mama en
las mujeres mexicanas.

¢,Cudl sera el uso de mis muestras para investigacion?

El material genético obtenido de sus muestras, sera codificado, almacenado y estudiado
en el Laboratorio de Investigacion en Cancer de la Universidad de Sonora. Como parte
del proyecto, una cantidad especifica del material genético serd utilizada para realizar la
investigacion. Si usted esta de acuerdo, las muestras sobrantes de sangre, tejido, saliva
y material genético podrian ser almacenadas y utilizadas en futuras investigaciones
relacionadas con cancer de mama. Ninguna persona ajena al proyecto recibira
informacioén relacionada con usted ni con sus muestras. Si es su deseo, usted podra
retirar sus muestras en cualquier momento del estudio, haciendo la solicitud por escrito
a los investigadores responsables.

¢Puedo dejar de participar en el estudio?

Si. Usted puede decidir retirar su consentimiento en cualquier momento. Su participacion
en este estudio es completamente voluntaria, lo que usted decida no afectar4 de manera
alguna la atencién médica que usted recibe en su institucién de salud.

¢, Cudles son los efectos secundarios o riesgos que puedo esperar de participar en
el estudio?

Para la toma de muestra de sangre es posible presentar efectos secundarios como
aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncién, sin embargo, estos
desapareceran trascurridos 1 o 2 dias (son los mismos que ocurririan en andlisis de
rutina).

¢ Existen beneficios por participar en el estudio?

La investigacion que se llevara a cabo con sus muestras no ofrece beneficios inmediatos
para usted. Sin embargo, al conocer el comportamiento de estos biomarcadores podria
ayudar a personas que padezcan de cancer y otras enfermedades en el futuro. Los
beneficios de la investigacién que emplea sangre y tejido, incluyen aprender mas acerca
del cancer, cémo diagnosticarlo y cémo tratarlo. Los informes acerca de la investigacion
llevada a cabo con sus muestras no se agregaran a su historial médico, no se entregaran
a usted o a su médico. Usted puede tener acceso a los resultados si lo solicita a los
investigadores del estudio, sin embargo, la informacién obtenida no tendré efecto alguno
en los cuidados y atencion que usted reciba. Es muy importante mencionar que los
resultados obtenidos seran publicados en revistas cientificas.

¢.Se mantendrd la privacidad de mi informacién médica?

Nos aseguraremos que su informacién personal se mantenga confidencial. En este
estudio, la informacién obtenida de sus muestras, cuestionario y expediente clinico sera
registrada en una base de datos electrénica donde se eliminar& su informacion personal
y solo se le identificara mediante un nuimero de estudio. Solo los investigadores
responsables del estudio podrdn tener acceso a la informacion obtenida. Si la
informacion de este estudio se publica o se presenta en una reunion cientifica, congreso
0 publicacién, no se utilizard su nombre u otros datos personales que permitan conocer
su identidad. La informacién genética que obtengamos de su participacion en este
estudio, no se compartira con compafiias de seguros médicos, ni empleadores, en
conformidad con el articulo 16 de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud.

71



¢,Cudles son los costos de participar en el estudio?

No habra cargo alguno para usted o su institucion de salud por los estudios de
investigacion que se realizardn con sus muestras.

¢Me pagaran por participar en este estudio?

Usted no recibir4 pago alguno por participar en el estudio. Sus muestras se utilizaran
s6lo para fines de investigacion y no se venderan.

¢, Quién puede responder mis preguntas respecto al estudio?

Si usted tiene alguna otra pregunta acerca del estudio, puede llamar a la Biol. Alejandra
Lopez Vazquez al cel. 044-66-21-95-37-60. En otro caso, puede llamar a los
investigadores responsables del estudio, Dr. Humberto Francisco Astiazaran Garcia, al
2-89-24-00, ext. 287 y Dr. Ivan Anduro Corona, al 044-66-21-94-44-82 de lunes a viernes
en horario de 9:00 am a 5:00 pm (Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
A.C., CIAD A.C.). Si desea hacer preguntas acerca del estudio o sus derechos como
participante en una investigacion a alguien que no sea el médico o el coordinador del
estudio, 0 si desea expresar cualquier problema o inquietud que pudiera tener acerca
del estudio, le pedimos que llame al Dr. Gerardo Alvarez Hernandez al teléfono 2-59-21-
21, ext. 17 (presidente de la Comision de Bioética e Investigacion de la Universidad de
Sonora), en horario de 2:00 pm a 8:00 pm, de lunes a viernes.

Al firmar el siguiente formato de consentimiento, usted esta de acuerdo en que
sus muestras de sangre, tejido y saliva obtenidas en este estudio seran utilizadas
para fines de investigacion y esta de acuerdo en contestar el cuestionario de
factores de riesgo de cancer de mama.

Consentimiento

Ademas, se le pedird que firme el siguiente formato para autorizar el acceso a su
informacion de salud. Usted recibira copias de este formato de consentimiento.

LA PARTICIPACION EN LA INVESTIGACION ES VOLUNTARIA. Usted tiene derecho a
negarse a participar o a retirarse en cualquier momento en este estudio sin poner en
peligro su atencion y cuidados médicos. Su médico puede decidir retirarla de este estudio
con 0 sin su consentimiento si es lo mas conveniente para usted en términos médicos.
Firma

He leido todo lo anterior, he hecho preguntas y recibido respuestas sobre lo que no
comprendia. Tuve la oportunidad de llevarme este formato a casa para su revision o
comentarios. Si usted desea participar en este estudio, sirvase firmar al calce.

Nombre de la participante:
Firma de la participante: Fecha:
Nombre del testigo:
Firma del testigo: Fecha:
Relacion con la participante:
Direccion:

Nombre del testigo:
Firma del testigo: Fecha:
Relacion con la participante:
Direccion:

Nombre de persona que obtiene el consentimiento:
Firma de persona que obtiene el consentimiento: Fecha:

72



Apéndice 2. Consentimiento Informado para Controles

Cuantificacion de miRNAs en mujeres con cancer de mamay su relacion con
caracteristicas clinico-patolégicas

CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente documento esté dirigido a mujeres que recientemente (dentro de 6 meses)
han tenido un diagnéstico negativo a cancer de mama u otra anormalidad mediante
mamografia y no han padecido algun tipo de cancer; para invitarlas a participar como
grupo control en el proyecto de investigacién titulado “Cuantificacion de miRNAs en
mujeres con cancer de mama y su relacién con caracteristicas clinico-patoldgicas”, el
cual se realiza por investigadores de la Universidad de Sonora.

Le pedimos tomarse su tiempo para leer cuidadosamente este documento, expresar
cualquier duda que usted tenga, puede comentarlo con su médico, familiar o con quien
se sienta mas cémoda. Solamente debera acceder a participar en este estudio cuando
haya comprendido la informacion de manera que pueda tomar una decision informada
respecto a su participacion.
¢Por quéy para qué se realiza este estudio?

El objetivo de este estudio es cuantificar un nuevo biomarcador conocido como
“microRNASs”, el cual puede ser detectado en muestras de sangre, tejido y saliva, y que
en ciertos niveles podria indicar la presencia de cancer de mama, dicho estudio podria
complementar los métodos actuales de deteccion y diagndstico de esta enfermedad.
Para realizar este estudio es necesario obtener muestras tanto de mujeres con cancer
de mama como de mujeres sanas, para poder comparar la presencia de dicha molécula.
¢ Qué pasara si participo en este estudio de investigacion?

En caso de que usted decida participar, se le tomara una muestra de sangre (alrededor
de 2 a 3 cucharaditas de té) posterior a que se haya realizado una mamografia (dentro
de 6 meses) y se confirme por dicho estudio que no presenta cancer de mama o
anomalias en sus senos.

Ademas de las muestras de sangre, se le solicitara responder a un cuestionario de
factores de riesgo de cancer de mama, que incluye preguntas acerca de su historial
reproductivo, antecedentes de cancer en su familia y otras condiciones de salud. Esta
informacion mejorara nuestra comprension de las caracteristicas epidemiolégicas de las
mujeres mexicanas.
¢Como usaran mis muestras en lainvestigacion?

El material genético obtenido de su muestra, seré codificado, almacenado y estudiado
en el Laboratorio de Investigacion en Cancer de la Universidad de Sonora. Como parte
del proyecto, una cantidad especifica del material genético serd utilizada para realizar la
investigacion. Si usted esta de acuerdo, las muestras sobrantes de sangre y material
genético podrian ser almacenadas y utilizadas en futuras investigaciones relacionadas
con cancer de mama. Ninguna persona ajena al proyecto recibira informacién
relacionada con usted ni con sus muestras. Si es su deseo, usted podrd retirar sus
muestras en cualquier momento del estudio, haciendo la solicitud por escrito a los
investigadores responsables.

¢Puedo dejar de participar en el estudio?

Si. Usted puede decidir retirar su consentimiento en cualquier momento. Su participacion
en este estudio es completamente voluntaria, lo que usted decida no afectara de manera
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alguna los cuidados y atencion que usted recibe en su institucion de salud.

¢ Cuales son los efectos secundarios o riesgos que puedo esperar de participar en
el estudio?

Para la toma de muestra de sangre es posible presentar efectos secundarios como
aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncion, sin embargo, estos
desapareceran trascurridos 1 o 2 dias (son los mismos que ocurririan en analisis de
rutina).

¢ Existen beneficios por participar en el estudio?

La investigacién que se llevard a cabo con su muestra no ofrece beneficios inmediatos
para usted. Sin embargo, al conocer el comportamiento de estos biomarcadores podria
ayudar a personas que padezcan de cancer y otras enfermedades en el futuro. Los
beneficios de la investigacion incluyen aprender mas acerca del cancer, como
diagnosticarlo y como tratarlo. Sila informacion de este estudio se publica o se presenta
en una reunion cientifica, congreso o publicacion, no se utilizara su nombre u otros datos
personales que permitan conocer su identidad.

Los informes acerca de la investigacion llevada a cabo con su muestra no se entregaran
a usted o a su médico. Estos informes no se agregaran a su historial médico. La
investigacion no tendré efecto alguno en los cuidados y atencion que usted reciba. Sin
embargo, en caso de detectar caracteristicas anormales en su muestra que pudieran
sugerir la presencia de cancer de mama, esto se le sera informado a usted y a su médico,
siendo su médico quien determine el plan de monitoreo mas apropiado para usted.

¢, Se mantendrd la privacidad de mi informacién médica?

Nos aseguraremos que su informacién personal se mantenga confidencial. En este
estudio, la informacion obtenida de sus muestras, cuestionario y expediente clinico sera
registrada en una base de datos electrénica donde se eliminaré su informacion personal
y s6lo se le identificara mediante un nuimero de estudio. Solo los investigadores
responsables del estudio podran tener acceso a la informacién obtenida. Si la
informacion de este estudio se publica o se presenta en una reunion cientifica, congreso
0 publicacién, no se utilizara su nombre u otros datos personales que permitan conocer
su identidad. La informacidn genética que obtengamos de su participacion en este
estudio, no se compartira con compafiias de seguros médicos, ni empleadores, en
conformidad con la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
articulo 16 de México.

¢,Cudles son los costos de participar en el estudio?

No habra cargo alguno para usted o su institucion de salud por los estudios de
investigacion que se realizardn con su muestra de sangre.

¢Me pagarén por participar en este estudio?

Usted no recibira pago alguno por participar en el estudio. Su muestra de sangre se
utilizara solo para fines de investigacion y no se vendera.

¢ Quién puede responder mis preguntas respecto al estudio?

Si usted tiene alguna otra pregunta acerca del estudio, puede llamar a la Biol. Alejandra
Lépez Vazquez al cel. 044-66-21-95-37-60. En otro caso, puede llamar a los
investigadores responsables del estudio, Dr. Humberto Francisco Astiazaran Garcia, al
2-89-24-00, ext. 287 y Dr. Ivan Anduro Corona, al 044-66-21-94-44-82 de lunes a viernes
en horario de 9:00 am a 5:00 pm (Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo
A.C., CIAD A.C.). Si desea hacer preguntas acerca del estudio o sus derechos como
participante en una investigacion a alguien que no sea el médico o el coordinador del
estudio, 0 si desea expresar cualquier problema o inquietud que pudiera tener acerca
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del estudio, le pedimos que llame al Dr. Gerardo Alvarez Hernandez al teléfono 2-59-21-
21, ext. 17 (presidente de la Comision de Bioética e Investigacién de la Universidad de
Sonora), en horario de 2:00 pm a 8:00 pm, de lunes a viernes.

Al firmar el siguiente formato de consentimiento, usted esti de acuerdo en que su
muestra de sangre obtenida en este estudio sea utilizada para fines de
investigacion y esta de acuerdo en contestar el cuestionario de factores de riesgo
de cancer de mama.

Consentimiento

Ademas, se le pedird que firme el siguiente formato para autorizar el acceso a su
informacién de salud. Usted recibira copias de este formato de consentimiento.

LA PARTICIPACION EN LA INVESTIGACION ES VOLUNTARIA. Usted tiene derecho a
negarse a participar o a retirarse en cualquier momento en este estudio sin poner en
peligro su atencion y cuidados médicos. Su médico puede decidir retirarla de este estudio
con o sin su consentimiento si es Io mas conveniente para usted en términos médicos.
Firma

He leido todo lo anterior, he hecho preguntas y recibido respuestas sobre lo que no
comprendia. Tuve la oportunidad de llevarme este formato a casa para su revision o
comentarios.

Si usted desea participar en este estudio, sirvase firmar al calce.

Nombre de la participante:
Firma de la participante: Fecha:
Nombre del testigo:
Firma del testigo: Fecha:
Relacion con la participante:
Direccion:

Nombre del testigo:
Firma del testigo: Fecha:
Relacién con la participante:
Direccion:

Nombre de persona que obtiene el consentimiento:
Firma de persona que obtiene el consentimiento: Fecha:
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Apéndice 3. Cuestionario de Factores de Riesgo

ID: ||| Fecha: |__|__ /|| |/1_|__|__|

Dia Mes Afo
Hospital:

SECCION A. INFORMACION GENERAL

¢,Cual es su fecha de nacimiento? | | | /] | [ /] | | | |
Dia Mes Afo
¢Cuédlessuedadactual? |__ | | |edad

¢En dénde nacio?

Ciudad Estado Pais

¢ Cudl es su origen nacional o ascendencia? (marcar no mas de 4)

Inglaterra.........ccccceeeeeeeeeeennnnnns O Medio ESte..........coevvvvieeeneennn. O
Irflanda.......coooeeveeiiiiiiiiieeees O India, Pakistan ............ccoeeee.... O
Alemania........cccccceeeeiiiieeninnnns O China ....ccoooeeeviicie e, O
Francia.........ccccccoviiieeiiineninennn, O Japon........ccccceeeeiieeeii, O
1= 11 O Otros paises de Asia o
Grecia.....ccevvvveeeiiieeeeeeeeiiinn, O las islas del Pacifico............... O
Este de Europa (€j., Polonia, Nativo Americano................... O
Rusia, Hungria, Canada ........coeveeeieiiiiiiaii O
Checoslovaquia) ................... (| MEXICO ... O
Escandinavia (ej., Noruega, Suecia, Puerto RiCO........coovvvvvieene. O
Dinamarca, Finlandia) ............ O Ameérica Central ..................... O
Espafa, Portugal.................... (| Sudameérica.......cccceeeeiiiunnnnee. O
Otros paises europeos........... (| Otro (Especificar) ................... O
N To%: WO O
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SECCION B. ESTATUS SOCIOECONOMICO

¢, Cual es el grado mas alto (o afio) de la escuela que ha completado? (margue uno)
Primaria: Jo1 0Jo2 [Jo3 [Io4 [JO5 0106

Secundaria: 007 008 [J09

Preparatoria: 010 [011 [O12

Universidad: 013 014 015 016 0O17+

¢, Cual es el grado mas alto que usted obtuvo?
[OConstancia de primaria

OConstancia de secundaria

COConstancia de preparatoria

OODiploma de Licenciatura

ODiploma de Maestria

ODiploma de Doctorado

OONinguno de los anteriores, por favor especificar otro:

¢ Cual ha sido la ocupacion que ha realizado (o realiza) por mas tiempo? ¢ Por
cuantos afios? Ocupacion: |__|__| afios de ocupacion

¢ Cuantas personas viven en su casa, incluida usted? |__|__|
De estas personas, ; Cuantos son nifios de <18 afios de edad?
é —

¢ Cudl de las siguientes categorias describe mejor su ingreso familiar total de su hogar
durante los ultimos 12 meses? esto debe incluir los ingresos de todas las fuentes,
salarios, rentas, seguridad social, pensiones, ayuda de familiares (incluyendo pagos
de pension alimenticia).

O < $2000

O $2000 - < $4000

O $4000 - < $6000

0 $6000 - < $8000

0 $10,000 - < $12,000

O = $12,000

[0 No sabe/No esta segura

[0 Rechazo responder

¢ Cuantas personas en su casa dependen de dicho ingreso total?
|__|_| Namero de personas
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a)

4.

5.

SECCION C. HISTORIAL PERSONAL Y FAMILIAR DE CANCER
Historial personal de cancer

Hasta hace un afio antes de su diagnostico actual, ¢ Alguna vez le han realizado una
cirugia de mama, biopsia por aspiracibn o con aguja, remocion de un bulto,
alargamiento o reduccion mamaria?

O si

[0 No (Pase a la siguiente seccion, b)

¢, Cual de los siguientes procedimientos le han sido realizados en sus mamas?
[ Biopsia por aspiracién o con aguja

[0 Remocion parcial de la mama

0 Remocion total de la mama

O Reduccién de mamas

O Aumento de mamas

[0 Otro (especifique)

¢En qué seno le realizaron el(los) procedimiento(s)?
[0 Mama derecha

0 Mama izquierda

0 Ambas

¢,Cuantos afos tenia cuando le realizaron el(los) procedimiento(s)?
|| Edad

Hasta hace un afio antes de su diagndstico actual, ¢Cual de los siguientes
diagndsticos fue de?

Diagnostico:

6.

7.

O Quiste

O Enfermedad fibroquistica
0 Fibroadenoma

O Hiperplasia

O Hiperplasia atipica

[0 Carcinoma lobular in situ
[0 Carcinoma ductal in situ
[0 Otro (especificar tipo):
0 No anormal

[0 No sabe

Antes de su diagnéstico actual de cancer, ¢Alguna vez un médico le diagnostico
cancer?

O Si

[J No (Pase a la pregunta 4)

¢ Qué tipo de cancer diagnostic6 su médico? ¢En qué parte de su cuerpo inicio?

Tipo Lugar donde inicio
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8. ¢En qué afio le fue diagnosticado?
|_|__|__|__|Afio

9. ¢Harecibido alguna vez quimioterapia para cancer de mama?
O si
O No

10. ¢Ha recibido radioterapia?
O si
O No

11. ¢Ha recibido cualquier otro tipo de terapia para cancer de mama?
O Si
[0 No

b) Historial familiar de cancer

Las siguientes preguntas son acerca de su historial familiar de cancer, le pedimos que
por favor realice un esfuerzo en recordar si alguno de sus familiares presenté
cualquier tipo de cancer o tumor, respondiendo a las siguientes preguntas.

1. ¢Su padre y/o madre ha sido diagnosticado con cancer o tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)

O No
[J No sabe
¢Edad ¢Diagnosticode Tipo de cancer o sitio Edad del
Padres ¢Vivo? actual o al cancer o del tumor (Excluya di s
. - iagndstico
fallecer? tumor? metéastasis)
O Si ||| |Osi I
O No Edad O No Edad
Padre | O Nosabe | O No sabe [ No sabe O No sabe
O Si ||| | OSi I
O No Edad O No Edad
Madre | O Nosabe | O No sabe O No sabe O No sabe
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2. ¢Cuantos hermanos y hermanas tiene o tuvo en total?

|__|__| Hermanas
|__|__| Hermanos
3. Entre sus hermanos o hermanas ¢,Alguno ha sido diagnosticado con cancer o
tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)
[ No
O No sabe
Tabla de hermanas y hermanos
. . L .. Tipo de cancer o
No Sexo ;Vivo? ac?Eglag al C’dDeIacg<'£1rr11c<):setrl(ZJO sz sle) ey ks dle
' ¢ : (Excluya diagnéstico
fallecer? tumor? ) 5
metéstasis)
O Femenino asi ] asi ]
O Masculino O No Edad O No Edad
1 O No O No sabe | O No sabe O No sabe
sabe
O Femenino asi ] asi ]
O Masculino O No Edad O No Edad
2 O No [0 No sabe [ No sabe [0 No sabe
sabe
0 Femenino asi ] asi |
O Masculino O No Edad O No Edad
3 O No 0 No sabe [ No sabe [0 No sabe
sabe
O Femenino asi ] asi I |
O Masculino O No Edad O No Edad
4 O No OO No sabe | [0 No sabe O No sabe
sabe
O Femenino Osi ] asi ]
O Masculino O No Edad O No Edad
5 O No O Nosabe | O No sabe O No sabe
sabe

4. ¢ Cuantas hijas e hijos tiene o tuvo en total?

| Hijas
| Hijos

5. ¢Alguno ha sido diagnosticado con cancer o tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)
O No

[ No sabe
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Tabla de hijas e hijos

. s L Tipo de cancer o
¢Edad ¢Diagnéstico s
No. Sexo 2Vivo? actual o al de cancer o S )T .Edad, del
fallecer? tumor? (E)fcluyg EEETEEED
metéstasis)
O Femenino | OSi ] O sSi I |
0 Masculino O No Edad O No Edad
1 0 No [0 No sabe [ No sabe [0 No sabe
sabe
O Femenino | O Si ] O si |
O Masculino O No Edad O No Edad
2 O No OO Nosabe | O No sabe O No sabe
sabe
O Femenino asi ] asi ]
O Masculino O No Edad O No Edad
3 O No OO Nosabe | O No sabe O No sabe
sabe
O Femenino asi ] asi ]
O Masculino O No Edad O No Edad
4 O No O No sabe | O No sabe O No sabe
sabe
O Femenino Osi ] asi ]
O Masculino O No Edad [ No Edad
5 O No O No sabe [ No sabe O No sabe
sabe

c) Historial familiar de cancer, familia materna
Las siguientes preguntas corresponden al historial familiar de cancer por parte de su
madre (abuelo, abuela, tias y tios).

1. ¢Su abuelo y/o abuela materna han sido diagnosticados con cancer o tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)
O No
[ No sabe
Abuelos ¢Edad ¢Diagndstico Tipo de cancer o sitio Edad del
maternos ¢Vivo? actual o al de cancer o del tumor (Excluya diaanéstico
fallecer? tumor? metastasis) 9
Abuel a Si || |OSi (I
uela | 1 No Edad O No Edad
matema | j No sabe | [0 No sabe O No sabe O No sabe
Abuel O Si ||| |OsSi I
Uelo | M No Edad O No Edad
matemo | ] Nosabe | OJNosabe | O Nosabe O No sabe
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6.

7.

¢Cuantas tias y tios maternos tiene o tuvo en total?
|__|__| Tias maternas
|__|__| Tios maternos

¢Alguno ha sido diagnosticado con cancer o tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)

[ No
O No sabe
Tipo de cancer o
¢Edad i
No. Sexo Parentesco JVivo? actual o al sitio del tumor _Edaq del
f (Excluya diagndstico
alEzer metastasis)

O Femenino asi | |

1 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe [0 No sabe
O Femenino asi | |

2 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe [0 No sabe
O Femenino Osi ] ]

3 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe [0 No sabe
O Femenino asi | |

4 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe [0 No sabe
0 Femenino asi | I |

5 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | [ No sabe [ No sabe
O Femenino O si ] ]

6 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe [0 No sabe
O Femenino O si ] ]

7 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe [0 No sabe

Tabla de tias y tios maternos

d) Historial familiar de cancer, familia paterna
Las siguientes preguntas corresponden al historial familiar de cancer por parte de su
padre (abuelo, abuela, tias y tios).

2. ¢Su abuelo y/o abuela paternos han sido diagnosticados con cancer o tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)
O No
[ No sabe
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¢;Edad

¢Diagnostico

Tipo de céancer o sitio

9.

A;g:e*%ss ¢Vivo? actual o al de céancer o del tumor (Excluya diidﬁ%gtil:o
P fallecer? tumor? metastasis) 9
Abuel O Si ||| |OSsi I
uela | I No Edad O No Edad
paterna | ] No sabe | O No sabe 0 No sabe 0 No sabe
Abuel O Si ||| |OSsi I
uelo | I No Edad O No Edad
paterno | [ No sabe | [I No sabe O No sabe O No sabe
8. ¢Cuantas tias y tios paternos tiene o tuvo en total?
|__|__| Tias paternas
|_|__| Tios paternos
¢Alguno ha sido diagnosticado con cancer o tumor?
O Si (ingresar informacion en tabla)
O No
O No sabe
Tabla de tias y tios paternos
. Tipo de cancer o
No Sexo Parentesco . Vivo? acct'lljzr;jlac()j al Sl el W 22k L]
' ¢ : fallocer? (Excluya diagnéstico
: metastasis)
O Femenino O si | |
1 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe O No sabe
O Femenino O si | |
2 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe O No sabe
O Femenino O si | |
3 | O Masculino O No Edad Edad
[ No sabe | O No sabe O No sabe
O Femenino O si | |
4 | O Masculino O No Edad Edad
[ No sabe | O No sabe O No sabe
0 Femenino O si T | I |
5 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe O No sabe
O Femenino O si ] T |
6 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe O No sabe
O Femenino O si ] T |
7 | O Masculino O No Edad Edad
[0 No sabe | O No sabe O No sabe
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SECCION D. FACTORES HORMONALES Y REPRODUCTIVOS

a)

1.

b)

Menstruacion

¢A qué edad inicié su menstruacion?
| || Edad
CINo sabe

¢ Ha menstruado en los Ultimos 12 meses?

[JSi, todavia tengo ciclos menstruales (pase a la pregunta 5)

[JSi, pero mis ciclos menstruales se detuvieron dentro del dltimo afio
OONo, mi ciclo menstrual se detuvo hace mas de un afio

[INo sabe

¢,Cuando fue su Ultima menstruaciéon?
| ol ||

Mes Afio edad

[ONo sabe

¢ Cudl de los siguientes describe mejor porque su ciclo menstrual se detuvo?

CEmbarazo reciente

OLactancia materna

OAnticonceptivos o medicamentos

OOLa menopausia natural

OCirugia para extirpar el utero o los ovarios
OOtra (especificar)
CINo sabe

Embarazos y lactancia

¢Alguna vez ha estado embarazada?
O Si
CONo (Pase a la pregunta 14)

¢ Qué edad tenia la primera vez que quedd embarazada?
|__|__| Afios
CINo sabe

¢ Cuéntas veces ha estado embarazada? Por favor incluya mortinatos, abortos
involuntarios, abortos, embarazos ectépicos y nacidos vivos.

|__|__|NUmero de embarazos en total

¢,Cuantos de sus embarazos resultaron en nacidos vivos?

|__|__|NUmero de embarazos nacidos vivos
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

¢ Cual era su edad en el nacimiento de su primer hijo nacido vivo?
|__|__| Edad
O No sabe

¢ Cual era su edad en el nacimiento de su ultimo hijo nacido vivo?
|__|__| Edad
O No sabe

¢Alguna vez tomo medicamento u hormona como ayuda para quedar embarazada o
mantener un embarazo?

O si

[0 No (Pase a la pregunta 13)

¢ Recuerda el nombre del medicamento que tomo, o si este estaba compuesto de
hormonas? Especificar:

¢Amamanté a alguno de sus hijos?
O si
[0 No (Pase a la pregunta 16)

¢ Cual era su edad cuando amamanto por primera vez?
||| Edad

Pensando en todos sus hijos(as) ¢, Por cuanto tiempo, semanas o0 meses, en total los
amamanto?

|__|__| Semanas

O

||| Meses

Historial de cirugia ginecolégica

¢Alguna vez ha tenido histerectomia, es decir, han sido removidos su Utero o
matriz?

Osi

ONo (Pase a la pregunta 16)

[ONo sabe (Pase a la pregunta 16)

¢,Cudl era su edad cuando le removieron su Utero o matriz?
| || Edad

¢, Cuantos de sus ovarios han sido removidos?

0 Ninguno (Pase a la pregunta 15)

O Eliminacion parcial de uno o ambos ovarios

[0 Un ovario

0 Ambos ovarios

1 Otro (Por favor especifique )
O No sabe
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19. ¢ A qué edad fue su mas reciente remocién de uno o ambos ovarios?
|__|_| Edad

20. ¢ Ha tenido ligadura de trompas, es decir, han atado sus trompas de Falopio?

O Si
O No
O No sabe

d) Uso de anticonceptivos

21. ¢ Alguna vez ha tomado pastillas anticonceptivas por cualquier motivo (método

anticonceptivo, regular los periodos menstruales, acné, etc.)?
O si

[J No (Pase a la pregunta 26)

[0 No sabe (Pase a la pregunta 26)

22. ¢ Qué edad tenia cuando empezé a tomar pastillas anticonceptivas?
| _|__| Edad

23. ¢ Por cuantos meses o afios en total ha usado pastillas anticonceptivos?
|__|_| Meses
O
|__|__| Afios

24. ¢ Qué edad tenia cuando dejo de usar pastillas anticonceptivas?
| _|__| Edad
O
[0 Todavia tomo pastillas anticonceptivas

25. ¢ Usa o us6 alguno de los siguientes anticonceptivos?
Edad en | Edad en

No laque laque ¢Por
Tipo de anticonceptivo Si | No adg 4 cuantos
sabe | iniciosu | dejo de 5o
afnos?

uso usarlo
Inyecciones A0 T Y A IO
Parche hormonal N Y T O A B (. (.
Anillo vaginal Y T O T B 1| (I
Dispositivo intrauterino (DIU) T Y O B |11 ||
Otro (especifique) Y T O A A 1| [
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e)

26.

27.

28.

29.

30.

Hormonas post-menopausia

A veces las mujeres toman hormonas femeninas, como el estrégeno o
progesterona durante o después de la menopausia para controlar sus sintomas
como los bochornos. Las siguientes preguntas son acerca del uso de dichas
hormonas, a menudo llamadas terapia de remplazo hormonal o terapia hormonal
para la menopausia.

¢Alguna vez ha usado terapia de reemplazo hormonal?

O Si

O No (Fin de preguntas hormonales)

[0 No sabe (Fin de preguntas hormonales)

¢Aproximadamente a qué edad comenz6 a tomar la terapia de reemplazo
hormonal?
| || Edad

¢Aproximadamente a qué edad dej6 de tomar la terapia de reemplazo hormonal?
| _|__| Edad
0 Aun tomo terapia de reemplazo hormonal

¢ Por cuantos meses o afos en total ha usado la terapia de reemplazo hormonal?
|__|__| Meses

O

|__|__| Afios

¢, Qué tipo de terapia de reemplazo hormonal ha tomado durante el mayor periodo
de tiempo?

O Pastillas de estrégeno

[0 Pastillas de progesterona/ progestina

[0 Pastillas de estrogeno y progesterona/progestina en la misma pildora o en
diferentes pildoras

O Cremas de estrégeno, inyecciones o parches

[0 Cremas de progesterona/progestina, inyecciones o parches

[0 Cremas de estrégeno y progesteronal/progestina, inyecciones o parches

0 No sabe

SECCION E. CONSUMO DE CIGARROS

ACTIVO

En toda su vida, ¢ha fumado 100 cigarrillos o mas?
O Si

0 No (Pase a la siguiente seccion)

Actualmente ¢ fuma cigarrillos? (Seleccione la opcion “Si” incluso si s6lo fuma

algunos dias)
O si
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a. En promedio, ¢ Cuantos cigarrillos al dia fuma usted? (Si es menos de 1 cigarrillo
al dia, marcar 00)
|__|__| Cigarrillos

b. ¢A qué edad empez6 usted a fumar regularmente?
|__|__| Afos de edad

c. ¢Por cuantos afios ha fumado, sin contar los periodos de tiempo en los que dejo
de fumar?
|__|__| Afos
O No
a. ¢Qué edad tenia la ultima vez que usted dejo de fumar cigarrillos?
|__|__| Afos de edad

b. ¢Ha dejado de fumar debido a que tenia un problema de salud grave que fue
causado o agravado por fumar?
Osi ONo

c. En promedio, cuando fumaba, ¢ Cuantos cigarrillos al dia fumaba? (Si es menos
de 1 cigarrillo al dia, marcar 00).
|__|__| Cigarrillos

d. ¢Cuantos afos fumg, sin contar los periodos en los que dejo de fumar? (Si es
menos de 1 marcar 00).
|__|__| Afos

b) PASIVO

1. Estamos interesados en su exposicion al humo de los cigarrillos de otras
personas y de los productos de tabaco. Completar la siguiente tabla:

¢Fue expuesto al humo de cigarro de otras personas o

productos de tabaco durante: Si |[No |¢Por cuantos afios?
Nifiez en casa [ T 1/l [ |Nosabe
Edad adulta en casa [ T 1/l [ |Nosabe
Edad adulta en el trabajo [ T 1/l [l |Nosabe
En entornos sociales tales como bares, restaurantes, casas de

[ 101/l |[[1 Nosabe

amigos
Actualmente, ¢esta expuesto al humo de cigarros de otros? Si[ ] No[ ]
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SECCION F. CONSUMO DE ALCOHOL

Para responder a las preguntas de esta seccidn, una bebida alcohdlica es igual a lo siguiente:

Cerveza = una botella de 355 ml o lata
Vino = un vaso de 118 ml
Licores = 30 ml (1 shot) o bebida preparada con 30 ml de licor
Si usted bebe mas de un tipo de bebida alcohdlica, afiadir el nimero de bebidas para cada
tinpo para obtener el nimero total de bebidas

b)

En toda su vida, ¢ha bebido al menos 1 bebida de cualquier tipo de alcohol, sin
contar los pequefios sorbos?

Sl e, Dl

N O e O, (Pase a la siguiente
seccion)

No sabe/Rechazo responder...........ccccceeeeieeeeeeeeeenn, Oee (Pase a la siguiente
seccion)

¢,Cuantos afos tenias cuando empezaste a beber, sin contar los pequefios sorbos?
|__|__| Edad
No sabe/Rechazo responder.........cccceeeeeeeeenenns Coo

Evaluacién de la exposicién reciente

En los dltimos 12 meses, ¢,con qué frecuencia usted bebi6 por lo menos una bebida
alcohdlica?

NUNCA .o O: (PASE A LA PREGUNTA 5)
<A VECES ENUNMES ..coviiiiiiieeeeeeeeeeiiie e e e e e eearaanns P
Unavez alasemana........ccceeeeveieeiiiiiieeeeeneeeiiinnnnn (s
2-3 VECES PO SEMEANG . c.vvuuueeeeeeieeiniiiaa e eeeeeennennnanns O
4-7 VECES PO SEMANA.....cevuneeeeneeeieeeaiieeeiaeeeaaeranaans Os

En los ultimos 12 meses, en los dias que bebio alcohol, ¢ cuantas bebidas por dia
bebi6é en promedio?
|__|__| Numero

NO reCUEIdA ....oieieeiiieeiicce e (o

Evaluacién de la exposicion de por vida acumulada

¢ Ha consumido alguna vez bebidas alcohdélicas, como cerveza, vino o licor al menos
una vez a la semana durante 6 meses 0 mas?

Sl ettt O

N O e O, (Pase a la siguiente
seccion)

No sabe/Rechazo responder..........ccccceevieeeeiieeninnnnnn. Les (Pase a la siguiente
seccion)
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6. ¢A qué edad empez6 a consumir bebidas alcohdlicas, como cerveza, vino o licor al
menos una vez a la semana durante 6 meses o mas?

En promedio, ¢Con que frecuencia bebia
por lo menos una bebida alcohdlica?

En los dias que bebid

<4 Una 2-3 4-7 alcohol a esa edad,
. veces dias dias Jjcuantas bebidas en
Cuando tenia: Nunca al vez por por por promedio bebi6?
semana
mes semana | semana
||| | No
7?‘ menor de 20 Oa [P Os Oa Os 7b. sabe/Rechazo
afios de edad ,
Numero responder oo
90 af ||| | No
8a. 20-29 afios de O: [P Os Oa Os 8h. sabe/Rechazo
edad ,
Numero responder oo
20 af ||| | No
zgégo 39 afios de 0. [P Os Oa Os 9b. sabe/Rechazo
Numero responder oo
40 AR ||| | No
10a 40-49afosde | o, | g, Os O Os 100, | sabe/Rechazo
Numero responder oo
£Q AR ||| | No
112 5059 afos e | o | o Os O Os 11b. | sabe/Rechazo
Numero responder oo
o ] | No
12a. 60 afios de 01 2 Os Oa Os 12hb. sabe/Rechazo
edad .
Numero responder [loo
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SECCION G. OTRAS CONDICIONES DE SALUD

Ahora le haré preguntas sobre algunas condiciones de salud (enfermedades).

¢Algunavez un

médico le indico que Marque la (;Qué'egi)ad (;Qué_tip_o dgtratamiento
- respuesta tenia® se le indico?
O Si I O Hospitalizacion
Presion alta, no durante | OO No Edad [ Cirugia
el embarazo [0 No sabe O Medicamento
[0 Ninguno de los
anteriores
O Si ] O Hospitalizacion
Colesterol alto 0 No Edad O Cirugia
[ No sabe O Medicamento
O Ninguno de los
anteriores
O si, I O Hospitalizacion
Enfermedad de tiroides especificar tipo: Edad O Cirugia
[ No sabe O Medicamento
0 No [0 Ninguno de los
anteriores
O Si I O Hospitalizacion
Diabetes, no durante el 0 No Edad O Cirugia
embarazo [ No sabe O Medicamento
O Ninguno de los
anteriores
Oa Si I O Hospitalizacion
Pdlipos en el colon o O No Edad O Cirugia
recto [ No sabe O Medicamento
O Ninguno de los
anteriores
O sSi ] [0 Hospitalizacion
Célculos en la vesicula O No Edad O Cirugia
[0 No sabe [ No sabe O Medicamento
O Ninguno de los
anteriores
Otro: O Si ] [0 Hospitalizacion
O No Edad O Cirugia
O No sabe [ No sabe O Medicamento

O Ninguno de los
anteriores
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SECCION H. ANTROPOMETRIA Y ACTIVIDAD FiSICA

1. Actualmente, ¢ Cuanto pesa?
||| |.|_|_Ikg

No sabellgg

2. Actualmente, ¢ Cuanto mide?

peso de embarazos)
| |_|_Il_I__Ikg

|_|_|_ | Edad

92

|_|_|_|cm
No sabellgg
3. Excluyendo los tiempos en los cuales estuvo embarazada, ¢ Cual era su peso usual
cuando tenia...
(a) (b) (©) (d) (e)
20 afios de 30 afios de 40 afios de 50 afios de 60 afios de
edad? edad? edad? edad? edad?
kg kg kg kg kg
4. ¢Cual ha sido el peso maximo que ha llegado a tener y qué edad tenia? (excluya el




Ahora le haré unas preguntas sobre su actividad fisica.

Actividades que
realizaba cuando
tenia

¢, Qué tan seguido participaba en
actividades fisicas vigorosas tales

como nadar en piscina olimpica,
bailar, correr, gimnasia, baloncesto,
montar en bicicleta rapido, aerobics?

¢, Qué tan seguido participo
en actividades fisicas
moderadas tales como
caminar a paso ligero,
voleibol, tenis recreativo,
softbol, ciclismo pausado?

de 12 a 13 afios de
edad

O Diariamente

[J 4-6 veces por semana

[0 2-3 veces por semana

[0 1 vez por semana

[J 1-3 veces por mes

0 Menos de una vez al mes o nunca

O Diariamente

[J 4-6 veces por semana

[J 2-3 veces por semana

[0 1 vez por semana

[J 1-3 veces por mes

0 Menos de una vez al mes
0 nunca

20 afos de edad

[0 Diariamente

[J 4-6 veces por semana

[0 2-3 veces por semana

[0 1 vez por semana

[J 1-3 veces por mes

0 Menos de una vez al mes o nunca

[0 Diariamente

[0 4-6 veces por semana

[0 2-3 veces por semana

[0 1 vez por semana

[J 1-3 veces por mes

0 Menos de una vez al mes
0 nunca

Durante los ultimos
doce meses
(ignorando cualquier
cambio reciente)

[0 Diariamente

[0 4-6 veces por semana

[0 2-3 veces por semana

[0 1 vez por semana

[J 1-3 veces por mes

0 Menos de una vez al mes o nunca

[0 Diariamente

[0 4-6 veces por semana

[0 2-3 veces por semana

[0 1 vez por semana

[J 1-3 veces por mes

0 Menos de una vez al mes
0 nunca
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ANOTACIONES DEL ENTREVISTADOR

1. La cooperacion del entrevistado fue:

MUY BUENA......... 1
BUENA.................. 2
JUSTA..........s 3
POBRE.................. 4

2. Lacalidad de la entrevista fue (complete para cada seccién)

No Cuestionable | Generalmente | De alta
satisfactoria confiable calidad

Seccién A. Informacién general
Seccién B. Estatus socioeconémico
Seccién C. Historial familiar de
cancer
Seccién D. Factores hormonales y
reproductivos
Seccién E. Consumo de cigarros
Seccién F. Consumo de alcohol
Seccién G. Antropometria y
actividad fisica

3. La calidad global de la entrevista fue:

No satisfactoria 1
Cuestionable 2
Generalmente confiable 3 (Comentarios)
De alta calidad 4 (Comentarios)

4. La(s) razdn(es) por la cual la informacién fue no satisfactoria o la calidad de la
informacion cuestionable fue debido a que el entrevistado: (encierre en un circulo las
opciones que aplican)

No sabia informacion suficiente acerca del tema............oooovvviieeieeennnns 1
NO QUISO SEr MAs €SPECITICA ....uvvviieeiiiiiiiiiiiiiiee e 2
Estaba aburrida o desinteresada..........ccccccevvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 3
Estaba molesta, deprimida 0 enojada ............ooevviiiiiiiiiiii e 4
Tenia problemas para hablar o escuchar .............cccoeeeeeeiiie, 5
Estaba confundida o distraida por interrupciones frecuentes .................. 6
Era inhibida por otros a su alrededor.............ccccooii i, 7
Estaba avergonzada por el tema abordado............ccccoevvvviieiiieeeeceiiiiinn, 8
Estaba emocionalmente inestable............ccooveiii e, 9
Estaba fisicamente débil/enferma ...........cccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiee 10

Otro (Especificar)

Comentarios:
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