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1. Titulo
Aplicacioén de la citometria de flujo en la caracterizacion molecular del cancer de mama.

Revisidn sistematica



2. Resumen
El cancer de mama constituye una enfermedad multifactorial y heterogénea que representa la
cuarta causa de mortalidad en mujeres a nivel mundial, en Ecuador causa el 13,6% de muertes
en relacion a todos los tipos de cancer, esto debido a un diagnoéstico tardio lo que imposibilita
un tratamiento rapido y eficiente. Es por ello que se destaca la importancia y necesidad de
implementar nuevos métodos analiticos que respalden los métodos actuales en el diagndstico
molecular de cancer de mama, para reducir costos y tiempo en la entrega de resultados. El
proposito de esta investigacion fue establecer cuales son los biomarcadores moleculares mas
comunes, asi como los patrones moleculares del cancer de mama obtenidos mediante citometria
de flujo. Para ello se realiz6 una revision sistematica que incluyé un total de 15 articulos luego
de una busqueda exhaustiva de publicaciones en bases de datos ampliamente reconocidas como
Pudmed, Scopus y LILACS. Para el cribado se aplicd el método PRISMA, seleccionando
estudios publicados a partir del afio 2014. Se evaluaron los criterios metodoldgicos y de calidad
de los articulos incluidos y de la revision sistemdtica con ayuda de la herramienta JBI y la
declaracion PRISMA, evidenciando un bajo riesgo de sesgo. Se identificaron los biomarcadores
moleculares mas comunes, siendo los receptores hormonales y HER2 los principales, asi como
biomarcadores adicionales (Ki-67 y CK 5/6), también se definieron los subtipos intrinsecos de
cancer de mama, Luminal A, Luminal B HER-, Luminal B HER+, HER2 enriquecido, Triple
negativo basal y no basal. En conclusion, el inmunofenotipado con citometria de flujo puede
complementar a la inmunohistoquimica para un diagndstico mas rapido y seguro de CM,
teniendo en cuenta que el retraso en el diagndstico y tratamiento sigue siendo un problema

importante.

Palabras clave: biomarcadores, cancer de mama, citometria de flujo, subtipos



2.1 Abstract

Breast cancer is a multifactorial and heterogeneous disease that represents the fourth cause of
mortality in women worldwide, in Ecuador it causes 13.6% of deaths in relation to all types of
cancer, this is due to a late diagnosis which prevents a fast and efficient treatment. This is why
it is important and necessary to implement new analytical methods that support the current
methods in the molecular diagnosis of breast cancer, to reduce costs and time in the delivery of
results. The purpose of this research was to establish which are the most common molecular
biomarkers, as well as the molecular patterns of breast cancer obtained by flow cytometry. For
this purpose, a systematic review was performed including a total of 15 articles after an
exhaustive search of publications in widely recognized databases such as Pudmed, Scopus and
LILACS. For the screening, the PRISMA method was applied, selecting studies published from
2014 onwards. The methodological and quality criteria of the included articles and the
systematic review were evaluated with the help of the JBI tool and the PRISMA statement,
showing a low risk of bias. The most common molecular biomarkers were identified, being
hormone receptors and HER2 the main ones, as well as additional biomarkers (Ki-67 and CK
5/6), intrinsic breast cancer subtypes were also defined, Luminal A, Luminal B HER-, Luminal
B HER+, HER2 enriched, Triple negative basal and non-basal. In conclusion,
immunophenotyping with flow cytometry may complement immunohistochemistry for a faster
and safer diagnosis of CM, considering that delay in diagnosis and treatment remains a major

problem.

Key words: biomarkers, breast cancer, flow cytometry, subtypes



3. Introduccion
El cancer de mama (CM) se desarrolla cuando las células epiteliales que forman parte
de los ductos y lobulos mamarios, se empiezan a multiplicar sin control a causa de una
mutacion, si estas c€lulas no se controlan adquieren capacidad metastasica y pueden llegar a

causar la muerte (World Health Organization, 2024).

Segun el Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), en el afio 2022 el CM representd
la segunda causa de incidencia de cancer a nivel mundial, con un estimado de 2,3 millones de
casos nuevos, y la cuarta causa de mortalidad por cancer en todo el mundo, con 666 000
muertes. En América Latina y el Caribe se diagnostico CM a 219 684 mujeres, mientras que 59
701 fallecieron a causa de la misma; con respecto a Ecuador, la estimacion de CM fue de 3 903
nuevos casos y un total de 1 154 muertes, esto representd una proporcion anual del 23% en
relacion a todos los tipos de cancer y una mortalidad del 13,6% (Bray et al., 2024; Global
Cancer Observatory, 2024).

Este tipo de cancer es mas habitual en mujeres de cualquier edad a partir de la pubertad,
en paises en vias de desarrollo las tasas son mayores en aquellas que son adultas, a diferencia
de los paises desarrollados, donde las mujeres postmenopausicas son las afectadas; también
existen otros factores de riesgo que intervienen en el padecimiento de CM, como lo son los
factores genéticos, factores ambientales y de estilo de vida, manifestando asi su origen
multifactorial (Palmero et al., 2021). E1 CM es etioldgica, histopatologica y genéticamente una
enfermedad heterogénea, lo que genera la necesidad de una terapia personalizada (Benacka et

al., 2022).

Hoy en dia, el diagndstico de CM se realiza mediante exdmenes de imagen seguidos de
una biopsia del nédulo en sospecha de malignidad, si el resultado de la biopsia corrobora la
existencia de una poblacion de células malignas, el nédulo se extirpa y examina en busca de
biomarcadores que permitan caracterizar el subtipo molecular del cancer, etapa de diagndstico
crucial, ya que proporciona informacidon relevante para el tratamiento y pronostico de la

enfermedad (Wopereis et al., 2021).

El Consenso de St. Gallen, ha realizado la clasificacion molecular del CM de acuerdo
al patron de expresion de los receptores de progesterona (PR), receptores de estrogeno (ER),
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y el marcador de proliferacion

Ki-67. Teniendo en cuenta la expresion o ausencia de los receptores antes mencionados el CM



se ha clasificado desde el punto de vista molecular en cuatro subtipos intrinsecos: Luminal A,

Luminal B, HER2 enriquecido y Triple negativo (Evilla et al., 2023).

Segin Wopereis et al. (2021), la mayoria de laboratorios aun realiza la clasificacion
molecular del CM por inmunohistoquimica, ya que se trata de un método econdmico que se
implementa y estandariza facilmente, sin embargo, se encuentra limitado por el largo tiempo
que demora en obtener resultados, asi como la imposibilidad de evaluar varios marcadores
simultdneamente. Es por ello que existe la necesidad de implementar nuevos métodos analiticos
que respalden los métodos actuales, por lo que, en los ultimos afios investigadores se han
enfocado en el uso de la citometria de flujo (CF) para el analisis de tumores solidos, esto gracias
a que es un método capaz de realizar un analisis multiparamétrico de cada célula y clasificarlas
en diferentes poblaciones segin la expresion de biomarcadores clave, proporcionando asi una

recopilacion de datos rapida, sencilla y precisa.

Por lo tanto, surge la siguiente interrogante: ;Cudles son los biomarcadores mas
importantes dentro de la citometria de flujo para la caracterizacion molecular del céncer de

mama?

En la actualidad, estudios cientificos han permitido conocer que esta tecnologia en
conjunto con el analisis morfoldgico e inmunohistoquimico podria superar las limitaciones
individuales de cada una, proporcionando resultados confiables en el menor tiempo posible
(Wopereis et al., 2021). Motivo por el cual se considera importante la realizacion de la siguiente
revision sistematica, sobre todo para ampliar el conocimiento sobre el papel de la CF en el CM,
asi como la actualizacion de informacion acerca de esta técnica para el seguimiento y control

del mismo.

Por lo expuesto anteriormente, este trabajo tiene como objetivo principal establecer
cuales son los biomarcadores moleculares mas comunes, asi como los patrones moleculares del
cancer de mama obtenidos mediante citometria de flujo, todo ello mediante una revision de

articulos cientificos.



4. Marco Teorico

4.1 Cancer

4.1.1 Definicion
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (2022), el cancer representa a un extenso
grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, las mismas son
originadas por la transformacion de células normales en células incapaces de controlar su
crecimiento, provocada por complejos cambios en el material genético llamados mutaciones
(Chacon, 2009). Ademads, estas células pueden migrar e invadir tejidos lejanos, donde
encuentran un lugar apropiado para continuar su crecimiento ocasionando metéstasis que en

muchas ocasiones es la causa de muerte de los individuos afectados (Sanchez, 2013).

4.1.2 Epidemiologia
En los ultimos afios la mortalidad por cancer ha ido rdpidamente en aumento, algunas
de las razones incluyen el envejecimiento y crecimiento de la poblacidn, asi como cambios en

la prevalencia y distribucion de los principales factores de riesgo (Bray et al., 2018).

Segun Global Cancer Observatory (2024), se estima que durante el afio 2022 a nivel
mundial se produjeron 20 millones de casos nuevos de céancer, de los cuales 9 664 889 se
detectaron en mujeres y 10 311 610 en hombres, mientras que el nimero de muertes sumo 9,7
millones en todo el mundo, 4 313 548 correspondientes a mujeres y 5 430 284 a hombres

(Figura 1).

Como se observa en la Figura 1, el cancer mas comun diagnosticado en mujeres es el
de mama (incidencia del 23,8%), asi como la principal causa de muerte por cancer (15,4%),
seguido por el cancer de pulmon y colorrectal tanto en casos de cdncer como en muertes.
Mientras que en hombres el cancer de pulmon es el cancer mas frecuente (incidencia 15,3%)
asi como muertes (22,7%), seguido por el cancer de prostata y colorrectal para los casos nuevos

y el cancer de higado y colorrectal para las muertes (Bray et al., 2024).

Segun datos de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), el cancer mas comun
entre las mujeres de las Américas es el de mama, llegando a ocupar el segundo lugar en causar
muertes. De acuerdo a las estadisticas presentadas en Global Cancer Observatory (2024), solo
en nuestro pais se estima un diagndstico de 3 903 mujeres con cancer de mama a lo largo del
2022, asimismo, los datos epidemioldgicos de SOLCA en ese mismo afio lo sefialan como la

tercera causa de muerte en mujeres ecuatorianas (Ministerio de Salud Publica, 2022).



Figura 1. Distribucion de casos y muertes de los canceres mas comunes a nivel mundial para

ambos sexos en 2022.

Incidencia

g

Breast
2261419 (24.5%)
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Colorectum
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Stomach
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Colorectum

Oesophagus 515 637 (9.3%)

374 313 (6.8%)
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375 304 (6.8%) 502 788 (9.1%)

Total : 5 528 810

Nota. Figura extraida y modificada de Global Cancer Statistics, por Bray et al., 2024.

4.1.3 Bases Moleculares
La carcinogénesis es el proceso mediante el cual una célula normal se convierte en
cancerosa debido a mutaciones en el material genético de la célula (Mitrus et al., 2012). En
condiciones normales el sistema inmunitario dispone de mecanismos de inmunovigilancia
tumoral que le permiten eliminar las células tumorales, sin embargo, algunas de ellas pueden

desarrollar caracteristicas nuevas que les permiten evadir estos mecanismos y desarrollar cancer

(Vesely et al., 2011).

Existe evidencia que indica que la tumorogénesis consta de un proceso de varios pasos
y éstos se ven reflejados en alteraciones genéticas que son encargadas de la transformacion
progresiva de células normales en malignas. Hanahan y Weinberg en el afio 2000, describieron
seis caracteristicas distintivas del cancer: 1. autosuficiencia en las sefales de crecimiento, 2.

insensibilidad a las senales inhibidoras del crecimiento, 3. evasion de las sefiales programadas



para muerte celular (apoptosis), 4. potencial replicativo ilimitado, 5. angiogénesis sostenida, 6.

invasion y metastasis tisular (Sanchez, 2013).

En primer lugar, a diferencia de las células que forman los tejidos normales, en las
células cancerosas los mecanismos que regulan la entrada en el ciclo celular y la posterior
division celular estan fuera de control. Esta pérdida de homeostasis se debe principalmente a la
aparicion de mutaciones o al aumento de la expresion de receptores de tirosina quinasa de la
superficie celular. Estos cambios permiten a la célula tumoral mantener su ciclo celular siempre

activo lo que le confiere la caracteristica de “autosuficiencia en las sefales de crecimiento”

(Baines et al., 2011; Hanahan & Weinberg, 2011).

Existen varias formas por las que las células tumorales pueden volverse “insensibles a
las sefiales inhibidoras de crecimiento”, pero las dos mas estudiadas son las mutaciones en la
proteina retinoblastoma (pRB) y la proteina p53. La proteina pRB es responsable de regular el
paso de la fase G1 a la fase S del ciclo celular, se ha observado que esta proteina estd mutada
en el 100% de los casos de retinoblastoma, mientras que en pulmon, vejiga, osteosarcoma,
higado y eso6fago también estd mutada, pero en menor medida (Hanahan & Weinberg, 2011).
El factor de transcripcion p53 es un factor de transcripcion que, al igual que pRB, regula el
ciclo celular, la funcionalidad de esta proteina es critica ya que tiene la capacidad de inducir la
reparacion del ADN cuando se ha producido un dafio o puede iniciar el proceso de apoptosis si
el dafio es irreparable, esta proteina estd mutada en el 50% de los canceres humanos (Hanahan

& Weinberg, 2011; Sanchez, 2013).

La homeostasis de un tejido depende del equilibrio entre la proliferacion y la muerte
celular, un equilibrio que se lleva a cabo mediante un mecanismo de muerte celular programada
(apoptosis). La “evasion de la apoptosis™ es otro rasgo distintito de los canceres humanos que
favorece la formacion y progresion del tumor, asi como la resistencia al tratamiento. Las células
tumorales evaden la apoptosis activando programas antiapoptéticos y de supervivencia celular,

que bloquean la muerte celular (Hanahan & Weinberg, 2011; Sdnchez Bouza et al., 2022).

En condiciones normales, la mayoria de las células tiene un numero limitado de
divisiones celulares, un fendémeno denominado limite de Hayflick. Las células tumorales tienen
un “potencial replicativo ilimitado” porque expresan telomerasa, que afiade segmentos
repetitivos a los extremos del ADN, impidiendo que se acorte. Esta proteina no se encuentra en
la mayoria de las células normales, mientras que en las células tumorales estd presente en

aproximadamente el 90% de ellas. La expresion de esta proteina se ve potenciada por la



presencia de mutaciones en la proteina p53 y permite a las células tumorales convertirse en

inmortales (Hanahan & Weinberg, 2011; Khan Academy, 2020).

La formacion de nuevos vasos sanguineos denominado ‘“angiogénesis”, es necesaria
para suministrar nutrientes y oxigeno, asi como para eliminar productos de desecho. En
consecuencia, las células tumorales mantienen un mecanismo de angiogénesis que esta mediado
por diferentes factores de crecimiento y citoquinas, como los factores de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 8 (IL-8) (Hanahan & Weinberg, 2011; Sanchez, 2013).

La mayoria de las muertes relacionadas con el cancer se deben a la capacidad de las
células tumorales para la “invasion y metastasis tisular”. La invasion se produce cuando la
célula tumoral invade el tejido cercano, mientras que el proceso por el que las células tumorales
se extienden lejos del tumor primario se denomina metastasis(Hanahan & Weinberg, 2011). Dos
de las proteinas mejor caracterizadas relacionadas con esta capacidad son la E-cadherina y la
N-cadherina. Estas proteinas son esenciales para la adhesion celular a la matriz extracelular y
se ha demostrado que el aumento de la expresion de N-cadherina y la disminucion de la
expresion de E-cadherina desempenan un papel central en la migracion e invasion de las células
tumorales. Otro fenomeno relacionado con las células invasoras es el cambio fenotipico hacia
c¢lulas mesenquimales, un proceso denominado Transicion Epitelio-Mesénquima (Sanchez,

2013; Troncoso et al., 2017).

4.2 Cancer de Mama

4.2.1 Definicion
Segtin la OMS (2023), el cancer de mama abarca una variedad de neoplasias malignas
que tienen lugar en las glandulas mamarias, esta enfermedad se produce cuando células
epiteliales alteradas de la mama se empiezan a multiplicar sin control y adquieren la capacidad
de formar tumores, que al no ser tratados a tiempo pueden llegar a invadir el tejido mamario
circulante y luego diseminarse a drganos linfaticos cercanos o distantes, es por ello que la
deteccion temprana y tratamiento son de vital importancia para mejorar los resultados y

supervivencia de este tipo de cancer (Arellano-Zuiiga et al., 2023).

4.2.2 Clasificacion Molecular
El cancer de mama (CM) es un tipo de cancer con diferentes presentaciones entre las
mujeres, sobre la base en evidencias moleculares e histoldgicas, dependiendo del nimero de

marcadores y sus combinaciones, en 2011, el consenso de expertos de St. Gallen adopté un



enfoque basado en subtipos haciendo uso de los niveles de expresion de receptores hormonales
(receptor de estrogeno (ER) o receptor de progesterona (PR)), receptor epidérmico humano 2
(HER2) y el indice de proliferacion celular (Ki-67) (Barzaman et al., 2020; Gao & Swain,
2018). En el consenso de St. Gallen del 2013 definio a los subtipos moleculares de CM en
Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido y Triple negativo (Horvath, 2021).

Subtipo Luminal A

Constituye entre el 40% y 50% de los canceres de mama, se define como ER positivo,
PR positivo, HER2 negativo y Ki-67<20%, es el mas comuin, menos agresivo y con buen
prondstico, ya que al expresar ER, presentan una alta tasa de respuesta a la hormonoterapia
afladida al tratamiento quirurgico, radioterapia o quimioterapia que pueda requerir, sin embargo,

no se beneficia del uso de agentes quimioterapéuticos (Gao & Swain, 2018; Horvath, 2021).
Subtipo Luminal B

Presentan una menor expresion de genes relacionados con ER, pero una mayor
expresion de genes relacionados a la proliferacion (Ki-67 >20%) asi como una expresion
variable de PR y HER2. Responden de manera favorable al tratamiento quimioterapéutico junto
a la hormonoterapia, llegando a representar el 20%-30% de los canceres de mama, sin embargo
son de peor prondstico en comparacion al subtipo Luminal A (Horvath, 2021; Tsang & Gary,

2020).
Subtipo HER?2 enriquecido

Segun Tsang & Gary (2020), este subtipo constituye aproximadamente el 15%-20% de
los carcinomas de mama, se caracteriza por la sobreexpresion de los genes asociados a HER2
y suele tener un curso clinico agresivo, sin embargo, responde muy bien a la terapia dirigida

por lo que mejora considerablemente su pronoéstico.
Subtipo Triple negativo

Carecen de expresion de genes relacionados con ER, PR y HER2, también muestran
sobreexpresion de genes relacionados con la proliferacion, y representan el 15% de los canceres
mamarios. Los pacientes con cdncer de mama triple negativo tienen mal prondstico, y con
mayor probabilidad de sufrir recaidas en los 5 afos siguientes al diagnostico (Horvath, 2021;

Tsang & Gary, 2020).
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4.2.3 Diagndstico

4.2.3.1 Diagnéstico Molecular. La respuesta a la terapia y el resultado clinico del
cancer de mama se ve afectada al tratarse de una enfermedad heterogénea, por lo que, en la
actualidad los métodos histopatologicos convencionales junto con las pruebas moleculares se
integran para clasificar los subtipos intrinsecos del cancer de mama. Las pruebas moleculares
permiten identificar un determinado conjunto de genes como biomarcadores que ayudan a
predecir el prondstico de la enfermedad asi como la eficacia del tratamiento (Kashyap et al.,
2022). La introduccion de las técnicas de microarreglos de ADN y la secuenciacion masiva, han
tenido implicaciones importantes en la investigacion del cancer de mama, permitiendo analizar
de manera simultinea la expresion de multiples genes asi como relacionar estos resultados con

parametros clinicos (Maycotte et al., 2020).

4.2.3.2 Diagnostico de Subtipos Intrinsecos. El diagnostico de cancer de mama se
realiza mediante evaluacion clinica, estudios de imagen y biopsia, el analisis de este tltimo por
inmunohistoquimica se considera un estdndar en el abordaje del cancer de mama, al brindar la
aproximacion en la clasificacion molecular de la enfermedad, dado que evalua el estado de los
receptores ER, PR y HER2 para el subtipo intrinseco (Maycotte et al., 2020; Valle-Solis et al.,
2019).

4.3 Citometria de Flujo

4.3.1 Fundamento
La citometria de flujo permite analizar y cuantificar de manera simultdnea multiples
caracteristicas celulares a medida que son transportadas en un fluido e incididas por un haz de
luz, esta tecnologia utiliza laseres como fuentes de luz para producir senales de luz fluorescente
que son leidas por detectores como fotodiodos. Después estas sefiales se convierten en sefiales
electronicas que analiza una computadora y graba la manera en que la célula dispersa el haz de

luz y emite fluorescencia (McKinnon, 2018; Pérez-Lara et al., 2018).

Las principales ventajas del citometro de flujo constituyen el poder leer miles de células
por segundo con la posibilidad de regular la velocidad de analisis, de tal manera que la convierte
en una tecnologia capaz de realizar un analisis multiparamétrico en cuestion de horas. El tipo
de muestra que puede utilizarse es muy diverso e incluye sangre, lineas celulares, organelos
celulares, vesiculas extracelulares y liquidos corporales, entre otros (Sanchez-Torres et al.,
2022). Algunos de los analisis que esta tecnologia puede realizar incluye el conteo celular,

deteccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), tiempos de duplicacion, analisis de ciclo
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celular, andlisis de apoptosis y necrosis, ensayos de internalizacion, entre otros (Pérez-Lara et

al., 2018)

4.3.2 Citometria de Flujo en Cancer de Mama
Gracias al inmunofenotipado por citometria de flujo es posible realizar un analisis
multiparamétrico simultaneo de cada célula y clasificarlas en diferentes poblaciones segin su
expresion, dado que este método se basa en la deteccion de antigenos a partir de células aisladas
y fijadas suspendidas en medio liquido mediante anticuerpos conjugados con fluorocromos, las
c¢lulas marcadas empiezan a fluir individualmente a través de un rayo laser, lo que permite

identificar las caracteristicas celulares y los patrones de expresion (Wopereis et al., 2021).

Para determinar el patron de expresion ER y PR en las células tumorales, se compara
sus intensidades de fluorescencia con las de los linfocitos, que no expresan los marcadores
relevantes para el diagnostico de cdncer de mama. Es asi que los fluorocromos utilizados en
relacion al marcador para la clasificacion molecular del cancer de mama son, Alexa Fluor 488
a 490 nm para el marcadore ER, eFluor 660 a 633 nm para PR y Ficoeritrina (PE) a 575 nm
para HER2 (Thermo Fisher, 2021, 2024; Wopereis et al., 2021).

Figura 2. Expresion de ER, PR y HER?2 en citometria de flujo.
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Nota. El desplazamiento de la poblacion tumoral mas alla de la linea de corte en el panel (b,
d, f) confirma la positividad de los distintos receptores.
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5. Metodologia
5.1 Diseno del Estudio

Revision sistematica de la literatura.

5.2 Criterios de Elegibilidad
Para el desarrollo del presente estudio los criterios de elegibilidad se realizaron a través
de una estructura especial integrada por cuatro elementos diferenciados, denominado modelo
PICO: (P) Poblacion. (I) Intervencion. (C) Comparacion. (O) Outcomes (resultados) (Martinez

et al., 2016). Sobre la pregunta de investigacion planteada, se presenta de la siguiente manera:
Poblacion: mujeres con diagnostico de cancer de mama
Intervencion: no aplica
Comparacién: no aplica

Resultados: biomarcadores mas importantes en citometria de flujo para la

caracterizacion molecular del cancer de mama.

5.2.1 Criterios de Inclusion

e Articulos publicados a partir del afio 2014.

e Estudios observacionales y experimentales.

e Publicaciones registradas en inglés y espafiol.

e Publicaciones orientadas a biomarcadores que se aplican en la citometria de flujo para
la caracterizacion molecular del cancer de mama.

e Articulos con texto completo.

e Articulos de libre acceso.

5.2.2 Criterios de Exclusion

e Literatura gris.

5.3 Fuentes de Informacion

Se realiz6 la busqueda de informacion en las bases de datos: Pubmed, Scopus, Lilacs.

5.4 Estrategia de Busqueda y Seleccion del Estudio
Para la identificacion y busqueda de las publicaciones se aplico el método PRISMA
(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses) (Page et al., 2021). Para
la busqueda de la informacién se utilizaron los términos MeSH (Medical Subject

Headings) “breast cancer”, “flow cytometry”, “tumor biomarkers”, y los Descriptores en
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e 1Y

Ciencias de la Salud (DeCs) “cancer de mama”, “citometria de flujo”, “biomarcador tumoral”,
“marcadores”, estos fueron asociados a través del operador booleano AND. Las combinaciones

de busqueda fueron:

- ((breast cancer) AND (flow cytometry)) AND (tumor biomarkers)

- ((breast cancer) AND (flow cytometry)) AND characterization

- molecular patterns AND (flow cytometry)) AND (breast cancer)

- ((cancer de mama) AND (citometria de flujo)) AND (biomarcador tumoral)

- ((citometria de flujo)) AND caracterizacion molecular AND (céncer de mama)

Para esta revision sistemadtica, fueron seleccionados articulos en inglés y espaiiol

publicados en los ultimos 10 afos.

Se obtuvo un total de 5 515 estudios mediante la bisqueda en bases de datos (Pubmed=
3 149, Scopus= 2 352, Lilacs= 14). Se llevo a cabo un proceso de cribado inicial, utilizando las
herramientas Covidence (Kellermeyer et al., 2018) para la eliminacién de duplicados y Rayyan
(Kellermeyer et al., 2018) para verificar que no hubiera quedado ningtin duplicado, ademas de
realizar las demas etapas de cribado. Después de eliminar los duplicados, se obtuvieron 4 158
estudios. Luego, se recuperd un total de 170 articulos relevantes que fueron seleccionados de
acuerdo con el titulo y resumen; después, se obtuvo un total de 72 estudios con texto completo
que se analizaron para la elegibilidad. Después de examinar los articulos completos, 57 se
excluyeron por no dar cumplimiento con los criterios de inclusion; finalmente los articulos
restantes (n= 15) fueron seleccionados para esta revision. El diagrama de flujo del proceso de

busqueda bibliografica se encuentra detallado en la Figura 2.
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Figura 3. Flujograma de busqueda y seleccion de los estudios segun modelo PRISMA.

Estudios de bases de datos/registros (n =5 515)
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Scopus (n =2 352)
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Referencias eliminadas (n = 1 357)
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Nota. Tomado y modificado de Diagrama de flujo PRISMA 2020, por Page et al, 2021,
Science Direct.
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5.5 Proceso de Recopilacion y Extraccion de Datos
Con el listado final de los articulos seleccionados, se procedi6 a extraer la informacion
mas relevante, elaborando una tabla de extraccion de datos (Anexo 1), en donde se registraron
las caracteristicas principales de cada articulo, como: titulo, autor/es, afo, tipo de estudio,
poblacion, objetivos, y DOI/URL, esto permitid recopilar la informacion sistematizada para su

analisis posterior.

De los 15 articulos seleccionados para la revision, 9 fueron estudios experimentales, 2
de tipo analitico de corte transversal, 2 de utilidad clinica y 2 estudios de casos y controles.
Ademés, en el ano 2014 existen alrededor de un 6,66% (n=1) de publicaciones, en el 2015 un
6,66% (n=1), en el 2018 un 20% (n=3), en el 2020 un 13,33% (n=2), en el 2021 un 20% (n=3),
en el 2022 un 26,66% (n=4), y en el 2024 un 6,66% (n=1).

En general, la poblacion mas estudiada fueron mujeres adultas de edad media de 50
afios. En lo que respecta a las muestras, las lineas celulares, sangre periférica y tejidos fueron

los mas analizados.

5.6 Lista de Datos
Se definieron las variables a considerar en cada uno de los estudios para dar respuesta a

los objetivos planteados en la presente investigacion.

5.7 Evaluacion de la Calidad de los Estudios

5.7.1 Riesgo de Sesgo entre los Estudios
Se evalto el riesgo de sesgo de la calidad de los estudios incluidos en este andlisis
mediante la herramienta JBI (Joanna Briggs Institute) en funcion del tipo de estudio. El riesgo
de sesgo de los estudios se determind con los siguientes puntos: bajo riesgo de sesgo si el 70%
o mas de las respuestas calificaron si, riesgo moderado si entre el 50% y el 69% de las preguntas
calificaron si y alto riesgo de sesgo si las calificaciones afirmativas fueron inferiores al 50%

(Barker et al., 2023).

La evaluacion individual de la calidad de los estudios se detalla en el Anexo 2. Se evalu6
un total de 15 estudios para determinar su calidad metodologica, mismos fueron calificados con
un sesgo bajo, lo que indica un rigor metodoldgico adecuado y una fiabilidad en sus resultados,

garantizando asi la integridad y validez de los hallazgos obtenidos en esta revision.
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5.8 Evaluacion de la Calidad de la Revision Sistematica

La presente revision sistematica fue rigurosamente evaluada en cuanto a su calidad y la
calidad de sesgos (Anexo 3). En general, se observo un bajo riesgo de sesgo, lo cual indica que
se siguieron de manera adecuada las pautas establecidas en la declaracion PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses), que utiliza una lista de 27 items
que aborda las secciones de introduccion, metodologia, resultados, discusion y otra informacion
de un informe de revision sistematica (Page et al., 2021). Para dar a conocer el grado de
cumplimiento, a cada item de la lista de verificacion se le asigné una de las siguientes
respuestas: “Si” para cumplimiento total, “Parcial” para cumplimiento parcial y “No” para
incumplimiento; posterior a esto, considerando aquellos items con el cumplimiento total, se
evaluo el riesgo de sesgo de la siguiente manera: > 70% representa un sesgo bajo, 50-96% sesgo
moderado y <50% sesgo alto, obteniendo un valor final de 74,07% que representa un riesgo de
sesgo bajo. De este modo podemos indicar que el cumplimiento adecuado de estas pautas
contribuyd a que la ejecucion de esta revision sistematica se haya realizado de manera confiable

asegurando su validez, reproducibilidad e imparcialidad en los resultados alcanzados.

5.9 Sintesis de resultados
Para la sintesis de resultados, los articulos seleccionados se presentaron en tablas y
graficas seglin las variables que se indicaron durante la revision sistematica, analizando los
biomarcadores que se aplican en la citometria de flujo para la caracterizaciéon molecular del

cancer de mama.
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6. Resultados

Se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis de los articulos incluidos en
esta revision sistematica. Los hallazgos se han organizado y detallado en tablas y figuras en
funcion de cada uno de los objetivos planteados en este estudio, con el fin de proporcionar una
vision clara y completa de las conclusiones alcanzadas. Por ende, en el presente trabajo se
realizd una blsqueda bibliografica con el uso de diferentes bases de datos como: Pubmed,
Scopus y Lilacs, resultando en una recopilacion de 15 articulos finales que ayudaron a dar

respuesta a los objetivos planteados.

De esta manera, en lo que respecta al cumplimiento del primer objetivo, todos los
estudios incluidos (n=15) que comprenden los afios 2014-2024 proporcionaron informacion
relevante acerca de los biomarcadores moleculares utilizados en CF para el estudio y
caracterizacion molecular del CM, tal como se observa en la Tabla 1. Se emplearon varios
biomarcadores moleculares que fueron diferenciados en receptores (ER, PR y HER2), CDs
(cluster of differentiation), citoqueratinas y la categoria otros que incluye al marcador Ki-67 y
PMP (microparticulas derivadas de plaquetas). Para ello los autores Hosonaga et al., (2014),
Bao et al., (2020)., Haghbeen et al., (2021), Wopereis et al., (2021) y Silva et al., (2022)
mencionan que los biomarcadores mas comunes e importantes determinados mediante CF para
la caracterizacion del CM son los receptores, las citoqueratinas (CK) y el marcador Ki-67,
mientras que, Mazel et al., (2015), Bliss et al., (2018), Meng et al., (2018), Saunus et al., (2028),
Karimi et al., (2020), Cattin et al., (2021), Ekstrom et al., (2022), Hamed et al., (2022), Orafa
et al., (2022) y Heger et al., (2024) proponen al resto de biomarcadores para el estudio del CM,

como los CDs y las PMP. Esta misma informacion se representa en la Figura 4.
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Tabla 1. Biomarcadores moleculares mas comunes que se aplican en la citometria de flujo

para la caracterizacion molecular del cancer de mama.

N° Autor/es Afio de publicacion Resultados
1 H | 2014 Receptor: HER2
osonaga et al. CDs: CD24
2 Mazel et al. 2015 CDs: PD-L1
i CDs: CDA44,
3 Bliss et al. 2018 CD24
CDs: CD4;
4 Meng et al. 2018 cD8
5 Saunus et al. 2018 CDs: CD49f; CD24; CD44
6 5 | 2020 Receptor: ER
aoetal. CDs: CD24; CD44
7 Karimi et al. 2020 Citoqueratina:CK19
8 Cattin et al. 2021 CDs: CD117; CD45R0O; CD4
9 Haahb | 2021 Receptores: ER; PR; HER2
aghbeen et al Otros: PMP
10 Wopereis et al. 2021 Receptores: ER; PR; HER2
11 Ekstrém et al. 2022 CDs: CD29; CD146
12 Hamed et al. 2022 CDs: CD8; CD20; PD-L1 (CD274)
Receptores: ER; PR; HER?2
13 Silva et al. 2022 Citoqueratinas: CK5/6
Otros: Ki-67
14 Orafa et al. 2022 Citoqueratina:CK19
15 Heger et al, 2024 CDs: CD45; CD11b; CD16;

CD14

Nota: ER: Receptor de estrogeno; PR: Receptor de progesterona; HER2: Receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; Ki67: Marcador de proliferacion celular; PMP: Microparticulas

derivadas de plaquetas; CDs: clusters of differentiation.
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Figura 4. Biomarcadores moleculares que se aplican en citometria de flujo para la

caracterizacion molecular del cancer de mama.
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Nota: ER: Receptor de estrogeno; PR: Receptor de progesterona; HER2: Receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; Ki67: Marcador de proliferacion celular; PMP: Microparticulas
derivadas de plaquetas; CDs: clusters of differentiation.

Con respecto al segundo objetivo, se formulo la Tabla 2 y la Tabla 2.1, que indican los
resultados obtenidos para la definicion de los patrones moleculares del CM en base a la
expresion de biomarcadores obtenidos mediante CF. Los articulos que aportaron al
cumplimiento de este objetivo fueron 5, que corresponden a los afios 2014-2022, los mismos
detallan a 4 patrones moleculares del CM: Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido y Triple
negativo, asimismo se mencionan a 4 subcategorias: Luminal B HER-, Luminal B HER+,
Triple negativo basal y Triple negativo no basal, que son distinguidos gracias a los

biomarcadores moleculares antes descritos.
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Tabla 2. Definicion de los patrones moleculares del cancer de mama en base a la expresion de
biomarcadores obtenidos mediante citometria de flujo.

N° Autor/es Aﬁo d?, Biomarcadores Patrones moleculares
publicacién moleculares
Hosonaga Luminal A:
1 ot a,_g 2014 - HER2 ER+; PR+; HER-; Ki-671
6 Bao et al. 2020 -ER Luminal B HER-:
ER+; PR-; HER-; Ki-671
- ER
9 Haghbeen 2021 -PR Luminal B HER2+:
etal. - EIERZ ER+; PR-/+; HER+; Ki-67
i - I
10 Wgtpzlr o8 2021 _PR
- HER2 HER?2 enriquecido:
ER-; PR-; HER2+
- ER
- PR Tiple negativo basal:
13 Silva et al. 2022 - HER2 ER-; PR-; HER2-; CK5/6+
-CK 5/6
- Ki-67 Triple negativo no basal:

ER-; PR-; HER2-; CK5/6-

Nota: ER: Receptor de estrogeno; PR: Receptor de progesterona; HER2: Receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; Ki67: Marcador de proliferacion celular.

Tabla 2.1. Patrones moleculares del cancer de mama en base a la expresion de biomarcadores
obtenido mediante citometria de flujo.

Patrones moleculares

Subcategorias

Biomarcadores moleculares*

Luminal A ER+; PR+; HER-; Ki671
Luminal B HER2- ER+; PR-; HER-; Ki671
Luminal B
Luminal B HER2+ ER+; PR-/+; HER+; Ki67 1/t
HER+ ER-; PR-; HER2+; Ki671

Triple negativo

Triple negativo basal

Triple negativo no basal

ER-; PR-; HER2-; Ki671; CK5/6+

ER-; PR-; HER2-; Ki671; CK5/6-

Nota: ER: Receptor de estrogeno; PR: Receptor de progesterona; HER2: Receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano; Ki67: Marcador de proliferacion celular; CK: citoqueratinas.
*De acuerdo al consenso de Saint Gallen del 2013, para que Ki-67 se considere alto debe ser >20%.
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7. Discusion

El cancer de mama (CM), con una incidencia cada vez mayor se ha convertido en el
tipo de cancer mas diagnosticado y con mas defunciones entre las mujeres en todo el mundo.
Debido a que existen pocos factores de riesgo establecidos para la enfermedad que son
modificables, el control del CM se ha centrado en aumentar el acceso al diagndstico precoz y
en mejoras en el tiempo del mismo (Bray et al., 2024). Es por ello que, en los tltimos afios se
ha hecho uso del inmunofenotipado por citometria de flujo (CF) para el estudio y apoyo al
diagndstico de CM, debido a la rapidez del analisis de muestras y la evaluacion simultdnea de

varios marcadores en todas las células (Wopereis et al., 2021).

De acuerdo a los resultados expuestos, a pesar de que existen multiples marcadores para
el estudio y clasificacion del cancer de mama, autores concuerdan que los mas importantes y
predominantes son los biomarcadores clasicos que se aplican en CF para la caracterizacion
molecular del CM, los cuales incluyen receptores ER, PR y HER2. Benacka et al. (2022) y
Tsang & Gary (2020) mencionan que, por su lado, ER y PR son receptores nucleares de
estrogenos y progesterona que estimulan el crecimiento del epitelio mamario normal y
neoplasico, se expresan en el 75% de todos los canceres de mama y cuando estan presentes son
indicadores de buena respuesta a la terapia hormonal. Con respecto a HER2, su alteracion en
células normales puede dar lugar a una sobreexpresion, conduciendo a la proliferacion y
crecimiento del tumor, la presencia de este receptor se asocia con una evolucion clinica agresiva
y un mal prondstico, llegando a representar el 15% de los cadnceres de mama. Asimismo, la
falta de ER y PR elimina el control de retroalimentacién hormonal sobre el crecimiento y
diferenciacion celular, lo que provoca que el CM presente una alta actividad mitdtica y no
responda a la terapia hormonal, ademads, la falta de HER2 hace que el CM sea tolerante a la
terapia monoclonal dirigida, por lo que se convierte en el tipo de cancer mucho mas agresivo
y de peor pronostico. Restrepo et al. (2023) afirma que la evaluacion de estos receptores ha
permitido llevar a cabo la clasificacion molecular del CM, guia importante en la prediccion de

la respuesta a determinadas terapias.

Silva et al. (2022) en contraste con Benacka et al. (2022) mencionan que los
biomarcadores adicionales utilizados para la caracterizacion molecular del CM, incluyen Ki-
67 y citoqueratinas basales (CK5/6, CK14, CK19). La proliferacion celular siempre ha tenido

un papel en la clasificacion tumoral y por lo tanto es parte de los factores pronosticos y
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predictivos, al tratarse de una de las caracteristicas fenotipicas en que difieren los subtipos

genéticos del CM.

Segun estudios realizados en Europa y América Latina el indice de proliferacion Ki-67
es un factor pronostico independiente de supervivencia libre de enfermedad y de supervivencia
especifica, los canceres con elevada expresion de Ki-67 presentan con frecuencia un mayor
tamafio tumoral, mayor grado histologico, ausencia de receptores hormonales, mayor expresion
de HER2 y mas tumores de tipo triple negativo (Escalona & Torre, 2022). Por el contrario,
Fernandez et al. (2021) y Untch et al. (2013) mencionan que actualmente el uso de Ki-67 como
factor pronostico o predictivo es controvertido, esto se debe principalmente a la falta de
consenso sobre qué niveles de Ki-67 son considerados de peor prondstico y a que se basa en
un método que genera mucha variabilidad de interpretacion entre laboratorios. Sin embargo, el
Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen 2013 explica también la importancia de la
utilizacion del Ki-67 como marcador fenotipico para diferenciar los subtipos luminales del CM

(Untch et al., 2013).

Por otro lado, Silva et al. (2022), Betiacka et al. (2022) y Wang et al. (2021) exponen
en sus estudios que la expresion de las CK es especifica de cada tejido y se utiliza para
identificar el origen de los tumores humanos, la presencia de CK5/6, CK14, CK18 y CK19 son
unos de los marcadores de diagndstico de cancer de mama Triple negativo (CMTN). En
particular, CK5/6 es un biomarcador molecular importante para el reconocimiento de CMTN
y puede ser un factor independiente que influye en su prondstico. Ademas, al agregar este

biomarcador a la deteccion de este tipo de cancer es econdmico y clinicamente conveniente.

A pesar que hay biomarcadores que se los utiliza de manera independiente como el ki-

67, en la mayoria autores se debe agrupar receptores hormonales como Ki-67.

Gracias al desarrollo de tecnologias de andlisis genomico y a la identificacion de
patrones de expresion génica por microarreglos de ADN, se ha podido identificar que cada CM
es unico y tiene diferente firma genética, es por ello que para permitir una identificacion precisa
de los subgrupos mas agresivos, una de las clasificaciones mas sencillas se basa en las
propiedades tumorales intrinsecas del CM, por lo que en el estudio de Horvath (2021) se
definieron 4 clases mayores: subtipo Luminal A, Luminal B, Her2 enriquecido, y Triple
negativo. Sin embargo, Hosonaga et al. (2014); Bao et al. (2020); Wopereis et al. (2021) en

contraste con Horvath (2021), sobre la base de los biomarcadores antes descritos, el CM se ha

23



clasificado en: Luminal A, Luminal B (HER-/HER+), HER2 enriquecido, Triple negativo
(basal y no basal).

De acuerdo con Tsang & Gary (2020), los subgrupos Luminal A y B se caracterizan por
presentar perfiles de expresion génica parecidos a los de las células epiteliales de mama.
Luminal A representa entre el 40% y el 50% de los canceres de mama invasivos, expresan
niveles altos de receptores hormonales (ER y PR), tienen una expresion baja de HER2 y
presentan niveles bajos de Ki-67 por lo que responden mejor a la terapia hormonal,
convirtiéndose en el subtipo con mejor prondstico, por el contrario, Luminal B representa entre
el 20 y el 30% de los casos, este subtipo es ER positivo, y a diferencia de Luminal A, expresa
niveles altos de Ki-67 y el estado de PR y HER-2 es variable, por ende, su respuesta a la terapia
endocrina, asi como su prondstico no son tan buenos. Benacka et al. (2022) al igual que
Wopereis et al. (2021) clasificé en su estudio a los CM con niveles altos de ER, PR y HER2 en
una subcategoria especial, denominada Luminal B HER+, también conocido como CM triple
positivo. Por otro lado, el subtipo HER2 enriquecido comprende entre el 15% y 20% de todos
los CM invasivos y tiene la caracteristica de presentar baja expresion de los receptores ER y
PR, este tipo de cancer se asocia con un peor pronostico, pero responde adecuadamente a la
terapia dirigida. Por Gltimo, el CMTN es ER, PR y HER2 negativos, representa el 15% de los
canceres mamarios y ha sido subclasificado en CMTN basal y no basal, que como ya se

describi6 anteriormente, existen biomarcadores moleculares que ayudan a diferenciarlos.

Ademas de las moléculas especificas del tumor, los avances en metodologias
moleculares, precision analitica y sensibilidad ha permitido buscar “huellas” tumorales
primarias o metastasicas en la sangre y otros fluidos corporales. Esto debido a que las células
tumorales suelen perder partes del tejido normal, pero producen moléculas que se pueden
emplear como biomarcadores, por ejemplo, macromoléculas circulantes libres (ARN, ADN,
proteinas), microARN circulantes, antigenos circulantes de carcinoma y células tumorales

circulantes (Benacka et al., 2022).

Segiin Wopereis et al. (2021), aunque se dispone de métodos avanzados, como el
analisis de microarrays, o pruebas moleculares multigénicas como MammaPrint o BluePrint,
la mayoria de laboratorios realiza la clasificacion molecular del CM mediante
inmunohistoquimica (IHC) por los beneficios que presenta, sin embargo, se encuentra limitada
por el largo tiempo en la obtencion de resultados, asi como la imposibilidad de evaluar varios

marcadores simultdneamente y el numero pequefio de células analizadas por muestra. Por lo
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tanto, existe una gran demanda de nuevos métodos analiticos que apoyen a los métodos

actuales, proporcionando una deteccion mas rapida de células cancerosas.

Es por todo lo expuesto que se sugiere que el inmunofenotipado con CF puede
complementar a la inmunohistoquimica para un diagndstico mas rapido y seguro de CM,
teniendo en cuenta que el retraso en el tratamiento y el diagndstico sigue siendo un problema
importante; ademas, la inversion en la mejora del diagnostico no solo beneficia a los pacientes,

sino que genera ahorros a los sistemas de salud.
Limitaciones

En esta revision sistematica se identificaron algunas limitaciones, una de ellas la
exclusion de algunos estudios elegibles debido a la falta de acceso libre por lo que se dificulto
la obtencion de informacion. Asimismo, no todos los estudios proporcionaron datos acerca del
tema de investigacion lo cual constituyd un desafio al momento de interpretar y contextualizar
los resultados obtenidos. Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, la relevancia de este
trabajo radica en su capacidad para arrojar luz sobre los avances del inmunofenotipado por CF

para la clasificacion molecular del CM.
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8. Conclusiones

Los estudios que aportaron informacion para esta revision sistematica indican que los
biomarcadores moleculares mas comunes para caracterizar el CM mediante CF son los
receptores hormonales (RE y PR), el receptor HER2, marcador de proliferacion celular Ki-67

y CK 5/6.

A pesar del gran nimero de biomarcadores disponibles para el estudio de cancer de
mama, se siguen usando los receptores hormonales y el receptor HER2 para definir los patrones
moleculares, los mismos que son Luminal A, Luminal B (HER-/HER+), HER2 enriquecido y

Triple negativo (basal y no basal).
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9. Recomendaciones
De acuerdo con la investigacion realizada y sus resultados, se considera importante
estandarizar el marcador de proliferacion Ki-67 en los laboratorios, ya que se trata de un
biomarcador molecular importante en la diferenciacion de subcategorias del cancer de mama

luminal.

También se recomienda el uso de esta tecnologia en apoyo a la inmunohistoquimica

para reducir costos y aumentar beneficios en la mejora de resultados.
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Anexo 1. Tabla de caracteristicas de los estudios.

11. Anexos

N° Titulo Autor/es Ao d?, Tipo de estudio Poblacion Objetivos URL/DOI
publicacién
- Primera fase: 87 pacientes (25
mujeres con enfermedad Desarrollar un panel de
A Novel Detection mamaria benigna y 62 con biomarcadores para el seguimiento
Method of Breast cancer de mama). del diagnéstico y tratamiento del s .
1  Cancer through a Silva et al. 2022 Experimental - Segunda fase: 23 pacientes (6  cancer de mama, mediante la Eggg.//dm.org/10.3390/|Jm523191
Simple Panel of mujeres de control, 6 deteccion de marcadores
Biomarkers. diagnosticadas con enfermedad  epiteliales y mesenquimales en
mamaria benignay 11 con CTC.
cancer de mama).
Characterization of
surface markers on Aislar y caracterizar las VE del
_extracellular vesicles Ekstrom et . 7 pacientes con cancer de mama I|q'U|do SEroso _proce_dente de,la https://doi.org/10.1186/s12885-
2 isolated from 2022 Experimental S S axila y determinar si se podrian
. al. (liquido de drenaje linfético). ST . 021-08870-w
lymphatic exudate identificar biomarcadores
from patients with potenciales del cancer de mama.
breast cancer.
Circulating immune
cell populations
related to primary 11 pacientes con cancer de Analizar el fenotipo de los
breast cancer, . Analitico de pacientes c A leucocitos sanguineos de pacientes  https://doi.org/10.1186/s13058-
3 2 Cattin et al. 2021 mama primario no metastasico : ) -
surgical removal, and corte transversal St de CM precoz mediante citometria 021-01441-8
: (sangre periférica). .
radiotherapy de flujo.
revealed by flow
cytometry analysis.
Circulating Tumor
Cells Detection in . . . .
Patients with Early o 35 pacientes con cancer de Dlagqostlcar CT? ennq_uemda§ y . . .
: Karimi et - - examinadas mediante citometria de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc
4 Breast Cancer Using 2020 Utilidad clinica mamay 35 muestras control . By .
al. . flujo, evaluar la especificidad y [articles/PMC7368115/
MACS (muestras sanguineas). o A
. sensibilidad de los métodos.
Immunomagnetic
Flow Cytometry.
Distribution and Evaluar la distribucién y la
5 prognostic value of Meng et al 2018 Analitico de 72 pacientes con cancer de interaccion de los subconjuntos de  https://doi.org/10.3892%2Fmmr.2

tumor-infiltrating T
cells in breast cancer.

corte transversal

mama (muestras quirdrgicas).

células T infiltrantes de tumores en

el CM.

018.9460
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7368115/

Evaluation of a
developmental
hierarchy for breast
6  cancer cells to assess
risk-based patient
selection for targeted
treatment.
Evaluation of ER, PR
and HER2 markers
by flow cytometry
for breast cancer
diagnosis and
prognosis.
Evaluation PD-L1,
CD8 and CD20 as
early predictor and
tracking markers for
breast cancer (BC) in
Egypt.
Expression of CD24
is associated with
HER?2 expression
9  and supports HER2-
Akt signaling in
HER2-positive breast
cancer cells.
Frequent expression
of PD-L1 on
circulating breast
cancer cells.

10

Multidimensional
phenotyping of

11  breast cancer cell
lines to guide
preclinical research.

Pentadecanoic Acid,
an Odd-Chain Fatty
Acid, Suppresses the

12 Stemness of MCF-
7/SC Human Breast
Cancer Stem-Like
Cells through

Bliss et al.

Wopereis
etal.

Hamed et
al.

Hosonaga
etal.

Mazel et al.

Saunus et
al.

Bao et al.

2018

2021

2022

2014

2015

2018

2020

Experimental

Utilidad clinica

Casos y controles

Experimental

Experimental

Experimental

Experimental

Lineas celulares/20 pacientes
cancer de mama (muestras de
sangre).

- Muestras quirGrgicas de CM
(50 pacientes)

Lineas celulares MCF-7 (tipo
luminal A) y SKBR3 (HER2-
positivo).

50 pacientes egipcias
diagnosticadas con cancer de
mama (muestras sanguineas y
tejidos) y 15 pacientes control
sano (muestras de sangre).

Células 231-Luc con expresion
HER?2.

Lineas celulares de cancer de
mama (SKBR3, MCF7, MDA-
MB-231) /pacientes con cancer
de mama (sangre periférica).

36 lineas celulares de cancer de
mama.

Linea celular MCF-7/células
similares a células madre (SC).

Desarrollar una jerarquia de BCC

para evaluar la seleccion de

pacientes basada en el riesgo para

un tratamiento especifico.

Validar la inmunofenotipificacion

por citometria de flujo para

investigar marcadores diagndsticos

y prondsticos del CM.

Evaluar PD-L1, CD8 y CD20

como biomarcadores de prediccion

temprana del cancer de mama.

La coexpresion de CD24 con

HER?2 podria estar asociada con la

resistencia terapéutica de las
células HER2-positivas.

Demostrar la expresion de PD-L1

en las CTC.

Actualizacion de la clasificacion

de lineas celulares de céncer de
mama, incorporando perfiles

proteicos unicelulares, andlisis de
expresion dirigida y mapeo de vias

funcionales.
Exploracion de la actividad
anticancerigena del acido

pentadecanoico y los mecanismos

moleculares subyacentes

responsables de esta activdad en
células madre de cancer de mama

humano MCF-7-7SC

https://doi.org/10.1038/s41598-
017-18834-5

https://doi.org/10.1016/j.gene.201
8.05.025

https://doi.org/10.1016%2Fj.heliy
0n.2022.e09474

https://doi.org/10.1111%?2Fcas.12
427

https://doi.org/10.1016/j.molonc.2
015.05.009

https://doi.org/10.1007/s10549-
017-4496-x

https://doi.org/10.3390/nu1206166
3
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JAK2/STAT3

Signaling.

Platelet-Derived

Procoagulant

Microparticles as Haghbeen
Blood-based et al.
Biomarker of Breast

Cancer.

Quantitative CK19
biomarker detection

13

14 Orafa et al.

in breast cancer cell
lines.

Unbiased high-
dimensional flow
cytometry identified
NK and DC immune
cell signature in
Luminal A-type and
triple negative breast
cancer.

(Heger et

49 al., 2024)

2021

2022

2024

Casos y controles

Experimental

Experimental

30 pacientes con cancer de
mama y 20 pacientes controles
(muestras de sangre).

Lineas celulares de cancer de
mama humano (MCF7, SKBR3,
MDA-MB-231, T47D) y linea
celular de cancer de cuello
uterino (HeLa).

43 pacientes con cancer de
mama para muestreo de tejido.

Investigar los niveles de
microparticulas derivadas de
plaquetas en pacientes con cancer
de mama.

Cuantificar la expresion de CK19
en diferentes lineas celulares
mediante citometria de flujo.

Descifrar el perfil genético de las
células inmunitarias de los
diferentes subtipos de cancer de
mama basandose en citometria de
flujo.

https://doi.org/10.31557/APJCP.2
021.22.5.1573

https://doi.org/10.25122%2Fjml-
2021-1101

https://doi.org/10.1080/2162402x.
2023.2296713

Nota. CTC: células tumorales circulantes; VE: vesiculas extracelulares; CM: cancer de mama; BBC: células del cancer de mama; CK19: citoqueratina 19;
CD: clusters of differentiation; PD-L1: CD 274; HER2: receptor 2 de crecimiento epidérmico humano; ER: receptor de estrogeno; PR: receptor de
progesterona; NK: células asesinas naturales; DC: células dendriticas.

37


https://doi.org/10.31557/APJCP.2021.22.5.1573
https://doi.org/10.31557/APJCP.2021.22.5.1573
https://doi.org/10.25122%2Fjml-2021-1101
https://doi.org/10.25122%2Fjml-2021-1101
https://doi.org/10.1080/2162402x.2023.2296713
https://doi.org/10.1080/2162402x.2023.2296713

Anexo 2. Evaluacion de la calidad de los estudios con la herramienta JBI.

Numero de articulo Autor JBI1% Riesgo de sesgo
1 Cattin et al. 100 Bajo
5 Meng et al. 75 Bajo
3 Karimi et al. ) Bajo
4 Wopereis et al. 100 Bajo
5 Hamed et al. 100 Bajo
6 Haghbeen et al. 100 Bajo
7 Silva et al. 100 Bajo
8 Ekstrém et al. 75 Bajo
9 Bliss et al. 100 Bajo
10 Hosonaga et al. 75 Bajo
11 Mazel et al. 75 Bajo
12 Saunus et al. 75 Bajo
13 Bao et al. 100 Bajo
14 Orafa et al. 100 Bajo
15 Heger et al. 75 Bajo

Nota: JBI: Joanna Briggs Institute
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Anexo 3. Evaluacion de la calidad de la revision sistematica.

Lista de verificacion Si Parcial No
Titulo | Titulo X
Resumen 2 Resumen estructurado X
Introduccion 3 Justificacion X
4  Objetivos X
Métodos 5 Criterios de elegibilidad X
6  Fuentes de informacion X
7  Estrategia de bisqueda X
8  Proceso de seleccion de estudios X
9  Proceso de extraccion de datos X
10  Lista de datos X
1 Eva?h%acién del riesgo de sesgo de los estudios x
individuales
12 Medidas de efecto X
13 Meétodos de sintesis X
14 Evaluacion del sesgo en la publicacion X
15  Evaluacion de la certeza de la evidencia X
Resultados 16  Seleccion de estudios X
17  Caracteristicas de los estudios X
18  Riesgo de sesgo entre los estudios X
19  Resultados de estudios individuales X
20 Resultados de la sintesis X
21  Sesgos en la publicacion X
22 Certeza de evidencia X
Discusion 23 Discusion X
Otra informacién 24  Registro y protocolo X
25  Financiacion X
26  Conflicto de intereses X
7 Disponibilidad de datos, codigos y otros X
materiales
Total 20 2 5
% 74,07 7,4 18,53

Nota: PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analysis.

% PRISMA Riesgo de sesgo
20 — :
%PRISMA = 2—7x 100% = 74,07% 270% Bajo
50-69% Moderado
<50% Alto
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Anexo 4. Emision de pertinencia.

Universidad Facultad
Uﬂ Nacmal de la Salud
Humana

"

Memorando Nro.: UNL-FSH-CLC-2024-0009E-M
Loja, 02 de febrero de 2024

PARA: Senorita:
Ana Belén Galvez Cérdova.
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA.

ASUNTO: Traslado de informe de pertinencia

Por medio del presente, me permito correr traslado el Oficio emitido por la Lic. Marlon
Rolando Bravo Bonilla, PhD., docente de la Carrera de Laboratorio Clinico, con respeto
ala estructura, coherencia y pertinencia del tema de investigacion: “Aplicacion de la
citometria de flujo en la caracterizacion molecular del cancer de mama. Revision
Sistematica”, de su autoria, con la finalidad de que se siga el proceso, quedando
aprobado el mismo por parte de esta dependencia; y, se continie con el proceso
correspondiente de conformidad a los Art.225, 226, 227, 228, 229 y 230 del Reglamento
de Régimen Académico de la Universidad Nacional de Loja.

Particular que me permito comunicar para fines pertinentes

Atentamente,

SRiDRA ELEARETH
X andra Freire Cuesta
DIRECTORA DE LA CARRERA DE LABORATORIO

CLINICO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA- UNL.

Referencia: Correo electrénico
Anexo Archivo Secretaria de la Carrera
Elaborado por: Sandra Freire. DIRECTORA DE CARRERA

CnlieMaanonm
tras el Hospital lsidro Ayora -« Loja - Ecuado
'072-571579 Ext. 10i
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Anexo 5. Asignacion de Director del Trabajo de Integracion Curricular.

Universidad Facultad
u Nacional de la Salud
deLoja Humana

il Memorando N°. UNL-FSH-DCLC-2024-39-M
Loja, 16 de abril de 2024

PARA: Doctor
Marlon Bravo Bonilla
DOCENTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA
FACULTAD DE LA SALUD HUMANA-UNL.

ASUNTO: Designacioén de Directora del Trabajo de Integracion Curricular

Por medio del presente, y dando cumplimiento a lo dispuesto en el Articulo 228 del Reglamento
de Régimen Académico de la Universidad Nacional de Loja, aprobado el 27 de enero de
2021" una vez que ha cumplido con todos los requisitos y considerando que el proyecto de
tesis fue aprobado; me permito hacerle conocer que esta Direccién le ha designado Director
para el Trabajo de Integracion Curricular, titulado: “Aplicacion de la citometria de flujo en
la caracterizacion molecular del cancer de mama. Revision sistematica”, de autoria de
la Srta. Ana Belén Galvez Cérdova.

Particular que me permito comunicar para fines pertinentes

Atentamente,

OF 2
Dra. Esp. Sandra Freire Cuesta
DIRECTORA DE LA CARRERA DE LABORATORIO
CLINICO DE LA FACULTAD DE LA SALUD HUMANA- UNL.

Archivo Cc. Ana Belén Galvez Cérdova
Secretaria de la Carrera
SFC/ tsc.

072 -57 1379 Ext.102
Calle Manuel Monteros,

tras el Hospital isidro Ayora « Loja - Ecuador
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