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MONOGRAFIA

MARCADORES BIOLOGICOS
EN CANCER DE MAMA

Federico Leroux

RESUMEN

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea; tumores similares en
cuanto a sus factores de prondstico clasicos se comportan de forma distinta en su
evolucion. Cabe suponer que la diferencia entre ellos se establece a nivel molecu-
lar. La clasificacidon histopatoldgica actual, el tamafio tumoral, el nUmero de gan-
glios positivos, la invasién vasculo-linfatica, sufren limitaciones en su relevancia
clinica, al no ser parametros suficientes para predecir el curso de la enfermedad.
Los avances en la biologia molecular han permitido incorporar marcadores bio-
l6gicos en la practica clinica que facilitan la predicciéon del riesgo de cancer, el
prondstico y la respuesta a las terapias sistémicas. En este trabajo se desarrollan
los principales marcadores bioldgicos en cancer de mama.
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SUMMARY

Breast cancer is an heterogeneous disease; similar tumors, in terms of classi-
cal prognostic factors, have a different behavior in their evolution. Probably, the
difference should be in a molecular level. The current histopathological classifica-
tion, the tumor size, the number of positive lymph nodes, the vascular-lymphatic
invasion, have limits in their clinical relevance, because they are not always able to
predict which will be the outcome of the illness. The improvements in molecular
biology have led to implement biomarkers in the clinical practice, that make easier
the prediction of breast cancer risk, the illness prognosis and treatment efficacy. In
this paper, the main biomarkers applied in breast cancer are reviewed.
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INTRODUCCION

Durante la segunda mitad del siglo XX, los
investigadores entendieron que el cancer de ma-
ma era una enfermedad en la cual el proceso de
extension se podia producir desde etapas inicia-
les. Esto condujo a numerosos ensayos clinicos
aleatorios, buscando evaluar la utilidad de dis-
tintos tratamientos sistémicos. Si bien se logré
demostrar una innegable mejoria en el prondsti-
co de las pacientes con cancer de mama, se tra-
taron pacientes que no iban a recaer sin trata-
miento o que recayeron a pesar del tratamiento.
Es por esto que se inicié una bisqueda de fac-
tores tanto de prediccién como de prondstico,
que permitieran identificar a aquellas pacientes
de mayor riesgo y aquellas que se beneficiarian
de un tratamiento adyuvante.

Existen diferencias fundamentales entre un
factor de prondstico y uno de prediccién. Los
factores de prondstico incluyen cualquier carac-
teristica del tumor o de la paciente que puede
usarse para predecir la historia natural de la neo-
plasia y por ende el periodo libre de enferme-
dad, recidiva y sobrevida, de las pacientes. En
cambio, los factores de prediccién indican la res-
puesta probable o en su defecto, la falta de res-
puesta probable a una terapia determinada.

Las caracteristicas generales que hacen a un
marcador biolégico deben incluir la reproduci-
bilidad de su estudio, la facilidad de la recolec-
cién de la muestra a estudiar y la distinta asocia-
cién con la enfermedad, segtn si es evaluado un
paciente sano o enfermo. El marcador biolégico
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de prediccién ideal debe estar fuertemente re-
lacionado al crecimiento tumoral y debe dejar
en manifiesto si la respuesta al tratamiento se-
r4 adecuada o no. En los udltimos afos la co-
munidad cientifica ha dedicado grandes esfuer-
zos al descubrimiento de marcadores biolégicos
tanto de prediccién como de prondstico, que
permitan mejorar el tratamiento del cancer de
mama.

En el manuscrito del Consenso Americano
de Patélogos de 1999, se revisaron los factores
de pronéstico y prediccion del cancer mamario
y los categorizaron en tres niveles basados en la
fortaleza de la evidencia de los datos publicados
(Tabla I):

* Categoria I: factores bien respaldados en la
literatura, debiendo ser usados de manera
rutinaria.

* Categoria II: factores que se han estudiado,
pero que precisan una validacién estadistica
mas rigurosa, uso opcional.

* Categoria III: factores que no han sido del
todo estudiados 0 que no han demostrado
su valor de pronéstico / prediccién.!

En la actualidad, 13 anos mas tarde, dado el
nivel de evidencia acumulada, el marcador bio-
l6gico HER-2/neu y en menor medida Ki-67 de-
berian ser tenidos en cuenta en la categoria I.

Los factores de prondstico y prediccién no
s6lo pueden cambiar en el tiempo, como conse-
cuencia del avance en la investigacién basica,
sino que también pueden ser tenidos en cuenta
de distinta manera segin qué comité de exper-

Categoria | Categoria ll Categoria lll
Tamario tumoral HER-2/neu Ploidia
Estatus ganglionar p53 Angiogénesis
Grado histologico Permeacién vascular o linfatica TGFa
Tipo histoldgico Ki-67 bcl-2
Receptores hormonales Analisis de ADN (fraccién de fase) Catepsina D
Recuento de numero de mitosis ps2

Tabla . Clasificaciéon de factores de prondstico y prediccion en cancer de mama,
segun el Consenso del Colegio Americano de Patélogos (1999).
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tos los evalta (Tabla II).
RECEPTORES HORMONALES
Biologia

El estr6geno y la progesterona son hormo-
nas esenciales para el crecimiento de la glandula
mamaria. Ya en la década del noventa, sus re-
ceptores fueron establecidos como factores de
prediccién y pronéstico en el cancer de mama,”
siendo publicada la primera investigacién valida
con respecto a este tema a fines de la década del
setenta.* En consecuencia, en la actualidad el
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estado de receptores hormonales en cancer de
mama forma parte de la evaluacién de rutina
para esta neoplasia. Ambos pertenecen a la su-
perfamilia de receptores nucleares, de la cual
forman parte también otros receptores de hor-
monas esteroideas, el receptor de la vitamina D,
el receptor del acido retinoico y el receptor de la
hormona tiroidea. Las proteinas que componen
este grupo estan estructuralmente relacionadas,
presentando una notable conservacién tanto en
su secuencia de aminoacidos como en sus do-
minios funcionales o médulos. Todos estos re-
ceptores son factores de transcripcién inducibles,
los cuales se hacen activos en presencia de su

Fuente Factores de pronoéstico

Factores de prediccion

NIH (1990) Ganglios axilares
Tamafio tumoral
Receptores hormonales
Grado nuclear

Tipo histolégico
Proliferacion

Fase S

Catepsina D

No tratado

St. Gallen's (1995) Ganglios axilares
Tamafio tumoral
Grado histolégico
Edad

Receptores hormonales

Menopausia
Receptores hormonales

ACP (1995) TNM

Tipo histolégico

Proliferacion
Mitosis

Fase S

Ki-67 MIB 1
c-erb-2

p53
Angiogénesis
Invasion vascular

Grado histoldgico de posible valor

No tratado

ASCO (1996)

Ninguna determinacién de laboratorio

Receptores hormonales

St. Gallen's (1998) Ganglios axilares
Tamafio tumoral
Grado histoldgico
Grado nuclear
Edad

Receptores hormonales

Invasion linfatica / vascular

Receptores hormonales

Tabla Il. Factores de pronéstico y prediccién segin comités de expertos.
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Fuente

Factores de prondstico

Factores de prediccion

ACP (1999) Grado histologico
Tipo histolégico

Numero de mitosis

c-erb-2

p53

Ploidia

EGFr

TGF a

bcl 2

ps2
Catepsina D

Receptores hormonales
Factores sin validar
Marcadores de proliferacion
Invasidn vascular y linfatica
Factores menos investigados

Densidad de la microvascularizacion

No separados de los factores de
prondstico

NIH (2000) Edad
Tamafio tumoral
Ganglios axilares
Tipo histolégico

c-erb-2

p53

Invasion vascular
Angiogénesis

0 médula 6sea

Grado patoldgico estandarizado
Receptores hormonales

Sin papel clinico establecido

Micrometastasis en ganglios axilares

Receptores hormonales

Sin papel clinico establecido
c-erb-2

Tabla Il (continuacién). Factores de pronoéstico y prediccion segun comités de expertos.

ligando especifico.” Los cuatro médulos son a
partir del extremo amino terminal: dominio mo-
dulador, dominio de unién al ADN, regién bisa-
gra y el dominio de unién al ligando.

El receptor de estrégeno (RE) fue identifica-
do hace aproximadamente 50 anos, en 1962
cuando Jensen y colaboradores describieron la
presencia de sitios de unién de estrégeno en di-
ferentes tejidos de érganos blanco.® Las acciones
biolégicas del estrégeno estan tradicionalmente
mediadas a través de 2 isoformas: el receptor de
estrégeno a de 67 KDa de peso molecular y el
de57 KDa de peso molecular. Los receptores o y
el B estan codificados en genes distintos. Dife-
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rentes estudios demostraron que los roles que
cumplen ambas isoformas son completamen-
te diferentes en el cancer de mama. El RE a es
un promotor de tumor, mientras que el RE B es
un supresor tumoral.” También se constaté que
mientras el tejido mamario normal sufre el pro-
ceso de oncogénesis, las cantidades de recepto-
res de estrégeno o aumentan mientras que las
disminuyen.® Otro estudio demuestra el aumen-
to de expresién de receptor o en pacientes con
riesgo incrementado de cancer de mama.’ La
capacidad del receptor B para disminuir la car-
cinogénesis estaria dada por su habilidad pa-
ra disminuir la expresién de c-myc, ciclina A,
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ciclina D1 y ciclina E, v aumentar los niveles
de p21 y p27.'°'" Es por todo esto, que la pre-
sencia del receptor B estd asociada a un me-
jor pronéstico y mayor tiempo libre de enfer-
medad."

El receptor de progesterona (RP) también
pertenece a la superfamilia de receptores nu-
cleares. Su transcripcion esta regulada por el es-
trégeno, por lo cual su expresién es un mar-
cador de la accién del estrégeno en la mama.
También posee dos isoformas, receptor de pro-
gesterona A (peso molecular 94 KDa) y receptor
de progesterona B (peso molecular 116 KDa).
En el tejido mamario normal, estan expresados
ambos en concentraciones equimolares, indi-
cando que son necesarios para la normal sena-
lizacién fisiolégica de la progesterona.'®'* Fun-
cionalmente las dos isoformas no son equiva-
lentes. Las diferencias en las secuencias amino
terminal afectan la selectividad de unién a los
sitios blancos. Mientras que el receptor B actia
como un factor de transcripcion, el receptor A, al
tener poca o nula accién intrinseca, cumple un
rol modulador del receptor B. Algunos estudios
han demostrado que la relacién entre la canti-
dad de ambos receptores esté alterada en la car-
cinogénesis mamaria.'>"®

Si bien la unién del estrégeno o la proges-
terona a su receptor resulta en una serie de cam-
bios en las funciones celulares, el mecanismo de
accién de dichas hormonas puede diferenciarse
en dos tipos distintos: el efecto genémico y el no
gendémico.

Mediante la via genémica, el estrégeno ejer-
ce su influencia a través de los receptores o y .
En general, para que esto ocurra forman homo-
dimeros o heterodimeros segiin qué isoformas se
unan. Si se unen dos receptores a o 3, hablamos
de homodimeros, mientras que si se unen iso-
formas distintas, hablaremos de heterodimeros.
La activacién del complejo hormona receptor
y su posterior dimerizaciéon provocara una res-
puesta hormonal determinada al activar o inhi-
bir genes mediante su accién sobre elementos

respondedores (regiones promotoras de genes
determinados). La respuesta gendémica tipica-
mente ocurre en horas. La via genémica de la
progesterona es similar, al igual que otros este-
roides, a la descripta para estrégeno.

En la via no gendmica, el estrégeno actia a
través de receptores ubicados en la membrana
plasmatica o sus cercanias. La accién no gené-
mica del estrégeno estd dada por estimulacién
de la MAPK (mitogen activated protein kinase)
mediante la activacién de la tirosina quinasa, in-
duccién de la sintesis de AMPc, unién a protei-
nas G y resulta en el aumento del calcio intra-
celular, el oxido nitrico o la activaciéon de mul-
tiples cascadas de quinasas intracelulares. Pro-
cesos celulares complejos como la proliferacién,
la apoptosis, la motilidad celular y la diferencia-
cién, son modulados a través de esta via mucho
mas rapida que la anterior, pues ocurre en mi-
nutos.

Determinacion

En la década de los ochenta los receptores
hormonales se determinaban por el método bio-
quimico de carbén-dextran. El problema estaba
dado por las dificultades técnicas del método, lo
caro que resultaba, la necesidad de reactivos ra-
dioactivos y la relativa gran cantidad de material
fresco-congelado necesaria para poder realizar
la prueba. En la década del noventa, el adve-
nimiento de la inmunohistoquimica (IHQ) y los
anticuerpos monoclonales permitié superar esas
dificultades. En comparacién con las técnicas
bioquimicas, la IHQ es mas facil de realizar, me-
nos costosa, mas segura, aplicable a una varie-
dad de muestras fijadas e incluidas y, no menos
importante, mas eficaz en la capacidad de pre-
diccién de respuesta al tratamiento con tamo-
xifeno. La reaccion positiva a RE y RP se obser-
va mediante un precipitado en el ntcleo de las
células (Figural).

Asi es que se empezaron a determinar los
receptores hormonales en tejidos fijados en for-
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Figura 1. Inmunohistoquimica para receptores hormonales.
Ay C: Tincion para receptores de estrogeno.
B y D: Tincion para receptores de progesterona.
La reaccion positiva se visualiza por la coloracion marrén en el nucleo de las células.

maldehido e incluidos en parafina, observando
una buena correlacién e incluso superando el
primer método."” La determinacién de recepto-
res hormonales se puede realizar en cortes del
tumor primario o metastasico que estén bien
preservados e incluso se puede realizar en ma-
terial proveniente de biopsias histolégicas con
aguja gruesa, siempre y cuando la muestra sea
suficiente.

Significado clinico

La asociacién entre el estado de los recep-
tores hormonales con las manifestaciones en el
comportamiento tumoral ha sido ampliamente
reportada. Tumores con receptores hormonales
positivos muestran mayor diferenciacién, ADN
diploide, bajo potencial de proliferacién y menor
propension a la diseminacién visceral. Mientras
que en ausencia de los receptores, se aprecian
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neoplasias poco diferenciadas, aneuploides, con
alta fraccion proliferativa y mayor frecuencia de
metastasis a distancia.'®*'

Los receptores hormonales positivos estan
correlacionados con un mejor prondstico en tér-
minos de supervivencia libre de enfermedad y
de supervivencia global. La diferencia absoluta
es del 8% a 10% en supervivencia libre de en-
fermedad para mujeres con tumores de mama
receptores positivos, en comparacién con aque-
llas con receptores negativos.?

El estatus hormonal tumoral positivo no sélo
funciona como factor de pronéstico, sino tam-
bién permite determinar altamente un valor de
prediccién de respuesta satisfactoria al trata-
miento hormonal, tanto en tumores primarios
como metastésicos.?*** Es decir, la expresién de
receptores de estrégeno y progesterona positivos
se correlaciona con tumores de bajo grado histo-
légico que responden a tratamiento hormonal,
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sobre todo en pacientes posmenopausicas. Asi
se puede estipular cudl sera la probabilidad de
respuesta al tratamiento endocrino: el 77% de
las pacientes con tumores RE y RP positivos res-
ponden a terapia hormonal, 27% responden
cuando son RE positivos y RP negativos, 46%
responden cuando son RE negativos y RP posi-
tivos, 10% cuando ambos son negativos, final-
mente el 11% de las pacientes no responden
cuando ambos receptores son positivos.?**

En ausencia de RE es habitual detectar un
bajo nivel de RP, lo que sustenta la hipdtesis
que postula que la sintesis de RP depende de la
actividad del estrégeno. Los receptores de pro-
gesterona presentan implicancia prondstica si-
milar a los RE, y se determinan en conjunto por-
que proporcionan una mejora en el valor de
prediccién del método.

HER-2/neu
Biologia

HER-2/neu es un receptor proteico trans-
membrana con actividad tirosina quinasa, de un
peso molecular de 185 KDa. Su secuencia de
ADN conforma un protoncogén ubicado en bra-
zo largo del cromosoma 17 (17g21). Descubier-
ta en 1984 por Weinberg y colaboradores,” per-
tenece a la familia de receptores del factor de
crecimiento epidérmico *° constituida por un to-
tal de cuatro miembros: HER-1 (erb-B1), HER-2
(erb-B2), HER-3 (erb-B3), HER-4 (erb-B4). Su
denominacién hace referencia al acrénimo "hu-
man epidermal growth factor receptor".

Estructuralmente, el receptor HER-2/neu po-
see tres secciones: un dominio extracelular de
unién a ligando, un dominio intracelular con
funcién tirosina quinasa involucrada en la trans-
duccién de senales y otro transmembrana. A di-
ferencia del resto de los receptores de su familia,
carece de un ligando natural.

Para activarse requiere la formacién de di-
meros. Segun si se produce con otros receptores

de la misma familia o no, se formaran hetero-
dimeros u homodimeros respectivamente.’’ La
heterodimerizacién produce una senalizacién
mas potente. La amplificacién del gen determina
la sobreexpresion del receptor en la membrana
celular, lo que conduce a una mayor posibilidad
de dimerizacién, consecuente activacion y am-
plificacién de la senal. Esto determinara una ac-
tivacién celular excesiva, incremento en la pro-
liferacién, cambios en la adhesividad celular vy la
resistencia a apoptosis ** a través de distintas vi-
as de senalizacién intracelular como por ejemplo
RAS MAPK (rats sarcoma and mitogen activated
protein kinase), AKT/PI3K (phosphoinositide 3
kinase) AKT/pTEN (phosphatase and tensine
homolog).

Otro mecanismo de activacién esta dado por
la acumulacién de formas truncadas de HER-2/
neu. El origen de esos fragmentos puede ser el
resultado de una protedlisis del dominio extra-
celular del receptor o por un fenémeno de tra-
duccién en sitios alternativos, configurando una
variante de proteina original. Se ha demostrado
que existen procesos proteoliticos que escinden
el receptor desprendiendo el dominio extrace-
lular, una proteina soluble de 105 KDa. En estas
condiciones el fragmento retenido, denominado
P95, por su peso de 95 KDa, esta fosforilado y
mantiene activo su mecanismo tirosina quina-
sa.*® La funcién biolégica de las proteinas p95
no ha sido caracterizada exhaustivamente, aun-
que se demostré que su sobreexpresion provoca
el desarrollo de tumores resistentes a trastuzu-
mab.**

Alnque un tumor primario no exprese la
proteina HER-2/neu, las metéastasis que resulten
de la extensién neoplasica pueden hacerlo; por
el contrario, si un tumor primario expresa la pro-
teina, esta capacidad se mantiene en todas las
metéstasis del tumor.**3¢

Determinacion

La identificacién de tumores HER-2/neu po-
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Inmunohistoquimica

CISH FISH

Bajo costo

Costo medio

Alto costo

Microscopia luz
Evaluacion morfologica
Resultado cualitativo-semicuantitativo

Microscopia luz
Evaluacion morfolégica
Resultado cuantitativo

Microscopia fluorescencia
Evaluacién no morfoldgica
Resultado cuantitativo

Tabla lll. Métodos empleados en la determinacion de HER-2/neu.

sitivos, ya sea a través de la amplificacién de su
genoma o el hallazgo de la sobreexpresiéon de la
proteina, caracteriza del 10% al 30% del total de
los carcinomas invasivos de mama.*”*® Las téc-
nicas usadas para detectar anormalidades en la
amplificacién del gen HER-2/neu o la sobreex-
presién de su proteina incluyen IHQ, "fluores-
cence in-situ hybridization" (FISH), "chromogen-
ic in-situ hybridization" (CISH), "real time-PCR"
(PCR-RT) vy el enzima-inmunoensayo (ELISA)
(Tabla III).>*4°

La IHQ realiza la valoracién de la expresién

proteica en tejido fijado con formol e incluido en
parafina, asi como en tejido congelado. Es un
método cualitativo y semicuantitativo, que eva-
lta la presencia del receptor a nivel de las cé-
lulas tumorales mediante la utilizacién de anti-
cuerpos monoclonales. Los resultados por IHQ
se expresan de 0 a 3 cruces (Figura 2), siendo
considerado positivo (3+) cuando hay una tin-
cién de membrana intensa y uniforme en mas
del 10% de las células tumorales *' y negativo
(0; 1+)cuando es menor. El valor 2+ (equivo-
co) debera ser revaluado por FISH. Aproxima-

Figura 2. Inmunohistoquimica para HER-2/neu. Notese el aumento de intensidad de la
tincion marrén en la membrana celular.
A: HER-2/neu 0. B: HER-2/neu 1+. C: HER-2/neu 2+. D: HER-2/neu 3+.
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damente el 25% de los casos IHQ de 2+, tienen
amplificacién génica comprobada por FISH v,
por lo tanto, obtendrén beneficio con la terapia
blanco especifica. Cabe destacar que la sobre-
expresiéon de HER-2/neu es variable en los dis-
tintos tipos tumorales, pudiendo ser su expresién
heterogénea dentro de un mismo tumor, hecho
que suele ser subestimado.*

La ponderacién genética se efectia sobre
una muestra fijada, empleando técnicas de FISH
o CISH. Ambos métodos son universalmente
aceptados, aunque se discute si son indistintos
a todo efecto.” En el ensayo de FISH se deter-
mina el nimero de copias del gen HER-2/neu
y consecuentemente su nivel de amplificacién,
aunque generalmente se usa para confirmar los
resultados previamente obtenidos por IHQ; tam-
bién se emplea como prueba inicial de diagnés-
tico. En comparacién a la IHQ proporciona in-
formacién a diferente nivel y cada uno posee
ventajas y desventajas (Tabla III).**** Se infor-
man como FISH positivos los tumores cuyas cé-
lulas presentan 2 copias 0 mas del gen HER-2
por cada copia del cromosoma 17, o bien mues-
tran 4 copias 0 mas si no se utiliza el cromoso-
ma 17 como control.*® Para el CISH, el consen-
so es informarlo como positivo si méas del 50%
de las células evaluadas tienen 5 copias o mas
del gen HER-2/neu por cada ntcleo.

Por otra parte, se debe considerar que el en-
sayo ELISA ha sido aprobado por la Administra-
cién de Alimentos y Medicamentos de EE.UU.
(FDA) para la determinacién de HER-2 en la cir-
culacién de pacientes con cancer mama. La de-
teccién del HER-2/neu sérico pareceria deparar
resultados prometedores al poder medir en san-
gre p95. Pero requiere mayor estudio para de-
terminar su utilidad real en la identificacién de
pacientes que puedan verse beneficiados por la
terapia blanco especifica.

Significado clinico

Se ha demostrado que el receptor de factor

de crecimiento epidérmico HER-2/neu esta invo-
lucrado en la patogénesis de la transformacién
maligna y la progresién tumoral en distintos ti-
pos de canceres, incluido el de mama. Su sobre-
expresién se asocia a alto grado histoldgico, nu-
clear, mitético, invasién linfohematica peritumo-
ral, necrosis, hormonoindependencia y p53 mu-
tada, determinando fenotipos tumorales mas
agresivos.””* En consecuencia, su presencia se
asocia con un pronoéstico desfavorable, con una
menor respuesta al tratamiento, determinando
una menor supervivencia global y menor super-
vivencia libre de enfermedad, en comparacién
con aquellos tumores HER-2/neu negativos.
Desde que Salomon y colaboradores en
1987 hicieron referencia al HER-2/neu como un
factor de prondstico en el cancer de mama, mul-
tiples trabajos han profundizado el andlisis. Rilke
y colaboradores en 1991, evaluando muestras
archivadas de méas de 1.000 pacientes, pudieron
relacionar a HER-2/neu con otros pardmetros de
mal pronéstico. En el estudio NSABP B-06 (Na-
tional Surgical Adjuvant Breast and Bowel Proj-
ect B-06) se observé una diferencia significativa
en la supervivencia global segtn los tumores pri-
marios hubieran sido HER-2/neu positivo o no.
El anélisis estadistico mostré que HER-2/neu se
comportaba como factor de prondstico inde-
pendiente para supervivencia. Las pacientes con
neoplasias HER-2/neu positivas evolucionaron
claramente peor, con una mortalidad que dupli-
c6 a la de las pacientes que presentaban neo-
plasias sin sobreexpresién de dicho marcador.”

Quimioterapia

La sobreexpresiéon o amplificacién de HER-
2/neu permite identificar aquellas pacientes que
se beneficiarian del uso de esquemas basados
en antraciclinas en comparacién con CMF (ci-
clofosfamida, metotrexato y fluorouracilo). Aun-
que de pequena magnitud, este efecto positivo
es significativo. Por eso las antraciclinas se con-
virtieron en el estdindar de tratamiento.’’** En
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poblaciones HER-2/neu negativas no habria di-
ferencias entre ambos esquemas. Un metaanali-
sis de Gennari y colaboradores, publicado en el
ano 2008, mostré que los resultados para super-
vivencia global y supervivencia libre de enfer-
medad luego de la quimioterapia con antraci-
clinas o sin ellas, diferfan en favor de la primera
s6lo en el grupo con HER-2/neu positivo. Cuan-
do se traté con antraciclinas a pacientes con
HER-2/neu positivo la mejoria para el riesgo de
recaida fue de casi el 30%, mientras que para la
supervivencia fue de 27%. En contraposicion
con los resultados obtenidos con antraciclinas,
los beneficios de la administracién de CMF son
menores en los tumores HER-2/neu positivos.>

El beneficio de esquemas con taxanos en
pacientes HER-2/neu positivo es controversial.
Algunos estudios sugieren mejora en la respues-
ta al docetaxel o paclitaxel, mientras que otros
sugieren relativa resistencia.’**> Un estudio re-
ciente menciona un beneficio més pronunciado
al agregar paclitaxel adyuvante después de 4 ci-
clos de doxorrubicina y ciclofosfamida, en pa-
cientes con axila positiva v sobreexpresion de
HER-2/neu.”

Endocrinoterapia

Aproximadamente el 50% de las pacientes
con cancer de mama HER-2/neu positivo ex-
presan también receptores hormonales y aproxi-
madamente el 10% de los carcinomas recepto-
res hormonales positivos también lo son para
HER-2/neu.”’*®

Estudios preliminares sugieren que la sobre-
expresiéon del gen en tumores con receptores
hormonales positivos, implicaria cierta resisten-
cia a la terapia hormonal, principalmente al ta-
moxifeno.’”° Distintos ensayos mencionan que
la activacién de los receptores HER-2/neu po-
dria amplificar la senal producida por los recep-
tores hormonales, en aquellas neoplasias con
estatus hormonal positivo, sorteando el efecto
inhibitorio de los antiestrégenos y las terapias de
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deprivacién hormonal, estableciendo un creci-
miento neopléasico independiente del estimulo
del estré6geno.®*

Un estudio del Gruppo Universitario Napo-
litano 1 (GUN-1) postula una influencia negativa
del tratamiento con tamoxifeno por 2 afos en el
cancer de mama HER-2/neu positivo.*®

El estudio Trans-ATAC permitié verificar en
el subgrupo de pacientes HER-2/neu positivo
una superioridad del anastrozol sobre el tamo-
xifeno, comparable a la observada en la pobla-
cién HER-2/neu negativa. Conclusiones simila-
res se obtuvieron en el estudio BIG 1-98, donde
se determiné que los beneficios de los inhibido-
res de la aromatasa, en este caso letrozol, sobre
el tamoxifeno, fueron independientes a la sobre-
expresién de HER-2/neu.®* Se ha propuesto que
la influencia negativa de los tumores HER-2/neu
positivos con respecto al tratamiento hormonal,
estaria limitada a aquellos agentes cuyo meca-
nismo de accién dependa de la competencia
con el receptor (por ejemplo, tamoxifeno). Este
fenémeno no ocurriria en aquellos que produ-
cen la deplecién del ligando (inhibidores de la
aromatasa).

Inmunoterapia

El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal
recombinante IgG de una alta especificidad, sen-
sibilidad y afinidad por el receptor HER-2/neu.
Entre sus mecanismos de accién se describen: la
induccién de la toxicidad mediada por anticuer-
po, prevencién de la formacién del segmento
truncado p95, bloqueo de la proliferacién indu-
cida por HER-2, inhibicién de la angiogénesis
mediada por HER-2. Desarrollado en 1990 y
aprobado por la FDA en 1998 para carcinoma
avanzado, en 2006 para tratamiento adyuvante
en pacientes con compromiso ganglionar y en
2008 sin compromiso ganglionar, se convirtié en
un cambio de paradigma en el tratamiento sis-
témico del cancer de mama.

Multiples estudios multicéntricos randomi-
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zados han sido realizados hasta la fecha. Entre
ellos los mas importantes son el NSABP B-31,
NCCTG N9831, BCIRG 006, HERA vy el FIN-
HER. Viani y colaboradores publicaron un me-
taanalisis donde se realiz6 una revisién de los
estudios enunciados previamente,®> concluyen-
do que el agregado de trastuzumab en la terapia
adyuvante producia una reduccién significati-
va de la mortalidad (48%), v de las recurren-
cias (47%). Dahabreh y colaboradores, en otro
metaanalisis demostraron un incremento sig-
nificativo de la sobrevida libre de enfermedad
(HR 0,62; IC 95%: 0,56-0,58), un descenso sig-
nificativo de la tasa de mortalidad (HR 0,66;
IC 95%: 0,57-0,77) y en la tasa de recurrencias
locales/regionales (HR 0,58; IC 95%: 0,54-0,68)
y a distancia (HR 0,60; IC 95%: 0,43-0,77). Es
decir, demostraron un aumento en la supervi-
vencia global del 34% con el uso complemen-
tario del trastuzumab.®®

Trabajos recientes comprobaron que la aso-
ciacién de anastrozol con trastuzumab mejora
los resultados frente a anastrozol solo, en pa-
cientes con coexpresiéon de ambos receptores:
hormonales y HER-2/neu.

Entre otros agentes terapéuticos HER-2/neu
selectivos se encuentran el pertuzumab, inhibi-
dor de la dimerizacién de los receptores de la
familia HER, el trastuzumab-DM1 que consis-
te en el agregado del agente de quimioterapia
DMI1 (derivado antimicrotubular de alta poten-
cia) y el lapatinib, bloqueador del dominio intra-
celular del receptor.

Ki-67
Biologia

La proliferacién fuera de control es carac-
teristica en los tumores malignos, y puede ser
evaluada por miiltiples métodos: recuento de
figuras mitéticas en estudios histolégicos, incor-
poracién de nucleétidos marcados, evaluaciéon
de la fraccién de células en fase S por citometria

de flujo.°”*® Pero actualmente la forma mas usa-
da es la medicién mediante IHQ del antigeno
Ki-67, un marcador nuclear expresado en todas
las fases del ciclo celular, excepto G0.” En teji-
do mamario normal se expresa en niveles muy
bajos (menor al 3%).”""2

Ki-67 fue identificada por Gerdes y colabo-
radores en 1991,”® como una proteina nuclear
no histona. Poco tiempo después, su anticuerpo
fue descripto por el mismo grupo, al inmunizar
un ratén que poseia una linea celular con linfo-
ma de Hodgkin. El gen de Ki-67 esta en el brazo
largo del cromosoma 10 (10g25).”* En 1993,
Schulter y colaboradores publicaron la secuen-
cia completa de ADN que codifica para dicha
proteina. Por splicing alternativo se traducen dos
isoformas de la proteina, una con un peso mo-
lecular de 359 KDa y otra mas pequeia con un
peso molecular de 320 KDa. La vida media de
Ki-67 fue estimada en 60 a 90 minutos.”*’® Exis-
ten diferencias en su expresién, que parecerian
deberse mas al aumento en su sintesis que a la
acumulacién de proteina no degradada.

La proteina Ki-67 es un marcador Gtil de
proliferacién celular. La falta de precisién para
identificar células en GO del ciclo celular no ha
afectado substancialmente la capacidad de Ki-67
para identificar poblaciones celulares en proli-
feracion.

Existen relaciones con otros marcadores bio-
légicos de cancer de mama. Por ejemplo, con
bcl-2 mantiene una relacién inversa.’” Los tumo-
res con p53 mutada muestran niveles mas altos
de proliferacién que impactan en las mediciones
de Ki-67.%" Numerosos estudios han demos-
trado la relacién existente entre Ki-67 y la expre-
sion de HER-2/neu. Si bien existe una relacién
positiva,®*® no esté siempre bien definida.®**
Con respecto a los receptores de estrégeno, se
ha demostrado una relacién inversa: a mayor
estatus positivo para receptores hormonales,
menor proliferacién y consecuente menor ex-
presién de Ki-67.5>%" Si comparamos las carac-
teristicas histoldgicas de los tumores, es inobje-
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table la relacién existente entre el grado tumoral
y la expresién de Ki-67.5*°! Esta situacién es es-
perable, dado que el indice mitético es tenido en
cuenta para determinar el grado tumoral.

Determinacién

Comparado con otros marcadores de pro-
liferacién el estudio de Ki-67 es facil de realizar,
econémico y de resultados reproducibles. En
contraste con lo que ocurria con el anticuerpo
convencional utilizado en cortes de tejido fresco
y congelado en 1992, se logré marcar cortes his-
tolégicos fijados en formol e incluidos en parafi-
na con los nuevos anticuerpos MIB-1 y MIB-3.%
Si bien en la actualidad estan disponibles mu-
chos anticuerpos para la marcacién de Ki-67,
MIB-1 es el méas usado. Este tiene la particu-
laridad de detectar un epitope unico en Ki-67,
asegurando su especificidad, que al estar repeti-
do 16 veces en la proteina, mejora su sensibi-
lidad.” Otra ventaja de MIB-1 como reactivo
para inmunohistoquimica es su buen rendimien-
to en un vasto tipo de condiciones y diluciones,
en comparacién con otros marcadores de proli-
feracién, como el antigeno de proliferacién celu-
lar nuclear.” La expresién de Ki-67 es informa-
da como el porcentaje de células marcadas con
el anticuerpo, con tincién nuclear como criterio
mas comun de estatus positivo.

Recientemente, el anticuerpo monoclonal de
conejo SP6, pareceria demostrar mejoras en la
sensibilidad ** y en el anélisis de imégenes.” Si
bien ha habido avances e innovaciones, debido
al largo y validado camino realizado, el anticuer-
po monoclonal MIB-1 deberia ser considerado
como el gold standard de los métodos de anali-
sis de proliferacion celular mediante Ki-67.

El punto de corte para determinar cuando
un valor de Ki-67 es alto y cuando es bajo toda-
via es controversial. Si Ki-67 es usado para ex-
cluir pacientes de protocolos de quimioterapia
por ser tumores poco proliferantes y asi evitar el
tratamiento, un punto de corte en 10% seria
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adecuado. Mientras que si el mismo es usado
para determinar sensibilidad a quimioterapia es
preferible aumentar el punto de corte a 25%.

Significado clinico

Con relacién al valor de pronéstico, Azam-
bujay colaboradores °’ realizaron un metaanéli-
sis en el que se confirmd que la expresiéon de
Ki-67 en cancer de mama implica un peor pro-
nostico. Este impacto desfavorable se ve tanto
en la supervivencia global como en la supervi-
vencia libre de enfermedad, siendo este resulta-
do independiente del estado linfatico axilar v
del tratamiento instaurado.

Muiltiples estudios reportan el valor de pre-
diccién de Ki-67 a la quimioterapia en cancer de
mama temprano o localmente avanzado: a ma-
yor Ki-67, mayor respuesta.”®'® Si bien exis-
te una asociacién entre niveles altos de Ki-67 y
una buena respuesta al tratamiento neoadyu-
vante, como se dijo anteriormente, no hay que
perder de vista que los valores altos de Ki-67 se
asocian a un pobre prondstico general.

La disponibilidad de técnicas que permiten
tomar muestras histolégicas ha permitido que
investigadores evalden si los cambios del valor
de Ki-67 después de cierto tiempo de tratamien-
to neoadyuvante, pueden brindar mas informa-
cién de prediccién o de pronédstico, que el valor
basal aislado de Ki-67. En particular, es muy util
la relacién existente entre los cambios en los va-
lores de Ki-67 a las 2 semanas de instituido el
tratamiento, dado que ocurren antes que la res-
puesta clinica. Algunos estudios '°'* han de-
mostrado que un descenso mayor al 25% o un
valor residual menor al 10%, predicen un mayor
tiempo de supervivencia libre de enfermedad.
Esto ha sido demostrado en el ensayo clinico
IMPACT.!®'%* En este estudio se comparé la
respuesta a tamoxifeno o anastrozol, o una com-
binacién de ambos en mujeres posmenopausi-
cas con tumores receptores hormonales positi-
vos. Los descensos de Ki-67 en una biopsia to-
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mada a las 2 semanas de iniciado el tratamiento,
predijeron el mejor resultado a largo plazo.

Por wltimo, existe evidencia que sugiere que
niveles altos de Ki-67 tendrian un valor de pre-
diccién en la eleccién de inhibidor de aromatasa
por sobre el tamoxifeno, como terapia endocri-
na adyuvante en pacientes posmenopausicas
con cancer de mama hormonosensible.

p53

Es un gen supresor de tumor situado en el
cromosoma 17 (17p13.1). Sus mutaciones cons-
tituyen la alternativa genética mas frecuente en
neoplasias malignas: el 50% o maés de los tu-
mores humanos contienen mutaciones de este
gen,'%!% indicando que la proteina p53 actta
como un custodio esencial contra el desarrollo
del céancer. El p53 es un factor de transcripciéon
que cuando detecta ADN danado, activa la ex-
presion de genes que inhiben la divisiéon celular,
deteniendo a la célula en la fase G1 del ciclo ce-
lular, dandole tiempo a la célula para que repare
los dafios del ADN. Alternativamente, si resulta-
ra imposible la reparacién, puede dar instruccio-
nes para que la célula experimente muerte ce-
lular programada. Su ausencia permite que se
acumulen mutaciones en el ADN celular, con-
duciendo a una posible transformacién neopla-
sica de la célula.

La evaluacion de este marcador biolégico se
puede realizar mediante IHQ u otras técnicas de
biologia molecular como la amplificacién de su
secuencia de ADN.

La forma nativa reside en el nicleo de la cé-
lula y tiene una vida media muy corta, 20 mi-
nutos aproximadamente.'” La forma mutada
caracteristicamente tiene una vida media au-
mentada, provocando la acumulacién nuclear.
En consecuencia, la deteccién de niveles altos de
P53 por IHQ demostraria la presencia de un tu-
mor que alberga una mutacién de la p53.'% A
pesar de esto, es por lo menos controversial la
posibilidad de que dicha técnica provea resul-

tados lo suficientemente precisos como para te-
ner utilidad clinica, dado que detecta ambas p53
(la mutada y la nativa) pudiendo no detectar po-
sibles deleciones del gen. Métodos para definir
con mayor precision anormalidades genéticas
podrian permitir un andlisis méas preciso de la
asociacién de p53 con los resultados clinicos,
tanto como factor de prediccién o factor de pro-
néstico. Por el momento tales metodologias son
caras, engorrosas y no disponibles como técni-
cas de rutina, limitando el estudio de la p53 co-
mo marcador para la practica clinica diaria.

La expresién de la mutacién del gen p53 se
ha correlacionado con el estatus negativo de
los receptores hormonales, aneuploidia tumoral,
mayor porcentaje de células neoplasicas en fa-
se S del ciclo celular por citometria de flujo y un
elevado Ki-67,'” encontrandose en 20-30% de
los tumores de mama. Un estudio de 2.000 mu-
jeres con diagnéstico reciente de cancer de ma-
ma, sugiere que las anormalidades genéticas de
la p53, definidas por secuenciado, estan asocia-
das con un peor pronéstico.'*

Un trabajo de Shelley B. Bull y colaborado-
res, donde se evaluaron 543 casos de cancer de
mama, con un seguimiento de 85 meses, encon-
tré que las mutaciones de p53 eran mas frecuen-
tes en tumores HER-2/neu positivo, habiendo
un mayor riesgo de recurrencia y mortalidad en
pacientes HER-2/neu positivo y p53 mutada, en
comparacién con las pacientes con una o ningu-
na de las alteraciones.'"!

Isola y colaboradores observaron una alta
correlaciéon entre la sobreexpresiéon de p53 v fa-
se S alta del ciclo celular. La sobreexpresién de
P53 medida por IHQ en cortes fijados en para-
fina puede ser un factor de pronéstico indepen-
diente para supervivencia libre de enfermedad vy
supervivencia global en los pacientes de céncer
de mama con ganglios negativos y positivos.''

También se observa una alta relacién entre
la sobreexpresién de p53 mutante y alta activi-
dad proliferativa; y la sobreexpresiéon de p53 co-
mo prediccién de resistencia a quimioterapia y
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radioterapia; sin embargo, dichos hallazgos son
contradictorios.!**'!*

bcl-2

El gen bcl-2 codifica una familia de protei-
nas de 25 KDa, que se localizan en la membra-
na externa mitocondrial, en la envoltura nuclear
y en el reticulo endoplasmico de las células. La
proteina bcl-2 bloquea la salida del citocromo C,
el cual es un precipitante mayor de la muerte
celular programada. La sobreexpresién de bcl-2
se identificé por primera vez en una transloca-
cién cromosémica reciproca en el linfoma de cé-
lulas B en el ser humano, pero no sélo se ha vis-
to asociacién de bcl-2 con neoplasias hemato-
poyéticas, sino también en multiples tumores s6-
lidos, incluyendo el cancer de mama.

La familia de bcl-2 se divide en dos grupos
de proteinas, las proapoptdsicas como bax, bad
y bak y las antiapoptdsicas como bcl-2, bcl-xL,
mcl-1 y A1.'" Las proteinas proapoptésicas y
antiapoptdsicas forman heterodimeros en los
que se produce una inhibicién reciproca de am-
bas subunidades. Esta dimerizacién se ve in-
fluenciada por la fosforilacién de los residuos
terminales de aminoacidos de los miembros pro-
apoptdsicos, bax, bad y bak. Asi pues, la apop-
tosis estd muy relacionada con la fosforilacién
de las proteinas de la familia bcl-2. El protoon-
cogén bcl-2 bloquea una via comin de apop-
tosis, impidiendo que el ADN dafiado actte co-
mo una senal de activacién de muerte celular
programada. La proteina bcl-2 no transforma las
células por si misma, pero las hace susceptibles
de ser transformadas por otros oncogenes.

Debido al papel central que desempena
bcl-2 en el mantenimiento de la homeostasis ti-
sular, varios investigadores estudiaron la expre-
sién de bcl-2 en tejidos mamarios tumorales. La
ausencia de bcl-2 se relacion6 significativamente
con tumores indiferenciados y estatus positivo
para HER-2/neu y p53. Su presencia se asocia
con un fenotipo favorable desde el punto de vis-
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ta prondstico y se correlaciona con la presencia
de receptores de estrégeno, siendo un factor de
prediccién de respuesta al tratamiento con ta-
moxifeno. La observacion clinica demostré que
es mas probable que un tumor bcl-2 positivo v
estatus hormonal positivo presente mayor res-
puesta al tamoxifeno que los tumores sin sobre-
expresion de bcl-2 y estatus hormonal positi-
vo."'® Hellemans y colaboradores reportaron
una supervivencia global acortada en pacientes
con tumores bcl-2 negativo y con ganglios posi-
tivos.'” Ademas, tanto la quimioterapia como la
radioterapia ejercen su efecto destructivo del tu-
mor a través de la induccién de la apoptosis, en
consecuencia la expresién de bcl-2 es un deter-
minante importante de la resistencia a la quimio-
terapia y a la radioterapia en muchos tipos tu-
morales.!'®''® Hay un interés particular en bcl-2
como marcador de respuesta a los taxanos, de-
bido a que tanto paclitaxel como docetaxel pue-
den efectuar la fosforilacién y consecuente inac-
tivacién de la proteina bcl-2, conformando un
estimulo proapoptésico.

CICLINAD

Durante muchos anos los eventos bioqui-
micos que controlan la progresién de las células
a través del ciclo celular fueron completamente
desconocidos. Pero en la actualidad, las inves-
tigaciones han revelado detalles del proceso. Los
eventos claves del ciclo celular estan controlados
por quinasas dependientes de ciclinas. El térmi-
no ciclina fue usado para describir una familia
de proteinas que tienen una elevacién ciclica en
su expresion, dependiendo el momento del ciclo
celular. Poseen capacidad reguladora de la ac-
tividad de las quinasas dependientes de cicli-
nas.'? El paso de la célula de G1 a S esta impe-
dido por una molécula llamada proteina del re-
tinoblastoma (pRb) que se une y mantiene inac-
tiva a otra molécula, necesaria para la replica-
cién del ADN llamada E2F. En Gl laciclinaD y
la ciclina E aumentan su concentracién de ma-
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nera continua y se combinan con las quinasas
dependientes de ciclinas. A partir de esa com-
binacion, las quinasas fosforilaran a pRB. Al fi-
nal de G1 esta fosforilacion estard completa oca-
sionando la inactivacién de pRB, que llevara a
la liberacién de E2F. La proteina E2F es un fac-
tor de transcripcién que estimula la expresién
de genes necesarios para la produccién de enzi-
mas que replicaran el ADN, por lo que la célula
avanzara a la siguiente fase, la fase S.

La sobreexpresion de ciclina D1 fue obser-
vada en carcinoma ductal in situ, sugiriendo un
posible rol en el desarrollo de céncer de ma-
ma.'*"'?* Ha sido demostrado que ciclina D1
puede activar la actividad transcripcional del re-
ceptor de estrégeno en ausencia de estradiol,
siendo esto inhibido por el tamoxifeno.'* Exis-
te evidencia, demostrada en lineas celulares de
cancer de mama estudiadas in vitro, que los re-
tinoides reducen los niveles de expresién de ci-
clina D1."** Esto es de gran interés dado que
fenretinide, retinoide sintético, ha mostrado re-
ducir de manera significativa el riesgo de un se-
gundo cancer de mama, sugiriendo un posible
rol como quimioprevencién en mujer jévenes de
alto riesgo.'*®

CICLINA E

Ciclina E es una proteina de 50 KDa expre-
sada en la fase tardia del ciclo celular G1. La ac-
tividad del complejo enzimético ciclina E-CDK2
es inhibida por las proteinas p21 y p27.

La elevacién de los niveles de ciclina E ha
sido observada en multiples neoplasias.'*® En
cancer de mama, la elastasa '?’ y la calpasa 2,'*
fraccionan ciclina E a fragmentos de menor peso
molecular (33 a 45 KDa). Estos fragmentos de
menor peso molecular tienen mayor afinidad
por CDKZ2 y resisten la inhibiciéon de p21 y p27,
provocando un avance constante en el ciclo ce-
lular, pudiendo perpetuar la proliferacién celular
y en consecuencia ocasionar la transformacién
neoplésica de la célula.'® Ademas, los fragmen-

tos de menor peso molecular confieren resisten-
cia al tamoxifeno y aumentan la inestabilidad
genémica."* Esto convierte a la ciclina E y a los
fragmentos de menor peso molecular, como po-
sibles marcadores de prondstico y prediccion en
cancer de mama.

La ciclina E ha sido valorada por IHQ en te-
jidos fijados v su ARN ha sido cuantificado por
RT-PCR en muestras frescas.'®" Los fragmentos
de menor peso molecular han sido evaluados
por Western Blot (WB) en tejidos frescos con-
gelados.' La discordancia en el valor de pro-
noéstico asignado a la ciclina E entre la IHQ vy el
WB esta relacionada a los distintos anticuerpos
usados en cada método, dado que los reactivos
que detectan ciclina E puede que no lo hagan
con los fragmentos de menor peso.

Se han alcanzado resultados imponentes,
estudiando sélo a los fragmentos de menor peso
mediante WB."* Pero WB no es practicable en
el uso clinico rutinario. Son necesarios anticuer-
pos monoclonales para realizar estudios avan-
zados de este marcador en tejidos archivados, y
de esta manera hacer de este estudio una prac-
tica de rutina posible.

El valor de pronéstico de ciclina E en la lite-
ratura es controversial, en parte por las diferen-
cias metodolégicas en los distintos trabajos y
también debido a la falta de estudios de alto
nivel. Ademas ciclina E esta vinculada a la proli-
feracién y su significado de pronéstico indepen-
diente esta poco claro. De todos modos, los ni-
veles elevados de la proteina ciclina E estan aso-
ciados a mal pronéstico de manera consistente.
En un reciente metaandlisis de sobreexpresion
de ciclina E, se evaluaron 2.534 pacientes de
12 estudios; determinando el riesgo de recurren-
cia en anélisis univariado fue de 2,32; mientras
que en el analisis multivariado fue de 1,72."**

CATEPSINA D

El conocimiento de los mecanismos de mo-
dificacién maligna ha mejorado significativa-
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mente durante las tltimas décadas. En el cancer
de mama, como en muchos otros, lo que nor-
malmente lleva a la muerte no es el tumor pri-
mario sino su diseminacién. Para que las células
tumorales se extiendan fuera del sitio primario a
sitios a distancia, es necesaria la destruccién de
la matriz extracelular. Esto también es importan-
te para favorecer la angiogénesis, cuya vascula-
rizacién permitira el crecimiento tumoral y el ac-
ceso de las células neoplésicas a la circulacién
general, posibilitando la diseminacién de la en-
fermedad.

Hay muchas vias implicadas en la degrada-
cién y el recambio de la matriz extracelular, in-
volucrando numerosas proteasas. El descubri-
miento de la catepsina D, como una enzima pro-
teolitica asociada a los procesos tumorales, sur-
gi6é como consecuencia de una serie de estudios
dirigidos a investigar la naturaleza de las protei-
nas inducidas por hormonas vy factores de cre-
cimiento en el cancer de mama. En la década
del ochenta se realizaron las primeras investiga-
ciones demostrando que esta glicoproteina de
52 KDa de peso molecular, poseia actividad tan-
to proteolitica como mitogénica. La enzima in-
tracelularmente es dirigida a los lisosomas y es
almacenada para luego ser secretada al medio
exterior, donde se autoactiva en un pH de 4,5.
Es capaz de degradar la membrana celular, la
matriz extracelular y los proteoglicanos. A pH
acido la catepsina D actia como una proteasa y
a pH neutro como ligando de diferentes recep-
tores, preferentemente del factor de crecimiento
insulinico tipo II (IGFR-II)."** Si bien éste es uno
de los mecanismos mitogénicos posibles, no es
el unico. Alternativamente, la catepsina D, al
igual que otras proteasas, podria actuar indirec-
tamente como un mitégeno a través de la acti-
vacién proteolitica de precursores de factores de
crecimiento o de sus receptores, permitiendo la
liberaciéon de factores de crecimiento secuestra-
dos en la matriz extracelular.'****’

En céncer de mama, la invasién axilar ha
sido valorada como un factor de pronéstico cla-

Rev Arg Mastol 2013; 32(114): 89-119

sico. Sin embargo, el 30% de los tumores con
axila negativa también recaen.”®® Es por eso,
que es necesario desarrollar otros factores de
prondstico independientes. Los primeros traba-
jos evidenciaron la asociacién entre incrementos
citosédlicos de catepsina D y un mayor riesgo de
recidiva y muerte en los tumores mamarios tem-
pranos sin afectacién ganglionar axilar. Asi, ci-
fras superiores a 60 pmol/mg fueron, junto al
tamano, factores de prondstico independientes
de un menor intervalo libre de enfermedad y
una mayor propension a recidivas locales/regio-
nales.”® Tetu y colaboradores '*° valoraron me-
diante tincién IHQ la expresion de la catepsi-
na D en las células epiteliales y estromales de
manera independiente. Estos autores encontra-
ron que la expresién de catepsina D en las célu-
las estromales (43,6% positiva) a diferencia de
las células epiteliales (38,9% positiva) se asocia-
ba significativamente con varios factores de peor
pronéstico y con una disminucién del intervalo
libre de enfermedad y de la supervivencia.

Muchos otros trabajos avalan mediante sus
hallazgos la justificacién del pobre pronéstico de
los tumores de mama axila negativa con alta ex-
presién de catepsina D.'*' Todavia no hay evi-
dencia suficiente para establecer una relacién
entre dicho marcador y los tumores de mama
axila positiva.

La catepsina D puede ser considerada como
un marcador de la dependencia del estrégeno
en los tumores mamarios; por eso, se han reali-
zado multiples intentos para evaluar si puede ser
usado como factor de prediccién del tratamiento
hormonal. Los estudios de Tetu y colaborado-
res 1**1* yeportaron que la expresién de catep-
sina D por las células estromales estaba fuerte-
mente asociada con un peor prondstico en el
subgrupo de pacientes que recibieron quimiote-
rapia adyuvante, no asi en el subgrupo de pa-
cientes que recibié hormonoterapia. Si bien esto
permitiria sugerir un posible beneficio al usar
hormonoterapia en las pacientes con expresién
aumentada de catepsina D, los autores son pru-
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dentes en tanto y en cuanto no conocen el me-
canismo por el cual se produce esta consecuen-
cia, pudiendo haber un error metodolégico en el
diseno del estudio.

Billgren y colegas '** evaluaron el posible be-
neficio del tratamiento con tamoxifeno en pa-
cientes con sobreexpresion de catepsina D y re-
ceptores hormonales positivos, no pudiendo al-
canzar un resultado con adecuado significado
estadistico (p=0,09).

ACTIVADORES DEL PLASMINOGENO

Se han descripto dos tipos de activadores
del plasminégeno (PA), uno de tipo tisular (tPA)
y el otro de tipo urokinasa (uPA). Ambos hidro-
lizan el plasminégeno para generar plasmina,
una serina proteasa capaz de degradar la fibrina
y componentes de la matriz extracelular como
fibronectina, laminina y proteoglicano. La plas-
mina también puede activar diversas metalopro-
teasas iniciando una cascada proteolitica, de tal
manera que la activaciéon de pequenas cantida-
des de PA conduce a la obtencién de elevadas
concentraciones de proteasas activas. El sistema
esta regulado por inhibidores especificos como
los denominados PAI 1 y PAI 2 (inhibidores de
PA). Ademas, el uPA se une a un receptor espe-
cifico en la membrana plasmaética (UPAR) lo que
le permite localizar esta actividad enzimaética en
la regién pericelular. De este modo, mientras el
tPA participa principalmente en los procesos fi-
brinoliticos intravasculares dada su capacidad
para unirse a la fibrina, el uPA, tras unirse a su
receptor uPAR, esta implicado en el remodelado
tisular v en la migracién celular. Ademas de fa-
cilitar la invasion de las células tumorales, se ha
observado que los activadores del plasminégeno
también participan en la degradacién de la ma-
triz extracelular perivascular, facilitando asi la
angiogénesis. En los procesos tumorales, la for-
ma de activador del plasminégeno que se sobre-
expresa mas frecuentemente es la del tipo uro-
quinasa, contribuyendo a la degradacién de las

barreras tisulares durante la progresién tumoral.

Numerosos métodos de estudio han sido en-
sayados para estudiar a estos marcadores. Entre
ellos se encuentran IHQ, RT-PCR y ELISA.'*'
El Ginico método validado para determinar valor
de pronéstico de uPA es el ELISA realizado en
tejido fresco o congelado o en fraccién cistosdli-
ca de muestra remanente, luego de haber sido
estudiado el estado de receptores hormonales
por técnicas bioquimicas (en desuso en la actua-
lidad).'*® La IHQ no es precisa para estos marca-
dores. Si bien el uso de ELISA en muestras ob-
tenidas a partir de punciones histolégicas podria
ser de beneficio clinico, el valor de pronéstico
de dicha estrategia todavia tiene que ser confir-
mado.'*

Los niveles intratumorales elevados del uPA
se han asociado con una menor supervivencia
en pacientes con cancer de mama u otros tu-
mores.”® Tanto uPA como PAI 1 medidos por
ELISA en un minimo de 300 mg de tejido fresco
o congelado podrian ser usados para la deter-
minacién del prondstico en pacientes con diag-
néstico reciente de cancer de mama axila nega-
tiva. En el carcinoma de mama, la sobreexpre-
sién del uPA es esencial para la proliferacién de
las células tumorales, la invasién del tejido cir-
cundante y la formacién de metéstasis 6seas."™!
Algunos estudios inclusive sugieren que estos
dos marcadores tienen un fuerte valor de pro-
nostico en pacientes con axila negativa, inde-
pendientemente del tamano tumoral, el gra-
do histolégico y el nivel de receptores hormo-
nales.152’153

Un analisis realizado por Receptor and Bio-
marker Group of the European Organisation
for Research and Treatment of Cancer, evalué
8.377 pacientes con cancer de mama, realizan-
do seguimiento de 79 meses. Los resultados
confirmaron la fuerte asociacién entre la sobre-
expresién de uPA y PAI 1 y la menor supervi-
vencia libre de enfermedad, como la menor su-
pervivencia global. En el subgrupo de pacientes
no tratadas, axila negativa, también se confirmé

Rev Arg Mastol 2013; 32(114): 89-119



106 FEDERICO LEROUX

la utilidad del marcador para identificar cohortes
de bajo riesgo.'**

En cuanto al valor de prediccién, en un es-
tudio de Pritchard K.** se concluyé que los es-
quemas de quimioterapia que contienen antra-
ciclinas tienen un resultado superior en compa-
racién con CMF, si el tumor tiene sobreexpre-
sién de uPA o PAI 1, mientras que no habria di-
ferencias entre ambas terapias en pacientes con
bajos niveles de uPA y PAI 1.

Estudios recientes han demostrado que la
inhibicion del uPA en sistemas celulares deriva-
dos de tumores mamarios con alta capacidad
invasiva, conduce a la disminucién de los nive-
les de la proteasa en el exterior celular y de la
actividad proliferativa en estas células.'*® Este
hecho sugiere que las terapias antimetastasicas
dirigidas a la inactivacién especifica del uPA po-
drfan ser muy beneficiosas para la paciente, ya
que ademas presentan efectos secundarios muy
limitados al no bloquear la actividad fibrinolitica
de la plasmina en el torrente circulatorio, ni la
actividad de otras proteasas necesarias para el
correcto funcionamiento del organismo.

ANTIGENO CARBOHIDRATO 15-3

Se han identificado diversos antigenos me-
diante anticuerpos monoclonales dirigidos a glu-
coproteinas pertenecientes a la familia de las
mucinas. Sus integrantes mas destacados son el
antigeno carbohidrato 15-3 (CA 15-3), el antige-
no mucino asociado a cancer de mama (MCA),
el antigeno carbohidrato 549 (CA 549) y el anti-
geno carbohidrato 27-29 (CA 27-29). Dadas su
semejanza estructural y la similar sensibilidad y
especificidad de las pruebas que los investigan,
se considera que estos anticuerpos detectan epi-
topes distintos de un antigeno comun. CA 15-3
es una mucina, de alto peso molecular, entre
300 y 450 KDa codificada por el gen MUC 1.
Normalmente estd localizada en la superficie
apical de células epiteliales, pero esta sobreex-
presada en células tumorales y es liberada a la
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circulacién sistémica. Si bien son marcadores
serolégicos muy usados en el seguimiento del
cancer de mama dado sus cualidades similares,
el uso de mas de uno de ellos no brindaria nin-
guna ventaja.””"**® Sin embargo, la evaluacién
conjunta con CEA puede ofrecer informacién
complementaria.

CA 15-3 y diagnéstico temprano
de cancer de mama

CA 15-3 siempre ha tenido un rol limitado
en cancer de mama temprano, debido a que
frente a la escasa carga tumoral posee mala sen-
sibilidad. Solamente un 10% de las pacientes
con cancer de mama primario tienen valores de
CA 15-3 aumentados (mayores a 35 U/ml), lo
que significa que no puede ser utilizado como
test de cribado. Es por eso que niveles bajos de
estos marcadores en pacientes con sospecha de
cancer de mama, nunca deben provocar la ex-
clusién del diagnéstico. Si bien la utilidad en
cancer de mama temprano esta en serias dudas,
algunos autores sugieren realizar una evaluacién
inicial de este marcador tumoral, para tener un
valor de base con el cual comparar las medicio-
nes posteriores al establecimiento de una tera-
péutica. Asimismo, niveles de CA 15-3 superio-
res a 50 U/ml y/o CEA mayor a 20 ng/ml en pa-
cientes con enfermedad localizada, sugiere la
existencia de enfermedad metastéasica oculta.

La sensibilidad del CA 15-3 en enfermedad
avanzada ha sido ampliamente estudiada por
diferentes autores, siendo la misma mayor en
comparacién con cancer de mama temprano."”’
Existe una relacién entre la magnitud del au-
mento de estos marcadores y el sitio de la recu-
rrencia.'® CA 15-3 carece de utilidad en la valo-
racién de la recurrencia local/regional, donde el
examen clinico es mejor. Sin embargo, se en-
cuentran niveles anormales de CA 15-3 en el
70% de las pacientes con cancer de mama me-
tastasico,'® porcentaje que aumenta hasta 80%
si se realiza el estudio conjunto con el marcador
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CEA, especialmente cuando los sitios de cancer
secundario son el hueso o el higado. En cuanto
a la especificidad del método, cabe aclarar que
un 10% de las pacientes sin enfermedad tam-
bién presentaran valores elevados de CA 15-3.
Existe un nimero de falsos positivos atribuido a
otros procesos que no correspondan al cancer
de mama. La mastopatia benigna y otros tipos
de neoplasias no mamarias (pulmén, ovario,
préstata, pancreas) también pueden producir
aumento de los niveles de estos antigenos, ha-
ciendo que la especificidad del CA 15-3 no sea
elevada. Estos resultados sugieren que CA 15-3
identificara 2 de cada 3 pacientes con cancer de
mama metastasico, con un porcentaje aceptable
de falsos positivos.

CA 15-3 como factor de pronéstico

Se han realizado multiples intentos para ob-
tener evidencia de la pericia de CA 15-3 como
prediccién de supervivencia global disminuida o
supervivencia libre de enfermedad disminuida,
pero los resultados han sido conflictivos, vy el sig-
nificado estadistico se pierde en los andlisis mul-
tivariados. Gion y colaboradores '** demostra-
ron, en un estudio que incluyé 360 pacientes, el
alto valor significativo de CA 15-3 como factor
de pronéstico. Son muchos los estudios que han
alcanzado conclusiones similares, pero también
hay incertidumbre por resultados en direcciéon
opuesta.'®'* La mayoria de los estudios con
poblaciones grandes y seguimientos prolonga-
dos concuerdan en el valor de pronéstico inde-
pendiente de CA 15-3 (éste asociado su estudio
a CEA o no). Pero todavia no se ha demostrado
que el uso de estos marcadores tumorales lleve a
un impacto en los indicadores de supervivencia.

CA 15-3 como monitor de terapia
La evaluacion del tratamiento del cancer de

mama metastasico queda reflejada en los va-
lores de CA 15-3, y de esta forma puede diag-

nosticarse una progresién, estabilidad o regre-
sién del tumor dependiendo de los niveles de
CA 15-3. Pacientes en remision frecuentemen-
te tendran valores en descenso, mientras que
aquellas pacientes con progresién de enferme-
dad tendran valores en aumento.'®'®® Sj bien
no existe un consenso absoluto, el Grupo Euro-
peo de marcadores tumorales en sus recomen-
daciones sugiere que CA 15-3 deberia ser eva-
luado previamente a cada ciclo de quimiotera-
pia o cada 3 meses en caso de hormonoterapia,
siendo cambios significativos aquellos aumentos
superiores al 25%. Sin embargo, algunos traba-
jos muestran cémo el aumento de CA 15-3, si
bien predice la apariciéon de recurrencia con una
anticipacién promedio de 5 meses con respecto
a otros estudios o la aparicién de sintomas, no
repercute en variables como supervivencia glo-
bal o supervivencia libre de enfermedad.

BRCA 1 y BRCA 2

Aunque en un 90% de los casos el cancer
en general y el de mama en particular se pre-
senten de forma esporadica, existe un 5-10% de
los casos en los que el cancer de mama aparece
en varios miembros de una misma familia a lo
largo de varias generaciones. Este porcentaje es
debido a mutaciones en genes de alta penetran-
cia. Si bien son numerosos: p53, ATM, PTEN,
STK11,' los dos que se relacionan mas con el
cancer de mama hereditario, 1 de cada 3 ca-
s0s,'” son el BRCA 1 localizado en el cromo-
soma 17 (17g21) y el BRCA 2, localizado en el
cromosoma 13 (13g12). La presencia de estos
defectos genéticos es suficiente para que los in-
dividuos portadores presenten una susceptibi-
lidad muy alta para desarrollar cancer de mama
y otros tumores relacionados, como cancer de
ovario o proéstata; es por eso que deben ser con-
siderados como verdaderos marcadores biolégi-
cos de riesgo.

Los BRCA son genes que presentan muchas
semejanzas desde el punto de vista genético, a
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pesar de no tener evolutivamente nada en co-
mun. BRCA 1 consta de 24 exones que codifi-
can para una proteina de 1.863 aminoacidos,
mientras que BRCA 2 tiene el doble de tamano,
con 27 exones que dan lugar a una proteina de
3.418 aminoéacidos. Ambos son genes supreso-
res de tumores que codifican proteinas que fun-
cionan en el proceso de reparacién del ADN.
Por lo tanto, una mutacién o una delecién de un
gen supresor tumoral provocarian una pérdida
de su funcién, aumentando el riesgo de oncogé-
nesis como consecuencia. La probabilidad de
desarrollar un cancer de mama a lo largo de la
vida en portadoras de mutacién en BRCA 1 es
superior al 60% y mayor del 50% en portadoras
de la mutacién en BRCA 2.'"

La prevalencia de las mutaciones BRCA 1y
BRCA 2 varia de acuerdo con el pais y el grupo
étnico. La frecuencia mas alta se encuentra en la
poblacion judia asquenazi (2,5% en la poblacién
general).!” Otros grupos con alta prevalencia de
mutaciones incluyen paises como Islandia, Ca-
nadé (especialmente franco-canadienses), Polo-
nia y Holanda.'”

Los criterios para indicar una prueba gené-
tica varian de acuerdo con el pais y con la po-
blacién estudiada. Segun las recomendaciones
del National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) en sus ultimas guias (septiembre 2012)
deberian recibir asesoramiento genético todas
las pacientes que cumplan con uno o mas de los
siguientes criterios:

* Presencia de dos o mas tumores primarios
de mama en una o dos personas de la mis-
ma familia.

* Presencia de uno o méas tumores primarios
de ovario de la misma familia.

* Familiar de primer o segundo grado con tu-
mor de mama y edad menor a 45 anos.

* Familiar de sexo masculino con cancer de
mama.

* Poblacién de riesgo (por ejemplo, judia as-
quenazi).

* Pertenencia a familia con susceptibilidad ge-
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nética conocida.

* Pacientes diagnosticadas con cancer seroso
de ovario de alto grado, cancer peritoneal
primario, cancer de las trompas de Falopio.

* Combinacién en la misma familia de cancer
de mama y por lo menos uno mas de los si-
guientes: cancer de tiroides, carcinoma gés-
trico difuso, cancer de endometrio, cancer
de péancreas.

CTC (células tumorales circulantes)

Datos obtenidos de diferentes estudios apo-
yan la afirmacién de que la diseminacién hema-
tégena de las células de cancer de mama, ocurre
independientemente de la diseminacién linfati-
ca. Las metéstasis v la invasién son las principa-
les causas de morbimortalidad relacionada con
el cancer de mama. Sin embargo, en la practica
clinica no se evaltan de rutina las células tumo-
rales circulantes (CTC).

Los métodos de deteccion de CTC basados
en el ADN libre circulante, tales como RT-PCR,
o mejor aun, RT-PCR cuantitativa, muestran
una mayor sensibilidad que los basados en la
citometria. La presencia de CTC detectadas me-
diante RT-PCR conferiria peor pronéstico en pa-
cientes con cancer de mama metastasico.'”* El
método mas innovador y Gnico aprobado por
FDA en pacientes con cancer de mama metas-
tasico es la deteccién inmunomagnética. Esta
técnica se basa en la busqueda de un fenotipo
celular circulante tipo EpCAM (molécula de ad-
hesién de célula epitelial) positivo, CK (citoque-
ratina 8, 18 y 19) positivo, DAPI (marcacién nu-
clear) positivo y CD45 (marcacién de leucocitos)
negativo.

En pacientes con enfermedad metastasica, el
uso de las células tumorales circulantes como
marcador biolégico seria de gran utilidad para la
estratificacién del riesgo y el monitoreo tempra-
no de la respuesta al tratamiento.'”” Massimo
Ciristofanilli y colaboradores fueron los primeros
en reportar que en cancer de mama metastasi-
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co, mas de 5 células tumorales circulantes por
muestra estaban asociadas a un peor prondstico,
que aquellas muestras con menos de 5 células
tumorales circulantes. En el estudio de dichos
autores, realizado con 177 mujeres con céancer
de mama, se registré que cerca de la mitad pre-
sentaban metastasis o diseminacién, y que la
progresién era mayor en las mujeres con 5 cé-
lulas tumorales circulantes o més.'’® En cambio,
en pacientes con cancer de mama precoz su sig-
nificado es desconocido. En la guia de recomen-
daciones para uso de marcadores tumorales,
American Society of Clinical Oncology (ASCO),
concluye que la medicién de las CTC no debe
ser usada para el diagndstico de cancer, ni para
la seleccién de tratamiento en particular, agre-
gando que su uso en cancer de mama metastéa-
sico todavia no puede ser recomendado, siendo
necesarias mas pruebas que demuestren su va-
lidez y su significado en la clinica.'”’

MICROARRAYS

Los microarray o microarreglos, se podrian
definir como ensayos en miniatura capaces de
analizar miles de marcadores genéticos simul-
tdneamente. Son una consecuencia de la biolo-
gia molecular y conforman un andlisis de expre-
sién génica a gran escala. Basicamente un mi-
croarreglo es una colecciéon de fragmentos de
ADN o de oligonucleétidos de secuencia cono-
cida unidos covalentemente sobre una superfi-
cie, que con frecuencia suele ser un portaobje-
tos. La parte mas innovadora de esta tecnologia
reside en que la plataforma utilizada es una su-
perficie de 2,5x7,5 cm en la que se imprimen de
forma ordenada miles de puntos, cada uno de
ellos correspondiente a un gen. Los microarre-
glos son un avance revolucionario ya que per-
miten evaluar en un espacio reducido, la ex-
presién de un gran ntimero de genes.'”® Esto ha
permitido dos avances fundamentales: la sub-
clasificaciéon de tumores con histologia similar en
base a su perfil de expresiéon y la identificaciéon

de perfiles de expresién asociados a un pronds-
tico determinado.

El primer descubrimiento critico en cancer
de mama utilizando esta metodologia fue rea-
lizado por Perou y colaboradores ' quienes es-
tudiaron los perfiles de expresion genética de las
células epiteliales de la glandula mamaria y cé-
lulas neoplésicas. Evaluaron un total de 40 tu-
mores de mama y utilizando un microarray de
ADN, los autores propusieron una clasificacién
molecular del cancer de mama, basada en un
método de agrupacion jerarquica de los genes.
No fue sino hasta el ano 2002 cuando Vant
Veer y colaboradores '* demostraron la asocia-
cién existente entre el perfil genético del cancer
de mama y el comportamiento clinico, senalan-
do que existen grupos de pacientes que podrian
beneficiarse del tratamiento de quimioterapia y
no de la hormonoterapia. Esta experiencia fue
ampliada en el afio 2003 por Sorlie y colabo-
radores.'®!

La determinacién de ADN por microarre-
glos, ha permitido reconocer las caracteristicas
genéticas del tumor, la identificacién de posibles
alteraciones mayores o menores, permitiendo
caracterizar las neoplasias, y predecir compor-
tamiento.’® Es decir, una vez determinado el
perfil de expresién de un tejido normal, se pue-
den establecer comparaciones entre perfiles de
expresion de tejido control y patolégico, y asi
establecer verdaderas firmas moleculares que
son la esperanza en la mejora del diagnéstico, la
prediccién de la recurrencia y en la selecciéon de
terapias individuales para cada paciente.

El anélisis de expresiéon genética por micro-
arreglos permite la identificacién de un panel de
genes Utiles para elaborar una clasificacién que
logre predecir de manera mas clara el compor-
tamiento clinico y el prondstico del tumor e in-
cluso de sus metéstasis.'®

Clasificacién molecular

Desde hace mucho tiempo se conoce la
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complejidad del cancer de mama y muchas de-
cisiones terapéuticas se han tomado en base a
factores de pronéstico que no representan la
verdadera cualidad del tumor. Por ser una en-
fermedad clinicamente heterogénea, su clasifi-
cacion histopatolégica no termina de representar
la diversidad evolutiva de la enfermedad. Con el
advenimiento de los microarreglos se ha logrado
identificar distintos perfiles moleculares, propor-
cionando una clasificacién del tumor que posee
consideraciones de pronéstico mucho mas pre-
cisas que la clasificacién histopatolégica.

Perou y colaboradores *** fueron quienes ini-
ciaron el camino de la clasificacién molecular al
realizar un examen de los patrones de expresién
en cancer de mama. De esta manera, a partir de
sus investigaciones, quedé demostrada la exis-
tencia de al menos cuatro genotipos molecu-
lares:

¢ Luminal (caracterizado por la expresiéon de
citoqueratina 8 y citoqueratina 18).

¢ Basal (caracterizado por la expresiéon de ci-
toqueratina 5 y citoqueratina 17).

* Normal (caracterizado por la expresiéon de
genes de células adiposas y otras células de
origen no epitelial).

* HER-2 (caracterizado por la expresién del
oncogén erb-B2 y varios genes cercanos).

Los tumores con receptores hormonales po-
sitivos, clasificados como un solo grupo en el
trabajo original, fueron posteriormente separa-
dos en al menos dos grupos distintos: el subtipo
luminal A (con altos niveles de expresién de ci-
toqueratina 8 y citoqueratina 18) y el subtipo
luminal B."® Los primeros generalmente tienen
alta expresiéon de receptores hormonales y de
genes que regulan su expresién, muy baja o au-
sencia de expresiéon de HER-2/neu y baja ex-
presion de genes de proliferacién, incluyendo
Ki-67. Por el contrario los tumores luminal B
tienden a ser de alta proliferacién (alta expresién
de Ki-67), suelen tener p53 mutada y en general
baja expresion de receptor de estrégeno y de
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genes relacionados con su expresion. Represen-
tan aproximadamente el 10% de los canceres de
mama luminales.

Los estudios que siguieron confirmaron una
gran diferencia en la expresién génica entre los
tumores con receptores hormonales positivos
y los negativos, sugirieron ademas la existencia
de otros subgrupos.’® Yanagawa y colabora-
dores,'® en un trabajo de reciente publicacién,
proponen subdividir a los tumores luminal A y
luminal B (HER-2/neu negativo), en diploides
sin inestabilidad cromosémica y aneuploides
con inestabilidad cromosémica. Consideran que
dentro del subgrupo a dividir existe una hete-
rogeneidad manifiesta a nivel genémico, que
podria repercutir en la evolucién clinica.

La importancia de esta clasificacién mole-
cular reside en la definicién de grupos clinica-
mente distintos. Asi, el grupo con genotipo basal
y el grupo HER-2/neu positivo, se asocian con
el tiempo de supervivencia mas corto, mientras
que los tumores del subtipo luminal A son los
que tienen el mejor prondstico de todos. El pro-
néstico vy la sensibilidad a la quimioterapia de
los distintos subgrupos son distintos. Si bien los
tumores luminales tienen mejor supervivencia
global en comparacién con los otros, los basales
v los HER-2/neu son maés sensibles a la quimio-
terapia.'® A la hora de interpretar el pronéstico
es conveniente tener en cuenta que existe una
fuerte asociacién entre el subtipo molecular y la
variedad histopatolégica. Es decir, los subtipos
luminales tienen un grado histolégico bajo o in-
termedio, mientras que los basales en su mayo-
ria son de alto grado.'®® Estas asociaciones pue-
den explicar las aparentes contradicciones que
existen al aseverar que el subtipo basal tiene
peor prondstico, a pesar de tener mejor sensi-
bilidad a la quimioterapia. Los luminales son tu-
mores de bajo grado y poseen estatus hormonal
positivo, por lo que son sensibles a la endocri-
noterapia y tendran mejor prondstico que los
basales, inclusive frente a la ausencia de otras
terapias.
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Ultimamente un nuevo grupo biomarcado-
res ha sido valorado, generando cambios en la
clasificacién molecular, al crear un nuevo sub-
grupo. Las proteinas pertenecientes al grupo de
claudinas conforman una familia de 24 miem-
bros cuyo peso molecular varia de 17 a 27 KDa.
Sus cambios de expresion, ya sea en aumento o
disminucién, se han asociado con distintos tipos
de tumores. En cancer de mama, recientemente
se caracteriz6 un nuevo grupo denominado tu-
mor de mama bajo en claudinas.

Durante el proceso complejo de la oncogé-
nesis se observa primero una disminucién de la
adhesién celular, permitiendo a las células diso-
ciarse unas de otras y luego un incremento de la
motilidad celular, permitiendo la migracién a
través de distintos tejidos. La adquisicién de es-
tas caracteristicas se encuentra asociada a la pér-
dida de funcién de las uniones estrechas donde
las claudinas juegan un rol protagonista. La dis-
minucién de las claudinas 1 y 4 en cancer de
mama sugiere que estas proteinas cumplen una
funcién relevante y su pérdida tiene un efecto
positivo en la progresion tumoral, dando lugar a
aumento en la capacidad invasiva, motilidad ce-
lular v supervivencia celular.”®® Es por eso que
los tumores bajos en claudinas se caracterizan
por estar conformados por células de estirpe me-
senquimatica y células pluripotenciales de la ma-
ma, tienen un mal prondstico y resistencia a la
quimioterapia.*’

Las caracteristicas clinicas, histoldgicas del
cancer de mama, han sido utilizadas y lo siguen
siendo, como elementos importantes para la de-
finicién de los diferentes factores de prondstico y
prediccidn; sin embargo, la identificacion de las
caracteristicas inmunohistoquimicas del tumor
nos permiten diferenciar alteraciones genéticas
que proporcionan la posibilidad de clasificar el
cancer de mama de una manera mas adecuada
en lo que se refiere a pronéstico y efectividad en
el tratamiento.'**

ANALISIS MULTIPARAMETRICO
DE EXPRESION GENICA

Oncotype DX®

Es el nombre comercial de un ensayo de in-
vestigacién molecular que ha demostrado te-
ner validez de prondstico y prediccién indepen-
diente. Esta prueba mediante RT-PCR en teji-
do fijado e incluido en parafina, analiza el perfil
de expresiéon de 21 genes (16 genes relaciona-
dos al cancer de mama y 5 genes de referencia).
Fue validada inicialmente en 668 pacientes den-
tro de un estudio, el ensayo clinico B-14 reali-
zado por la NSABP (National Surgical Adjuvant
Breast and Bowel Project).

El nivel de expresién de estos 21 genes es
analizado por algoritmos mateméticos que per-
miten obtener un indice de recurrencia (recur-
rence score). De esta manera se estima el riesgo
de recurrencia y se predice la respuesta al trata-
miento tanto hormonal como de quimioterapia
de pacientes con cancer de mama, receptores
hormonales positivos, en estadios I o Il y axila
negativa.'*®

Las pacientes se clasifican en tres grupos, el
primero incluye las que presentan un indice de
recurrencia menor a 18 (riesgo bajo), un grupo
con indice de recurrencia entre 18 y 30 (riesgo
intermedio) v el tercer grupo con indice de recu-
rrencia mayor o igual a 31 (riesgo alto).'™*

La validez del pronéstico de Oncotype DX®
permite establecer una probabilidad de recu-
rrencia a distancia de 2,1%, 9,2% v 22,1% a los
5 anos y 6,8%, 14,3% vy 30,0% a los 10 afos,
en los grupos de bajo, intermedio y alto riesgo,
respectivamente.'® En cuanto a la validez de
prediccién, quedé demostrado que las pacientes
con alto riesgo obtenian un mayor beneficio de
la quimioterapia (RR: 0,26) y disminucién abso-
luta de recurrencia a 10 anos de 27% con rela-
cién a las pacientes con bajo riesgo que no obte-
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nian beneficio de la quimioterapia (RR: 1,31)
vy no obtenian una disminucién absoluta de re-
currencia a distancia a 10 afos significativa
(1,1%). Estos datos permiten concluir que las
pacientes del grupo de bajo riesgo se benefician
Unicamente con el tratamiento hormonal, ya
que no presentaron mejoria en el tiempo de re-
currencia si se asociaba la endocrinoterapia con
quimioterapia. En cambio, en el grupo de alto
riesgo, el mayor beneficio se obtuvo con la aso-
ciacién de ambos tratamientos. El grupo pro-
blema es el intermedio, en el que el uso adicio-
nal de quimioterapia no demostr6 datos estadis-
ticos significativos ni suficientes para su imple-
mentacién, quedando el uso concomitante de
ambos tratamientos sistémicos supeditado a ca-
da caso en particular.'®

MammaPrint®

MammaPrint® es una plataforma de eva-
luacién de perfiles genéticos comercializada por
Agendia. Fue la primera de estas pruebas en ser
aprobada por la FDA. Desarrollada en el Insti-
tuto del Céncer en Holanda, estd indicada en
aquellas pacientes con cancer de mama, esta-
dio I o II, receptores hormonales positivos o ne-
gativos y axila libre de enfermedad. Usando un
microarreglo en el que se encuentran 70 genes
seleccionados por su relacién con el pronéstico
de la neoplasia de interés, establece si la paciente
tiene un riesgo alto de desarrollar metastasis a lo
largo de 10 anos (probabilidad de 50%) o bajo
(probabilidad entre 10% y 15%), con la finali-
dad de determinar la necesidad y adecuacién de
la indicacién de quimioterapia. La principal li-
mitacién de este tipo de anélisis radica en el mé-
todo de almacenamiento de la muestra; requiere
tejido fresco, con un minimo de 30% de carci-
noma invasor, que debe ser congelado inmedia-
tamente tras su obtencién para evitar la degra-
dacién del ARN vy ser remitido al fabricante en
un tiempo no mayor a 5 dias.

Rev Arg Mastol 2013; 32(114): 89-119

Firma de Rotterdam
(Roterdamsignature®)

Wang vy sus colaboradores '*7 seleccionaron
un conjunto de 76 genes, denominado firma de
Rotterdam, capaz de predecir la recaida en en-
fermas de diferente edad, grado, tamafo tumo-
ral v estado de receptores hormonales, sin afec-
taciéon ganglionar. Esto lo diferencia de Onco-
type DX (estudia sélo pacientes con receptores
hormonales negativos) y de MammaPrint (usado
s6lo en pacientes jévenes). Realizando estudios
de validacién, lograron concluir que un 40% y
41% de las pacientes con riesgo intermedio o al-
to definido por el consenso de St. Gallen o del
NIH, hubieran sido correctamente clasificadas
como de bajo riesgo de recaida y, por tanto, ha-
bria evitado un sobretratamiento sistémico.

Este método todavia no esta comercialmente
disponible. De manera similar a lo que ocurre
con MammaPrint, la recoleccién de la muestra
puede ser engorrosa dado que el método re-
quiere secciones completas de tejido congela-
do, y actualmente no es aplicable a muestras
histolégicas tomadas en las biopsias con aguja
gruesa.

CONCLUSIONES

El cadncer de mama se ha convertido en una
enfermedad de importancia creciente en todo
el mundo, conformando un problema de sa-
lud publica. En la Argentina, cada afno mueren
aproximadamente 5.400 mujeres (MSAL 2009).
Asimismo, existe una tendencia ascendente en
cuanto a su incidencia en los ultimos 30 anos,
justificada en su mayor parte al aumento pro-
gresivo en la deteccién como consecuencia de
las técnicas de tamizado.

El cancer de mama ha sido objeto de infi-
nidad de estudios acerca de los posibles factores
que influyen en su aparicién, su historia natural
y evolucién, asi como también los mecanismos
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que explican la resistencia natural a un trata-

miento determinado. Histéricamente se ha tran-

sitado un camino terapéutico colmado de avan-
ces; el tratamiento quirdrgico Halsted con sus
cirugias radicales dej6é paso a tratamientos mas
conservadores, en gran medida gracias al diag-
nostico precoz que permitié detectar lesiones de
menor tamano y al advenimiento tanto de trata-
mientos sistémicos como de la radioterapia. Las
contribuciones de la inmunohistoquimica vy la
genética, con la determinacién de marcadores
biolégicos, el desarrollo de los tratamientos qui-
mioterapicos, con combinaciones de diferentes
drogas y el uso de endocrinoterapia e inmuno-
terapia, dieron como resultado mayores sobrevi-
das, periodos mas prolongados libres de enfer-
medad y seguimientos mas efectivos y seguros
para las pacientes portadoras de la enfermedad.

Puesto que tumores semejantes y homogé-
neos en cuanto a sus factores de pronéstico cla-
sicos se comportan de forma distinta en su evo-
lucién, cabe suponer que la diferencia entre ellos
se establece a nivel molecular:

¢ El estatus positivo de los receptores hormo-
nales esta correlacionado con un mejor pro-
néstico en términos de supervivencia libre
de enfermedad y de supervivencia global;
ademas, es un determinante de indicacién
de terapia endocrina.

* La sobreexpresion de HER-2/neu se asocia
con un prondstico desfavorable, con una
menor respuesta al tratamiento, determinan-
do una menor supervivencia global y menor
supervivencia libre de enfermedad; asimis-
mo permite identificar a aquellas pacientes
que se beneficiarfan del uso de esquemas
basados en antraciclinas, trastuzumab e inhi-
bidores de la aromatasa.

* La sobreexpresién de Ki-67 implica un peor
prondstico tanto en la supervivencia global
como en la supervivencia libre de enferme-
dad; sus niveles altos tendrian un valor de
prediccién en la elecciéon de inhibidor de
aromatasa por sobre el tamoxifeno.

La clasificacién histopatolégica actual y los
factores de prondstico clasicos sufren limitacio-
nes en su relevancia clinica, al no reflejar la va-
riabilidad de las neoplasias en su comportamien-
to biolégico, ni tener un buen valor de predic-
cién de la respuesta o resistencia a los distintos
tratamientos. La identificacién de otros marca-
dores bioldgicos, actualmente en estudio como
CTC, catepsina D, ciclinas, ps2, p53, uTP, entre
otros, permitird adecuar las intervenciones tera-
péuticas a medida de cada paciente.
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