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1 INTRODUCCION GENERAL
1.1 INCIDENCIA Y MORTALIDAD

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres de todo el mundo,
suponiendo el 23% de todos los cénceres, con mas de 1 millén de casos por afio. La
incidencia de cancer de mama se ha incrementado en los afios 80 y 90 influenciado por
diferentes factores como son los cambios en los habitos reproductivos, la introduccion
de la mamografia de cribado, la tendencia a la obesidad, la terapia hormonal sustitutiva,
y el uso de contraceptivos'. En cambio, algunas comunicaciones recientes informan
sobre un descenso de la incidencia en USA y en otros paises desarrollados en los
ultimos afios, cuyos motivos son controvertidos, algunos abogan por la reduccion de la
prescripcion de tratamiento hormonal sustitutivo, otros abogan por los cambios en el
uso de la mamografia como posible causa’. En Europa, la incidencia de cancer de
mama sigue aumentando en todos los paises. En Espafia, la incidencia es menor a la de
la media europea, habiendo experimentado un incremento desde 1973, con un aumento
mas marcado durante los afios 1990*. En Catalufia se estimaron unos 4.700 nuevos
casos cancer de mama en el 2008, lo que representa un 30% de todos los canceres
diagnosticados en mujeres’.

Existe, sin embargo, un descenso de los rangos de mortalidad por cancer de
mama desde 1990, que se ha atribuido a la deteccion y diagndstico temprano asi como a
la aplicacion de nuevos tratamientos. En nuestro medio, la mayoria de las pacientes son
diagnosticadas en estadios iniciales, y tan solo un 6% seran diagnosticadas en situacion
avanzada. No obstante, un 20-30% de las pacientes diagnosticadas en estadios iniciales
podran presentar una recidiva a distancia a lo largo del tiempo®. Por ello, son necesarias
nuevas estrategias que aumenten la supervivencia en cancer de mama, en especial en

aquellas pacientes que presentan enfermedad avanzada.



1.2 FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo de cancer de mama incluyen edad, historia familiar o
personal de cancer de mama, historia reproductiva, y la exposicién a carcindgenos
especificos.
1.2.1 Factores de riesgo hereditarios
Factores familiares

Conocemos por estudios epidemiologicos que tan solo de un 5 a un 10% de
casos de cancer de mama son explicables por la presencia de mutaciones en genes de
alta penetrancia para susceptibilidad para cancer de mama como son BRCA1 y BRCA2.
Estas mutaciones se heredan de forma autosémica dominante con variable penetrancia’.
Las alteraciones en PTEN y TP53 son responsables de un 1% de los casos®. Asi, las
mutaciones hereditarias del gen supresor tumoral p53, causan el sindrome de Li-
Fraumeni asociado a un incremento del riesgo de cancer de mama, asi como otros
tumores, como leucemias, tumores cerebrales, y sarcomas. Las mutaciones de PTEN
ocasionan el sindrome de Cowden asociado a incremento de riesgo de cancer de mama,
asi como tumores del tracto digestivo, tiroides, Utero y ovarios. Otras alteraciones
genéticas que se han asociado a cancer de mama son el sindrome de Muir-Torre en el
que se encuentran mutaciones en MLHI, y el sindrome de Peutz-Jeghers con
mutaciones en LKB1 y STK11.

Las mutaciones de BRCA1 y BRCA2 predicen la probabilidad de desarrollar un
cancer de mama hasta los 70 afios de un 45% a un 87%, y de un 26% a un 84%,
respectivamente. Por otra parte, las portadoras de mutaciones de BRCA1 y BRCA2
tendran un riesgo a los largo de su vida de desarrollar un cancer de ovario de un 16% a

un 63% y de un 10% a un 27%, respectivamente’.



BRCALI es un gen, localizado en el cromosoma 17q12. Se han descrito mas de
700 mutaciones, aunque solo unas pocas son recurrentes en familias no relacionadas.
Las dos mas comunes son 185del AG y 5382insC. En caso del gen BRCA2, se han
descrito mas de 300 mutaciones diferentes, una de las mas frecuentes es la 6174delT
que se encuentra en el 1,5% de la poblacion judia Ashkenazi; y la 999del5 supone una
alta proporcion de la del cancer de mama hereditario en Islandia.
1.2.2 Factores de riesgo no hereditarios
Factores hormonales

Muchos de los factores de riesgo en cancer de mama estan asociados con una
mayor exposicion a las hormonas reproductivas femeninas, incluyendo la exposicion in
Gitero a altas concentraciones de estrogenos'’. Asi algunos de los factores en relacion a
esta mayor exposicion hormonal son: la menarquia precoz, la menopausia tardia, la edad
avanzada, el uso de tratamiento hormonal sustitutivo en la menopausia, la nuliparidad.

En cuanto al embarazo, el riesgo de cancer de mama incrementa en el periodo
inmediato tras el parto, pero disminuye a largo plazo; constituyendo el embarazo un
factor protector a largo plazo''. El incremento de riesgo a corto plazo esta en relacion al
aumento de proliferacion de las células mamarias que precede a su diferenciacion para
permitir la lactancia. El embarazo y la lactancia reducen el numero de ciclos
menstruales y por tanto la exposicion acumulada a hormonas enddgenas. También
presentan un efecto directo en las células mamarias, favoreciendo su diferenciacion y
maduracion; algunos grupos consideran que estas células mas diferenciadas son mas
resistentes a ser transformadas en células cancerosas. En relacion a los factores
hormonales como factor de riesgo de cancer de mama, la ovariectomia bilateral antes de
los 50 afios es un factor protector, incluso en mujeres portadoras de mutaciones de

BRCA1 y BRCA2.



En cuanto al uso del tratamiento hormonal sustitutivo en la menopausia, los
datos del estudio Women's Health Initiative confirman que el riesgo de cancer de mama
se incrementa con el uso del tratamiento hormonal sustitutivo, y este incremento esta en
relacion con la duracion del mismo, y se produce especialmente en caso de preparados
con estrogenos y progesterona'?.

Dieta y estilo de vida

Existen grandes variaciones geograficas en la incidencia de cancer de mama, en
las que paises con dietas ricas en grasas presentan mayor incidencia de cancer de mama
que paises con dietas pobres en grasas. Sin embargo, el andlisis conjunto de siete
estudios epidemioldgicos prospectivos, no indica asociacion alguna entre el consumo de
grasas y el riesgo de cancer de mama en mujeres adultas de paises desarrollados'.
Existe una clara asociacion entre el consumo de alcohol y el riesgo de cancer de mama,
siendo particularmente importante en individuos con mal nivel nutricional, por déficit
de folatos, B-caroteno y vitamina C'*.

La obesidad resulta protectora del riesgo de cancer de mama en mujeres
premenopausicas, probablemente debido al hecho de que se asocia a mayor
irregularidad menstrual, y al incremento del nimero de ciclos anovulatorios. En cambio,
en mujeres postmenopausicas, la obesidad se asocia a un incremento del riesgo de
cancer de mama; hecho que se ha asociado al hecho de que en mujeres
postmenopausicas los andrdégenos son aromatizados a estrogenos en el tejido adiposo, y
este proceso serd mayor en mujeres obesas'”.

Por otra parte, el estilo de vida sedentario también se asocia a un mayor riesgo
de cancer de mama, de hecho diferentes estudios de cohortes demuestran un descenso
del riesgo de cancer de mama con ejercicio fisico regular'®.

Radiacion y edad de exposicion



La radiacién ionizante, en especial si se produce antes de los 40 afios, aumenta el
riesgo de cancer de mama. Se estima que aproximadamente un 1% de todos los canceres
de mama en Estados Unidos son atribuibles al uso de la mamografia para diagnostico.
Por otra parte, las mujeres con antecedentes de enfermedad de Hodgkin tratada con
irradiacion de tipo manto antes de la edad de 15 afos, especialmente cuando se
administraba en combinacion con quimioterapia, presentan un incremento muy marcado
del riesgo de cancer de mama, por lo que deben presentar un seguimiento estricto'’.
Densidad mamaria y patrén mamografico

El patréon de parénquima mamario por mamografia, se ha asociado con el riesgo
de cancer de mama, asi, a mayor densidad se encuentra un mayor riesgo'®.

Lesiones premalignas

Las lesiones benignas mamarias pueden subdividirse en proliferativas o no
proliferativas. Las lesiones no proliferativas no presentan un mayor riesgo de cancer de
mama. En cuanto a las lesiones proliferativas, debemos distinguir entre aquellas que no
presente atipia que suponen un incremento del doble de riesgo de padecer cancer de
mama; frente a las que presentan atipia que suponen un incremento de cuatro a cinco
veces el riesgo de cadncer de mama, siendo incluso mas marcado en caso de presentar
historia familiar de primer grado de cancer de mama. Esta serd la poblacion diana para
estudios de quimioprevencion.

1.3 DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION
1.3.1 Diagnéstico histolégico

Cualquier area de la mama con criterios de sospecha por exploracion o criterios
radiologicos, requiere de una biopsia para el diagndstico. En caso de lesion palpable, la
puncion con aspiracion con aguja fina (PAAF) o la corebiopsia son los procedimientos

empleados. Las ventajas y desventajas de las mismas se recogen en la tabla 1.



Tabla 1. Ventajas y desventajas de las técnicas. Adaptado de de Vita et al"

Area sospechosa Técnica Ventajas Desventajas
Palpable PAAF Répida, no No distinguir entre
complicaciones carcinoma in situ e
locales, Resultado | infiltrante. Algunos
inmediato falsos negativos.
Precisa citopatologo
experto
Core biopsia Répido, , no Algunos falsos
incision quirtrgica, | negativos
puede interpretarlo | Error de muestra en
un patologo general | lesiones extensas
No palpable solida | PAAF guiada por Rapida, no No distingue entre
ECO complicaciones carcinoma in situ e
locales, resultado infiltrante. Algunos
inmediato falsos negativos.
Precisa citopatologo
experto
Core Biopsia Répido, no incisiéon | Algunos falsos
guiada por ECO quirargica, puede negativos
interpretarlo un Error de muestra en
patologo general lesiones extensas
Marcaje con agujas | Histologia completa | Mas doloroso
guiado por ECO Evaluacion de La incision debe
para posterior margenes incluirse en el plan
exéresis Puede servir como | de tratamiento
cirugia definitiva Puede perturbar
drenaje linfatico
para posterior
centinela
No se visualizan las
microcalcificaciones
No palpable Core biopsia por Requiere mesa de Caro
microcalcificaciones | estereotaxia estereotaxia
Marcaje radiologico | Histologia completa | Mas doloroso
y escision Evaluacion de La incision debe
quirurgica margenes incluirse en el plan
Puede servir como | Puede perturbar
cirugia definitiva drenaje linfatico
centinela
No se visualizan las
microcalcificaciones
Detectada por RMN | Biopsia guiada por - -
RMN o0 ECO

PAAF: Puncién con aspiracion con aguja fina; RMN: Resonancia Magnética Nuclear;

ECO: Ecografia




Es importante llegar a un diagnostico, ya que ayudard a decidir el tipo de
procedimiento quirirgico a seguir en la axila; asi como el tipo de tratamiento a seguir
(cirugia versus tratamiento neoadyuvante). En caso de lesion no palpable, el diagnostico
debera realizarse con la ayuda de técnicas de imagen. En caso de lesiones solidas se
podra realizar PAAF o biopsia guiadas por ecografia. En caso de areas de
microclacificaciones, requeriran una biopsia por estereotaxia guiada por mamografia, o
marcaje por mamografia para su posterior exéresis. La resonancia puede servir para la
localizacion y biopsia de areas sospechosas no visibles por otras técnicas de imagen.

1.3.2 Clasificacion patologica

La clasificacion histopatologica de los tipos de cancer de mama se basa en la
clasificacion por microscopio de luz convencional hecha por el patélogo. La mas usada
es la World Health Organization classification®® que mostramos a continuacién; donde

el carcinoma ductal invasivo sin otra especificacion constituye el 70-75% de los casos.

Carcinoma ductal invasivo
Muchos son "sin otra especificacion”
El resto:
Carcinoma de tipo mixto
Carcinoma pleomorfico
Carcinoma con células gigantes osteoclastos
Carcinoma con rasgos de coriocarcinoma
Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma tubular
Carcinoma cribriforme invasivo
Carcinoma medular
Carcinoma mucinoso y otros tumores con abundante mucina
Carcinoma mucinoso

Carcinoma mucinoso de células columnares


http://en.wikipedia.org/wiki/Invasive_ductal_carcinoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Invasive_lobular_carcinoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Medullary_carcinoma

Carcinoma de células en anillo de sello
Tumores Neuroendocrinos
Carcinoma neuroendocrino sélido
Tumor carcinoide atipico
Carcinoma de célula pequena
Carcinoma neuroendocrino de célula grande
Carcinoma papilar invasivo
Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma apocrino
Carcinoma metaplasico
Carcinoma metaplasico puro epitelial
Carcinoma de células escamosas
Adenocarcinoma con metaplasia de células fusiformes
Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma mucoepidermoide
Carcinomas mixtos epitelio/mesénquima
Carcinoma rico en lipidos
Carcinoma secretor
Carcinoma oncocitico
Carcinoma adenoide quistico
Carcinoma de células acinicas
Carcinoma de células claras rico en glucdgeno

Carcinoma sebaceo

10


http://en.wikipedia.org/wiki/Neuroendocrine_tumor
http://en.wikipedia.org/wiki/Mucoepidermoid_carcinoma
http://en.wikipedia.org/wiki/Oncocytic_carcinoma

1.3.3 Estadificacion

La estadificacion consiste en agrupar a los pacientes de acuerdo con la extension
del tumor mamario que presenten. Esto puede realizarse segiin los hallazgos clinicos o
patoldgicos. La clasificacion més comunmente usada es la del American Joint
Committee on Cancer (AJCC), que incluye las clasificaciones tanto clinicas como
patoldgicas basadas en las caracteristicas del tumor (T), el estado ganglionar (N), y la
presencia o no de metastasis (M); cuya ultima edicion fue publicada en el 2009 para
ponerse en practica en el 2010,

Tumor primario (T)

X No se puede evaluar el tumor primario.

TO No existe prueba de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

Tis CDIS.

Tis CLIS.

Tis Enfermedad de Paget del pezdn sin carcinoma asociado (Nota: la enfermedad de Paget con

(Paget) carcinoma asociado se clasifica de acuerdo con el tamafio del tumor)

T1 El tumor mide <20 mm en su mayor dimension.

T1lmi El tumor mide <1 mm en su mayor dimension.

Tla El tumor mide >1 mm pero <5 mm en su mayor dimension.

T1lb El tumor mide >5 mm pero <10 mm en su mayor dimension.

Tlc El tumor mide >10 mm pero <20 mm en su mayor dimension.

T2 El tumor mide >20 mm pero <50 mm en su mayor dimension.

T3 El tumor mide >50 mm en su mayor dimension.

T4 El tumor mide cualquier tamafio con extension directa a la pared pectoral o a la piel (ulceracion o

nddulos cutaneos).
T4a Extension a la pared toracica que no solo incluye adherencia o invasion a los musculos pectorales.

T4b Ulceracion o nodulos satélites ipsilaterales o edema (incluyendo la piel de naranja) la cual no
satisface el criterio de carcinoma inflamatorio.

T4c Ambos, T4a 'y T4b.

T4d Carcinoma inflamatorio.
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Ganglios linfaticos regionales (N)

Clinico

NX
NO
N1

N2

N2a

N2b

N3

N3a

N3b

N3¢

No se puede evaluar el ganglio linfatico regional (p.¢j., se extirp6 previamente).
No hay metéstasis regional a los ganglios linfaticos.
Metastasis en grado ipsilateral movible I, II ganglio linfatico axilar o axilares.

Metastasis en grado ipsilateral I, II ganglios linfaticos axilares que estan clinicamente fijos o
apelmazados.

0]

Metastasis en ganglios mamarios ipsilaterales internos detectados clinicamente en ausencia de
metastasis a ganglio linfatico axilar clinicamente manifiesta.

Metastasis en ganglios axilares ipsilaterales fijos entre si o a otras estructuras.

Metastasis solamente en ganglios mamarios internos ipsilaterales detectados clinicamente en
ausencia de metastasis clinicamente manifiesta en ganglios axilares

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) infraclaviculares ipsilaterales
0]

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mamarios ipsilaterale(s) interno(s) clinicamente detectado(s)a
con metastasis manifiesta en ganglios linfaticos axilares

o

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) supraclaviculare(s) ipsilaterale(s) con implicacion axilar o
mamaria interna de ganglios linfaticos o sin esta.

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) infraclaviculares ipsilaterales y axilares

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) mamarios internos ipsilaterales y ganglio(s) linfatico(s)
axilares.

Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) ipsilaterales supraclaviculares.

12



Ganglios linfaticos regionales (pN) patologico

pNX

pNO
pNO(i-)
pNO(i+)

pNO(mol-)

pNO(mol+)

pN1mi

pNI1

pNla

pN1b

pNlc

pN2

pN2a

pN2b

pN3

pN3a

pN3b

pN3c

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (p.ej., extirpacion previa o no se
extirpd para un estudio patologico).

No se identifico metastasis en ganglios linfaticos regionales por medios histologicos.
No afectacion histologica, inmunohistoquimica negativa

No afectacion histoldgica, inmunohistoquimica positiva, pero sin acumulos celulares
mayores a 0.2 mm

Histologicamente no hay metastasis a ganglio linfatico regional, hallazgos moleculares
negativo (RT-PCR).

Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no se localizd metastasis a ganglio
linfatico regional alguno mediante histologia o inmunohistoquimica

Micrometastasis (>0,2 mm o >200 células pero ninguna >2,0 mm).

Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares y/o metastasis microscopicas en ganglios de la cadena
mamaria interna detectadas por biopsia de ganglio centinela pero no clinicamente aparentes

Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares, al menos una metastasis >2,0 mm.

Metastasis en ganglios mamarios internos con micrometastasis o0 macrometastasis detectada
mediante biopsia de ganglio linfatico centinela pero sin deteccion clinica.

Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos mamarios internos con
micrometastasis 0 macrometastasis localizado mediante biopsia de ganglio linfatico pero sin
deteccion clinica.

Metastasis in 4-9 ganglios linfaticos axilares o en ganglios de la cadena mamaria interna
ipsilateral clinicamente aparentes en ausencia de metastasis ganglionares axilares.

Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares (al menos un depdsito tumoral >2 mm).

Metastasis en ganglios linfaticos mamarios internos detectados clinicamente en ausencia de
metastasis a ganglio linfatico axilar.

Metastasis en >10 ganglios linfaticos axilares; o en ganglios infraclaviculares; o en ganglios
de la cadena mamaria ipsilateral clinicamente aparentes en presencia de afectacion de 1 o
mas ganglios axilares ipsilaterales; o en mas de 3 ganglios axilares con afectacion
microscopica de ganglios de la cadena mamaria interna ipsilateral no clinicamente
aparentes; o metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales

Metastasis en >10 ganglios linfaticos axilares (por lo menos un depdsito tumoral >2,0 mm)
0 metastasis a los ganglios infraclaviculares ipsilaterales

Metéastasis en >3 ganglios linfaticos axilares y ganglios mamarios internos detectados
clinicamente en presencia de metastasis a ganglio linfatico axilar de >1 ganglio linfatico
axilar positivo; o metastasis en >3 ganglios linfaticos axilares y ganglios linfaticos internos
mamarios con micrometastasis o macrometastasis localizada mediante biopsia de ganglio
linfatico centinela pero sin deteccion clinica.

Metastasis en ganglios linfaticos ipsilaterales supraclaviculares.
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Metéstasis a distancia (M)

MO No hay prueba clinica o radiografica de metastasis a distancia.

c¢MO(i+) | No hay prueba clinica o radiografica de metastasis a distancia, pero si deteccion de depositos
células tumorales moleculares o microscopicas en la sangre circulante, médula 6sea u otros
tejidos ganglionares no regionales que tienen <0.2 mm en pacientes sin signos o sintomas de
metastasis.

Ml Hay metastasis a distancia segun lo determinan medios clinicos o radiograficos clasicos o se
comprueba por medios histologicos que tiene >0.2 mm.

Estadios
Estadio T N M
0 Tis NO MO
1A Tla NO MO
1B TO Nlmi MO
Tla N1mi MO
1A TO N1b MO
Tla Nl1b MO
T2 NO MO
1IB T2 N1 MO
T3 NO MO
IITA TO N2 MO
Tla N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
111B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
[IcC Cualquier T N3 MO
v Cualquier T Cualquier N M1
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1.4 FACTORES PRONOSTICOS
1.4.1 Factores clasicos
1.4.1.1 Estado ganglionar

La ausencia o presencia de afectacion ganglionar axilar constituye el factor
prondstico mas importante en cancer de mama. Existe una relacion directa entre el
numero de ganglios afectos y el riesgo de recidiva a distancia®®. Asi, en base a los
resultados del grupo NSABP, muchos ensayos clinicos estratifican a las pacientes en
diferentes subgrupos: ganglios negativos, 1-3 ganglios afectos, 4-9 ganglios afectos, y
10 o més ganglios afectos.

Tradicionalmente el estado ganglionar axilar ha sido evaluado mediante el
vaciamiento ganglionar de niveles I y II axilar. Con el fin de minimizar la morbilidad
del vaciamiento ganglionar axilar, la introduccion de la técnica del ganglio centinela ha
sido implementada de forma creciente en la practica diaria. Este procedimiento permite
la detallada evaluacion patoldgica de cada ganglio, con ello, un incremento de la
posibilidad de deteccion de micrometastasis y la reestadificacion de las pacientes. Asi,
la afectacion de los ganglios linfaticos puede dividirse en: macrometastasis (>2 mm),
micrometastasis (0.2-2 mm) y células tumorales aisladas (<2 mm). Existe gran
controversia a cerca del valor prondstico de las micrometastasis del ganglio centinela.
Uno de los estudios con mayor seguimiento (18,9 afios) no encontré diferencias en
supervivencia entre pacientes con o sin micrometastasis™, sin embargo estudios mas
recientes sugieren un peor prondstico para pacientes con afectacion micrometastasica.
Sin embargo, muchos de los estudios mas antiguos se realizaron en base a la deteccion
de micrometastasis a partir del re examen de los ganglios extraidos por vaciamiento

ganglionar. Estudios mdas recientes, que evaluan las micrometastasis en el ganglio
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centinela, apoyan un peor prondstico para pacientes con micrometastasis, mientras sigue
en cuestion el valor de las células tumorales aisladas®*®.,

De forma similar, la presencia de micrometastasis en la médula 6sea detectadas
por inmunohistoquimica, es un factor prondstico independiente en pacientes sin
afectacion ganglionar®.
1.4.1.2 Tamaiio tumoral

El tamafio tumoral es junto con el estado ganglionar uno de los factores
prondsticos mas consistentes en cancer de mama, en especial en pacientes sin afectacion
ganglionar. El riesgo de recidiva se incrementa con el tamafio tumoral, y esta relacion
se mantiene con un largo seguimiento de las pacientes como han demostrado algunos
estudios™. Para evaluar si existen pacientes en las que podriamos evitar la quimioterapia
complementaria en funcion del tamaio, se han realizado evaluaciones retrospectivas de
series de tumores de pequefio tamafio y sin afectacion ganglionar. Asi, el grupo del MD
Anderson revisd en 51.246 pacientes, con tumores T1a,bNOMO, la probabilidad de
mortalidad especifica por cancer de mama, que fue del 4%, sin embargo existian
subgrupos de pacientes (edad menor de 50 afios, alto grado, receptores de estrégenos y
progesterona negativos), asociados a un mayor riesgo’'. Recientemente se han reportado
dos revisiones’ de la evolucion de los tumores con sobreexpresion del receptor de
factor de crecimiento epidérmico 2 (HER-2) menores a 1 cm, en la revision del hospital
MD Anderson, la supervivencia libre de recidiva a los 5 afios fue de un 77.1% para este
tipo de tumores, mientras que fue de 93.7% para los tumores HER-2 negativos. Por
tanto, aunque el tamafio es un factor prondstico importante, en el caso de tumores de
pequeiio tamafio existen otros factores que deben tenerse en consideracion en el

momento de decidir el tratamiento adyuvante.
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1.4.1.3 Grado histoldgico

Pese a que el valor pronostico del grado histologico ha sido puesto de manifiesto
en diferentes reportes, las criticas en cuanto a este factor se relacionan con su pobre
reproducibilidad y la variabilidad interobservador. Existen diferentes clasificaciones. La
mas ampliamente aceptada es la de Scarff-Bloom-Richardson que valora los tumores
considerando el indice mitotico, la diferenciacion y el pleomorfismo, y los clasifica en:
bien diferenciados (grado I), moderadamente diferenciados (grado II) o pobremente
diferenciados (grado III). Asi, los tumores grado III se han asociado a un peor
pronéstico que los de grado I. La clasificacion de Fisher evalua el grado nuclear
incluyendo: tamafio nuclear, forma, componente nucleolar, patron de cromatina, y rango
mitdtico.

El valor prondstico del grado histologico es especialmente util en el caso de

tumores sin afectacion ganglionar.

Figura 1. Imagenes de grado histologico.

Grado 1 Grado 11 Grado 111
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1.4.1.4 Invasion linfovascular

La invasion linfovascular ha sido asociada a mayor riesgo de recidiva y
mortalidad, asi en un estudio en 177 pacientes, la presencia de invasion linfovascular se
asoci6 a peor supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global®*.
1.4.1.5 Subtipo histologico

Aunque la mayoria de canceres de mama son tipificados como carcinoma ductal
infiltrante (80-90%), existen algunos otros subtipos asociados a diferente prondstico.

Asi, el carcinoma inflamatorio constituye una entidad poco frecuente (de un 1 a
un 5% de todos los canceres de mama), caracterizdndose por ser una enfermedad
rapidamente progresiva, asociada a edema, eritema y “piel de naranja”, con un peor
prondstico (las series indican una supervivencia a los 3 afios de alrededor de un 40%).
Por otra parte se asocia mas frecuentemente a amplificacion del HER2 (30-50%), a
expresion de Rho-C y E-Caderina, a mutaciones de p53, y a pérdida de WISP3.

Por otra parte, el carcinoma lobulillar que constituye el segundo subtipo mas
frecuente (5-10%), presenta diferentes caracteristicas. Se ha descrito un diferente patréon
de afectacion metastasica respecto al carcinoma ductal, presentando menos
frecuentemente metastasis en pulmén, higado, parénquima cerebral, y mas
frecuentemente riesgo de metastatizar a leptomeninges, peritoneal, retroperitoneo, tracto
gastrointestinal, organos reproductivos y hueso. El valor pronostico del carcinoma
lobulillar, es decir si presenta una supervivencia libre de enfermedad y una
supervivencia global diferente al carcinoma ductal es un tema discutido. En una reciente
revision de 12.206 pacientes incluidas en 15 estudios del International Breast Cancer
Study Group, con un seguimiento medio de 13 afios, las pacientes con carcinoma

lobulillar comparadas con las de carcinoma ductal presentaban mayor edad, tumores de
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mayor tamafo, mejor diferenciados, mas frecuentemente con RE positivo y menor
invasion vascular; fueron tratadas mas frecuentemente con mastectomia; y presentaban
una mayor ventaja en supervivencia libre de enfermedad (SLE) y supervivencia global
(SG) precoz (antes de los 6 anos para SLE y antes de los 10 afios para SG), pero una
desventaja tardia (tras 6 anos para SLE y tras 10 afos para SG) respecto al carcinoma
ductal.

Existen otros tipos histologicos menos frecuentes (papilar puro, tubular y
mucinoso), que identifican pacientes con mejor prondstico que las afectas de carcinoma
ductal. El carcinoma medular también presenta mejor prondstico que el ductal, pero no
tan excelente como los anteriores.

1.4.2 Caracteristicas del paciente
1.4.2.1 Edad y estado menopausico

La edad menor a 35 afios se ha asociado a un peor prondstico en diferentes
series, incluso ajustando por otros factores pronoésticos.
1.4.2.2 Raza

Las mujeres afroamericanas e hispanas presentan peor supervivencia que las de
raza blanca. La razon puede ser multifactorial, como razones socioeconoOmicas,
diferencias en el estadio al diagndstico, pero también puede contribuir una diferente
biologia tumoral.

1.4.3 Valor pronostico de los receptores hormonales

La determinacion de los receptores hormonales de estrogenos (RE) (REa y REf
genes distintos conjuntamente referidos como RE), y de progesterona (RP) (RPa y RPb,
dos isoformas conjuntamente referidas como RP) son imprescindibles en el manejo

clinico actual del cancer de mama.
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Los receptores hormonales pertenecen a una familia de receptores nucleares
que actiian como factores de transcripcion cuando se unen a sus respectivos ligandos.
La union de hormonas al REa facilita la activacion del receptor y su union a elementos
de respuesta a estrogenos presentes en la region promotora de los genes de respuesta a
estrogenos. Los RE y RP presentan un gran numero de proteinas correguladoras que
actian para influenciar la transcripcion de los genes de respuesta a estrogenos. A través
de la union al DNA, los RE influencian la expresion de los genes de respuesta a
estrogenos, como son las dos isoformas del RP, y otros componentes claves para la
supervivencia celular.

Recientemente la Sociedad Americana de Oncologia Médica junto con Colegio
de patdlogos americanos ha publicado una guia de recomendaciones para la
determinacion de los RE y RP en el cancer de mama™. En dicha guia se recomienda la
determinacion del estado de los receptores hormonales en todos los canceres de mama
invasivos, y en todas las recidivas por cancer de mama. También se recomienda la
consideracion de receptor positivo (estrogenos o progesterona) a partir de un minimo de
un 1% de células tumorales positivas. El panel también recomienda una mayor
estandarizacion en como los resultados deben ser reportados, requiriendo tres elementos
en el reporte: a) El porcentaje de células tumorales positivas, b) la intensidad de la
positividad (expresada como débil, moderada o fuerte), y ¢) una interpretacion del
resultado (receptor positivo, receptor negativo o receptor no interpretable).

Valor pronéstico.

Los RE son considerados un factor prondstico, asi, los rangos de recurrencia en
los primeros 5 afios en mujeres con tumores con RE positivo sin tratamiento
complementario son 5-10% inferiores en comparacion a los de los tumores RE

negativo®. Sin embargo, estudios con mas seguimiento consideran que se trata de una
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variable dependiente del tiempo, y con mayor tiempo de seguimiento, las diferencias en
el rango de recidivas y mortalidad disminuyen e incluso desaparecen, sugiriendo que los
RE podrian ser un marcador de rango de crecimiento mas lento mas que de un potencial
intrinseco metastasico’’. Por otra parte, los RE se asocian a otros factores prondsticos
como son edad mas avanzada, tumores bien diferenciados, menor indice de
proliferacion, menor porcentaje de amplificacion de HER2.

La utilidad de los RP como factor prondstico estd menos establecida. Sin
embargo, estudios recientes, refuerzan el valor pronostico del RP. La pérdida de RP se
correlaciona con la forma luminal B de mayor agresividad, con la expresion de EGFR y
HER2, y con la via PI3K/Akt/mTOR, hechos que se correlacionan con la resistencia al
tratamiento hormonal.

1.4.4 Activadores e inhibidores del plasmindgeno

El activador del plasmindégeno (uPA) y el activador tisular del plasminogeno (t-
PA) pertenece a una familia de proteinas serin-proteasas, que cuando son activadas por
plasmina, pueden degradar varios componentes de la matriz extracelular, constituyendo
asi un factor clave en el crecimiento celular, la invasion celular y las metastasis. Otros
componentes del sistema son PAI-1 y PAI-2 que forman parte de una familia de
inhibidores de serin proteasas, asi PAI-1 es el principal inhibidor de uPA y t-PA.

Numerosos estudios retrospectivos han confirmado su valor prondstico,
asociando alta expresion de uPA y alto PAI-1 con una peor supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global. Estos datos fueron confirmados por el andlisis de
8.377 pacientes™. Muchos de los datos presentados se realizaron mediante técnicas de
ELISA en tejido fresco congelado, lo cual ha limitado su uso més generalizado.

1.4.5 Receptores de factores de crecimiento: receptor de factor de crecimiento

epidérmico 2 (HER-2)
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Los receptores de factor de crecimiento tipo I incluyen una familia de cuatro
receptores transmembrana como son: a) Erb-B1/EGFR, (HER-1), b) Erb-B2/neu (HER-
2), c) Erb-B3 (HER-3), y Erb-B4 (HER-4). El dominio extracelular de HER-1, HER-3 y
HER-4 interactia con ligandos especificos, mientras que no se ha identificado un
ligando especifico para HER-2, sin embargo HER-2 puede ser activado por los otros
ligandos que activan los correceptores de HER-2. Tras la unién de ligandos al dominio
extracelular de HER-1, HER-3 y HER-4, estos forman heterodimeros con HER-2, en los
cuales la kinasa HER-2 puede modular la internalizacién del receptor y vias de
transduccion de sefales en relacion con la proliferacion celular y la supervivencia.
HER-2

El protoocogen Erb-B2 (HER-2/neu, c-erb-B2, simbolo de gen ERBB2)
codifica una proteina monomérica de 185 kDa conocida como fosfoproteina 185, y
comunmente como HER-2 o HER-2/neu. HER-2, como hemos mencionado, forma
parte de la familia de receptores de factor de crecimiento epidérmico, siendo una
proteina de membrana expresada en niveles bajos en todas las células epiteliales y
tejidos normales fetales y de adultos.

El gen Erb-B2 estd amplificado, o incrementadas sus numeros de copias, en
aproximadamente el 15-25% de todos los canceres de mama’’, asi como en un
porcentaje variable de neoplasias de ovario, vejiga urinaria, endometrio, glandulas
salivares, y neoplasias gastricas.

La amplificacion de Erb-B2 con la resultante sobreexpresion e incremento de los
niveles de la proteina HER-2 se ha asociado con multiples vias en relacion con el
cancer, como vias de proliferacion, angiogénesis, incremento de division celular, e
incremento de invasividad®.

Método de determinacion
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Aunque el estado de HER-2 inicialmente fue determinado utilizando tejidos
congelados, su valoracion en tejido parafinado se ha implantado en la practica diaria.
Existen diversas opciones para su determinacion en tejido parafinado:

1. Determinacion del estado de amplificacion del gen, para lo que existen
diferentes técnicas de hibridacién in situ, como son:: a) Hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH), que es la técnica mdas frecuentemente usada, b)
Hibridacion in situ cromogénica (CISH), c¢) Hibridacion in situ de plata (SISH)

2. Determinacion de la expresion de mRNA de HER2, mediante: a) el analisis por
RQ-PCR (quantitative real-time reverse transcriptase-polymerase chain
reaction), o b) Perfiles de expresion de RNA basados en microarrays.

3. Determinacion de la  sobreexpresion de la  proteina  mediante
inmunohistoquimica
En general el andlisis inmunohistoquimico es el mas generalizado, la FDA

aprobo Hercep Test (Dako, Carpenteria, California) y CB11 (Patway), como métodos
de determinacion. La tincion inmunohistoquimica de las membranas de las células
tumorales, son valoradas por el patdlogo y evaluadas de 0 a 3 (0 y 1 consideradas con
como ausencia o baja expresion, 2 como expresion indeterminada, y 3 como
sobreexpresion). Las guias de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) y del
Colegio Americano de patdlogos (CAP) recomiendan la realizacion de FISH en los
casos de HER-2 2+*'. Sin embargo, existe discordancia entre la determinacion
inmunohistoquimica y por FISH, existiendo falsos negativos (en general se considera
que menos de un 10% de pacientes con score 0 o 1 por IHQ presentaran amplificacion
por FISH), y fasos positivos (alrededor de un 10% segun las series de casos con score
3+ por IHQ que no presentan amplificacion por FISH) por lo que algunos autores son

partidarios de la determinacion sistematica por FISH*.
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La FISH es el segundo método mas frecuentemente utilizado, siendo un método
mucho mas preciso que la valoraciéon inmunohistoquimica. La FDA aprob6 tres test
posibles para la valoracion de HER-2: PathVysion, PharmDx y INFORM. La
amplificacion de HER-2 por PathVysion y PharmDx se valora a partir del numero de
sefales de copia del gen HER-2 y el nimero de sefiales del centromero del cromosoma
17. Cuando el ratio de copias del gen HER-2 respecto a las copias del centrémero del
cromosoma 17 es mayor o igual a 2.0, HER-2 se considera amplificado. Recientemente,
en una guia de ASCO y CAP, se recomienda poner el punto de corte para la positividad
en 2,2 y considerar el ratio entre 1.8 y 2.2 como indeterminado, situacion que solo se da
en un 2%de canceres de mama.

Valor pronostico

La sobreexpresion de HER-2 es un factor pronostico en ausencia de tratamiento
complementario. La sobreexpresion de HER-2 se ha asociado con peor supervivencia
libre de enfermedad y peor supervivencia global en pacientes con afectacion ganglionar
tratadas con cirugia sin tratamiento complementario. HER-2 es un factor prondstico
independiente del estado ganglionar, el tamafio tumoral, el grado histologico y el estado
del receptor hormonal®. Diferentes estudios, dos de ellos de publicacion reciente,
recogen informacion del valor pronostico de la sobreexpresion de HER-2 en aquellos
tumores sin afectacion ganglionar con un tamafo inferior a 1 cm y sin tratamiento
adyuvante con Trastuzumab; los trabajos coinciden en que un 6-10% de estos pequefios
tumores presentaran sobreexpresion de HER-2 y en este caso presentaran un peor
prondstico presentando peor supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios***.

El cancer de mama metastdsico al diagnodstico supone un 3-6% del total, sin

embargo, un 31% de estos casos tendran sobreexpresion de HER-2. Por otra parte, en
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caso de enfermedad metastasica, las pacientes con sobreexpresion de HER-2 tendran
mas riesgo de afectacion cerebral a lo largo de su evolucion (25 -48%)%°.
1.4.6 Indices de proliferacién

La base del crecimiento y diseminacion de un tumor se encuentra en la
capacidad de las células de dividirse y replicarse. Existen diferentes técnicas que se han
barajado para valorar la capacidad de proliferacion de un tumor: a) indice mitotico, b)
indice de captacion de timidina, ¢) fase S, d) Ki67, e) ciclinas, f) topoisomerasa II alfa.

El valor pronéstico y predictivo del indice de proliferacién tumoral en cancer de
mama ha sido evaluado en algunos estudios, atin asi, las guias de la American Society
of Clinical Oncology (ASCO) no lo incluyen la lista de pardmetros bioldgicos de rutina
en la decision del tratamiento complementario. Sin embargo, en el Gltimo consenso de
St Gallen® los expertos recomiendan afiadir a los parametros tradicionales, el analisis
de marcadores de proliferacion (como Ki67 o el indice mitdtico) para la decision del
tratamiento complementario.
indice mitético

Es el método mas antiguo de determinacion del indice de proliferacion,
generalmente se expresa como el niumero de cuerpos mitdticos por campo de gran
aumento. En general, elevados rangos de indice mitotico se han asociado con un peor
pronostico. Aunque existe heterogeneidad en el punto de corte y en los métodos de
evaluacion, el indice mitotico es un método que permite una sencilla evaluacion del
grado de proliferacion.
indice de captacion de timidina

Consiste en la valoracion del nimero de células que se encuentran sintetizando
DNA, lo que proporciona una estimacion de la proporcion de células en la fase S y

G2/M del ciclo celular. Esta técnica requiere la valoracion de tejido fresco o congelado,
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cosa que junto con la falta de estandarizacion de la técnica, no la hacen viable en la
préctica diaria.
Determinacion de fase S por citometria de flujo

Se basa en la estimacion de la proporcion de células con DNA parcialmente
replicado, para ello se requiere de la valoracion de tejido en fresco o congelado. Su
valor prondstico ha sido documentado en diferentes estudios, pero su falta de
estandarizacion, la inclusion del estroma en la valoracién que la hace mas dificultosa, y
el requerimiento de tejido fresco o congelado, obstaculizan que esta técnica pueda
introducirse en la practica diaria.
Ki 67

Ki67 es un antigeno nuclear expresado en células en fase de proliferacion (G1,
S, G2 y M), pero no durante la fase GO. Los niveles de ki67 son bajos en las fases G1 y
S, adquiriendo un pico en la fase de mitosis. Aunque parece ser que esta proteina juega
un papel importante en la division celular, no se conoce la funcion exacta de Ki67.

Inicialmente, los anticuerpo para identificar esta proteina eran tutiles solamente
en tejido congelado; pero con el tiempo, nuevos anticuerpos se han desarrollado para su
deteccion en tejido en parafina. Entre ellos, MIB-1 ha sido el validado mas
frecuentemente. En general, el resultado depende del porcentaje de células que detecta
el anticuerpo, aunque esta metodologia tiene limitaciones, como son su baja
reproducibilidad, y la falta de homogeneidad en los diferentes estudios para considerar
un punto de corte que determine su valor pronodstico; asi como la dificultad de su
estandarizacion.

Ki67 como factor prondstico. Diferentes estudios han evaluado el valor
prondstico de Ki67. Asi Cheang y colaboradores®™ describieron que mediante la

determinacion inmunohistoquimica de RE, RP, HER-2 y Ki67 podian dividir los
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tumores en los subtipos luminal A y B de forma similar a un perfil de expresion génica
de 50 genes. Aquellos tumores luminales con niveles de Ki67 iguales o superiores a
14% eran clasificados como luminal B, mientras los que presentaban niveles inferiores a
14% eran clasificados como luminal A. De esta forma en una serie de tumores sin
afectacion ganglionar no tratados con quimioterapia describieron 625 luminales A, 263
luminales B, y 55 luminal/HER-2 positivo; la supervivencia especifica de cancer a los
10 afios fue del 92% para los luminales A, 79% para los luminales B y del 79% para los
luminal/HER-2 positivo. Por otra parte Ki67 se ha asociado a negatividad de receptores
de estrogenos y HER-2 positivo.

En un meta-analisis reciente”’ que recogia datos de 29 estudios (en 12.000
pacientes), se confirmé que Ki67 conferia un peor prondstico en la poblacion estudiada,
otorgando un mayor riesgo de recaida (HR 1.93 [95% CI 1.74-2.14] p<0.001) en todos
los pacientes, tanto ganglio negativo como positivo y peor supervivencia (HR 1.95
[95% CI 1.70-2.24] p<0.001), de acuerdo con los puntos de corte considerados por los
investigadores (5-30%). Otro meta-analisis™® reciente evalué 43 estudios (15790
pacientes), de los cuales 24 estudios presentaban analisis multivariante de Ki67 y
supervivencia; 11 de estos estudios reportaron peor supervivencia en presencia de ki67.

En definitiva, existe una evidencia creciente a cerca del valor prondstico de
Ki67, aunque son necesarios mayores esfuerzos en la estandarizacion de su
determinacion y evaluacion.

Otros: Ciclinas

La ciclinas dependientes de kinasas y las ciclinas juegan un papel importante en
la regulacion del ciclo celular. Su determinacion se ha realizado por
inmunohistoquimica en tejido parafinado, o por RT-PCR de tejido fresco. Las formas de

bajo peso molecular de ciclina E se miden por Western blot; existiendo discordancias en
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su valor pronostico en relacion con el método de determinacién. Existe un estudio
retrospectivo’’, de una sola institucién, en el que usando el anélisis por Western blot de
muestras congeladas, el valor de Ciclina E adquiria un importante valor prondstico. En
un metaanalisis®® reciente, de 12 estudios publicados (2.534 pacientes), en el que la
determinacion de Ciclina E sigue presentando un valor pronostico. Sin embargo en un
estudio reciente™ en el que todas las pacientes recibieron quimioterapia adyuvante la
determinacion inmunohistoquimica de Ciclina E no se asoci6 a un peor prondstico, sin
embargo, estos resultados se han atribuido al método de determinacion y al hecho de
que la Ciclina E podria asociarse a la respuesta a la quimioterapia, enmascarando su
valor pronostico en pacientes tratados.
1.4.7 Arrays de expresion génica

Hasta hace pocos afos, hablar de factores prondsticos y predictivos era hablar de
un solo factor o de paneles de unos pocos factores; con la implantacion de la tecnologia
de la genémica, como son los microarrays capaces de valorar gran nimero de genes, se
estan empezando a construir firmas genéticas de tumores individuales, con el fin de
conseguir una mas afinada aproximacion pronostica y predictiva.
1.4.7.1 Subtipos intrinsecos de cancer de mama

En el afio 2000, Perou et al identificaron subtipos de cancer de mama en una
poblacion de 40 pacientes con cancer de mama localmente avanzado™. Identificaron
496 genes definidos como genes intrinsecos, con escasa variabilidad entre diferentes
muestras de un tumor, y alta variabilidad entre tumores, que sirvieron para definir
subtipos de cancer de mama, como son: a) Luminal A, b) Luminal B, c) Basal, d) HER-
2 positivo, RE negativo, y e) el subtipo normal, que es menos claramente un subtipo, se
piensa mas bien que corresponde a un artefacto técnico. Posteriormente, en el 2007, se

identificé un nuevo subtipo molecular denominado claudin-low™.
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Estos subtipos tienen un importante valor prondstico, en particular en
pacientes con subtipo basal o HER-2 positivo/ RE negativo, que presentan peor tiempo
a la progresion y supervivencia que los luminal A seglin anélisis de diferentes bases de
datos. Su valor predictivo serd comentado mas adelante.

Subtipos luminales. Son el subtipo mas frecuente de cancer de mama, se llaman asi por
presentar un patron de expresion génica que recuerda el componente epitelial luminal de
la mama. Dentro de los tumores luminales distinguimos entre Luminal A y B,
presentando diferencias notables. Los tumores luminal A, presentan alta expresion de
genes reguladores de RE, baja expresion de HER-2, baja expresion de marcadores de
proliferacion incluyendo Ki67. Contrariamente, los tumores luminal B suelen presentar
niveles altos de marcadores de proliferacion, mutaciones de p53, y menor expresion de
RE y de los genes regulados por RE. En general diferentes estudios consideran los
tumores luminal A como mas frecuentes constituyendo el 50% de neoplasias de mama,
y los luminales B alrededor de un 10%; sin embargo dichos estudios son en base a
determinacion inmunohistoquimica y pueden ser inexactos. Los estudios de microarray
sitian el subgrupo luminal A en un 30-40% y el luminal B en un 20%. Los tumores
luminal A presentan un mejor prondstico que los luminales B*.

HER-2 positivo/RE negativo. Este subgrupo presenta elevada expresion de HER-2 y
de otros genes situados cerca de HER-2 en el genoma, incluyendo GRB7. Los tumores
con HER-2 positivo pero con RE positivo no se incluyen en este grupo sino en el
subgrupo luminal B. Suelen ser tumores con alto grado de proliferacion, siendo el 75%
de alto grado histologico, y presentando el 40% mutaciones de p53. Este subtipo supone
un 5-10% de los casos de cancer de mama. En la era previa al tratamiento antiHER-2 se

trataba de un subgrupo de peor prondstico.
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Subtipo basal. Se caracteriza por la baja expresion de los genes luminales en relacion al
receptor hormonal y HER-2, alta expresion de los clusters de proliferacion, y alta
expresion de un cluster de genes llamado el cluster basal. El cluster de genes basales
incluye citokeratinas epiteliales, como la CK5/6, 14, y 17, EGFR, c-Kit, vimentina, p-
caherina, fascina, caveolinas 1 y 2, y ofcristalina. En pacientes con mutaciones de
BRCAL1 que desarrollan un cancer de mama, en el 80% de ocasiones es fenotipo basal.
Sin embargo, dentro de los canceres de mama basales, muchos de ellos son esporadicos.
Diferentes estudios han demostrado una relacion entre el subtipo basal y los canceres de
mama desarrollados en la premenopausia y con la raza negra. El subtipo basal se ha
asociado a un peor pronostico en diferentes series, menor riesgo de recidiva 6sea, mayor
riesgo de metastasis viscerales, y mayor riesgo de afectacion cerebral’’.

Claudin-low. Se caracterizan por mostrar marcadores epiteliales de transicion epitelio-
mesénquima y caracteristicas de células madre de céncer. Estos tumores se caracterizan
por baja expresion de proteinas de union como son la Claudina 3, 4 y 7 y E- cadherina.
Por otra parte, la firma genética de iniciacion celular tumoral
derivada de células y mamoesferas de cancer de mama CD4 positivo/ CD2 bajo, se
encontré exclusivamente en el subtipo claudin-low™*™. Todo ello, sugiere que esta
firma genética pierde las caracteristicas de las cé€lulas epiteliales y esta enriquecida de
las caracteristicas de las c€lulas de iniciacion tumoral. Asi, clinicamente, este tipo de
tumores acostumbran a presentar carcinomas infiltrantes RE negativos, RP negativos y
HER-2 negativo, con alta frecuencia de diferenciacién metaplésica y medular. Este
subtipo representa el 7-14% de los tumores triple negativos, y se caracteriza por
presentar peor pronostico comparado con el subtipo luminal A, sin embargo, similar a
los subgrupos de peor prondstico como son luminal B, HER-2 positivo/RE negativo y

subtipo basal®.
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1.4.7.2 Firmas genéticas
ONCOTYPE®

El analisis de 21 genes con el Recurrence Score (RS, Oncotype DX), se
desarroll6 a partir de 250 genes candidatos seleccionados de la literatura, usando 447
pacientes, la mayoria con tumores ganglio negativo, hormonosensibles, usando RT-PCR
(qQRT-PCR) para examinar un limitado numero de genes en tejido parafinado. De los
255 genes, se seleccionaron 16 relacionados con el céncer, y 5 de referencia, para
calcular el RS a partir de una féormula matematica. Esta técnica tiene la ventaja sobre
otras firmas que puede realizarse sobre tejido parafinado no requiriendo tejido fresco
congelado®".

El RS fue validado en el estudio NSABP B-14 que evaluaba el beneficio del
tratamiento con Tamoxifeno en pacientes intervenidas de cancer de mama sin afectacion
ganglionar. De las 2617 pacientes incluidas en la rama de Tamoxifeno, con seguimiento
a 10 afios, se evaluo el RS en 668. El riesgo de recidiva a distancia a los 10 afios fue del
6.8% en las pacientes (51%) con RS <18, 14.3% en las pacientes (22%) con RS 18-30,
y 30.5% en las pacientes (27%) con RS>31. La comparacion de los resultados del test
entre las pacientes de bajo y alto riesgo presentaba una p<0.001. En el analisis
multivariante, incluyendo edad, tamafio tumoral, grado, HER2 y receptores hormonales,
solo RS y grado conservaban un valor pronostico®.

Por otra parte, el RS fue evaluado también en el estudio NSABP-B20 que
aleatorizaba a las pacientes a recibir Tamoxifeno y quimioterapia (esquema MF),
Tamoxifeno y quimioterapia (esquema CMF) o Tamoxifeno sélo. El estudio de RS en
651 pacientes permitid dividirlas en grupos de riesgo. En los grupos con RS bajo o

intermedio no existian diferencias en riesgo de recidiva a los 10 afios entre las pacientes
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con o sin quimioterapia; sin embargo en el grupo de alto riesgo el tratamiento con
quimioterapia suponia una reduccion del 28% en el riesgo de recidiva®.

También en el ensayo clinico del grupo ECOG 2197 que comparaba el
tratamiento adyuvante con AT (Adrimicina, Docetaxel) versus AC Adriamicina,
Ciclofosfamida) en pacientes intervenidas de neoplasia de mama con o sin afectacion
ganglionar, el analisis del RS de 465 pacientes fue un factor pronostico
independientemente del tratamiento realizado®.

También hemos de mencionar el ensayo del grupo SWOG 8814 que aleatorizaba
a las pacientes intervenidas de neoplasia de mama con afectacion ganglionar, a recibir
Tamoxifeno versus seis ciclos de quimioterapia tipo FAC concomitante a Tamoxifeno o
seis ciclos de FAC seguidos de Tamoxifeno. El RS fue evaluado en las 148 pacientes
que recibieron solo Tamoxifeno y en las 219 que recibieron FAC seguido de
Tamoxifeno. El RS adquiria un valor prondstico en el grupo de pacientes tratadas solo
con Tamoxifeno, al identificar el subgrupo con RS>31 como el subgrupo con peor
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Al analizar la supervivencia
libre de enfermedad a los 10 afios segln el tratamiento y el grupo de RS, no existian
diferencias para los grupos de RS bajo e intermedio entre las dos ramas de tratamiento;
si existiendo diferencias significativas a favor de la rama de quimioterapia para las
pacientes de RS alto; adquiriendo por tanto un valor predictivo del beneficio de la
quimioterapia en este subgrupo®”.

Por ultimo, los resultados del estudio Trans ATAC, en el analisis del RS en 1231
pacientes, RS predijo la recidiva a distancia en pacientes con o sin afectacion
ganglionar, tratados tanto con Tamoxifeno como con Arimidex®.

Actualmente se encuentra en marcha el estudio tTAILORx, que en pacientes

intervenidas de neoplasia de mama sin afectaciéon ganglionar y con RE positivo,
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aleatoriza a las pacientes en funcion del RS de la siguiente forma: a) Si RS es inferior o
igual al0 realizan tratamiento hormonal, b) si RS se encuentra entre 11 y 25 aleatoriza a
las pacientes a realizar hormonoterapia versus hormonoterapia y quimioterapia, y c¢) Si
RS es superior a 25 las pacientes recibiran quimioterapia y hormonoterapia.
MAMMAPRINT®

El perfil de Amsterdam de 70 genes o0 Mammaprint® se realizé a partir de tejido
congelado de muestras del Netherlands Cancer Institute. Los autores incluyeron 98
tumores (78 eran ganglio negativo, 34 de estas 78 habian desarrollado metéstasis a los 5
afios de seguimiento, 20 tumores eran de pacientes con cancer de mama hereditario, 18
con mutaciones de BRCA1 y 2 con mutaciones de BRCA2). Comparando la expresion
génica de los tumores mediante microarrays de DNA, definieron una firma de 70 genes
con valor pronostico. Dicha firma ha sido validada posteriormente en diferentes
estudios. El primero, en una serie de 295 pacientes con edad inferior a 53 afios,
intervenidas de tumores T1-T2 con o sin afectacion ganglionar, tratadas con o sin
tratamiento adyuvante. Con un seguimiento de 7 afos, los pacientes clasificados como
segin la firma genética como de peor prondstico (180) tuvieron mayor riesgo de
recidiva a distancia y muerte que los pacientes clasificados como de buen pronostico
(115) independientemente del estado ganglionar. El segundo estudio de validacion se
realizd en una muestra de 302 mujeres de diferentes instituciones europeas, menores a
60 afos, con tumores T1 o T2 sin afectacion ganglionar que no recibieron tratamiento
complementario. Con un seguimiento de mas de 10 afios, la firma genética predijo el
riesgo de metastasis a distancia y supervivencia®®®’.

Posteriormente el valor pronostico de esta firma genética fue validado en una
serie de pacientes con afectacion ganglionar. Asi Mook y colaboradores publicaron los

resultados del andlisis de Mammaprint® en una serie de 241 tumores operados de T1 a
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T3 con 1 a 3 ganglios afectos, con un seguimiento medio de 8 afios. La supervivencia
libre de metastasis a distancia y la supervivencia especifica de cancer de mama fue
estadisticamente superior en el grupo clasificado como de buen pronoéstico por la firma
genética®®.

Estos datos constituyen la base para realizar el estudio MINDACT que incluye
pacientes operadas de neoplasia de mama sin afectacion ganglionar o con 1 a 3 ganglios
afectos valorandose la firma de Mammaprint® y las caracteristicas clinico patologicas
habituales, y clasificando a las pacientes en tres grupos: a) Pacientes de bajo riesgo por
Mammaprint® y por las caracteristicas clinico patoldgicas habituales, que recibirdn
hormonoterapia, b) pacientes de alto riesgo por las dos formas de evaluacion, que
recibiran quimioterapia, y hormonoterapia en caso de hormonosensibilidad, c)
discordancia entre las dos formas de evaluacidn, seran aleatorizadas a decidir el
tratamiento en funcion de Mammaprint o en funcion de las caracteristicas clinico
patoldgicas clasicas.

OTRAS FIRMAS GENETICAS
Firma de Rotterdam

Se trata de una firma que identifico 76 genes con valor prondstico en una serie
de cancer de mama sin afectacion ganglionar y sin tratamiento complementario. Ha sido
validada en una serie de 400 pacientes, identificando que entre un 40 y 41% de las
pacientes clasificadas como de riesgo intermedio segin el consenso de St Gallen son
reclasificadas a bajo riesgo habiéndose podido evitar el uso de la quimioterapia en este
subgrupo®.

MapQuant Dx
Evalta el grado gendomico en tejido fresco o congelado mediante microarrays de

DNA. Consigue estratificar los tumores de grado 2 en bajo riesgo (similar al riesgo de

34



los de grado 1) o alto riesgo (similar al riesgo de los de grado 3), en tumores con RE
positivo’’.
Theros Breast Cancer Index (Two Gene Sygnature)

Se trata de una firma genética que se basa en el andlisis de dos genes
(HOX13:IL17BR) en tejido parafinado mediante la expresion de mRNA valorada por
PCR (Q-RT-PCR). Esta firma estratifica a las pacientes con tumores con RE positivo en
grupos con alto o bajo riesgo de recurrencia en pacientes tratadas con tamoxifeno.
Ultimamente su precision ha mejorado con la inclusion del indice de grado molecular
que mide la proliferacion celular’.

Wound Sygnature

En base a la hipotesis que los factores implicados en la cicatrizacidén juegan un
papel importante en el desarrollo de metéstasis, se identificé una firma que evaliia genes
de cicatrizacion, que permite estratificar a las pacientes en dos grupos prondsticos’.

Un metaandlisis de las diferentes firmas genéticas con casi 3000 tumores
analizados, apoya la relacion entre el riesgo de recidiva y los subtipos moleculares,
incluyendo diferentes firmas genéticas, asi como con las caracteristicas clinico
patologico habitual. Pese a la pobre coincidencia entre los genes que evalian las
diferentes firmas genéticas, su valor pronostica se ha relacionado con su capacidad de
detectar actividad de proliferacion’.

1.5 TRATAMIENTO

El tratamiento del cancer de mama debe ser siempre multidisciplinar
combinando una o varias de las siguientes terapias: cirugia local y ganglionar,
radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia en pacientes hormonosensibles y nuevas
terapias biologicas.

1.5.1 Cirugia
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Cirugia de la mama

El abordaje quirtirgico debe incluir el tumor primario mamario con claros
margenes de escision, intentando asi, si es posible, una cirugia conservadora. No existe
uniformidad a cerca de la definicion de margenes negativos. EL NSABP requiere una
distancia libre de tumor de 1 a 2 mm, mientras otros grupos de 5 a 10 mm. En general,
se considera aceptable, la definicion de 1 a 2 mm, considerando que tras la cirugia
conservadora debera realizarse radioterapia complementaria’”.

Diferentes estudios aleatorizados demuestran que no existen diferencias en
supervivencia entre la realizacion de cirugia conservadora en combinacion con
radioterapia respecto a mastectomia’>’®. Existen, sin embargo algunas ocasiones en las
que estd indicada la mastectomia, como son: 1) presencia de dos o mas tumores
primarios de mama en diferentes cuadrantes de la misma, 2) microcalcificaciones de
aspecto maligno difusas en toda la mama, 3) historia de irradiacion mamaria previa.

En caso de plantear un tratamiento de mastectomia, habra que valorar la opcioén
de realizar una reconstruccion mamaria, bien de forma inmediata o diferida.

Cirugia de la axila

La indicacion principal de la cirugia axilar hoy dia es el correcto estudio
patologico axilar. Si los ganglios axilares de encuentran afectos, entonces la cirugia
axilar cumple dos objetivos: definir el pronostico mediante el correcto estudio
patologico de la axila y disminuir el riesgo de recidiva local axilar. Sin embargo, el
vaciamiento ganglionar axilar, que incluye la exéresis de los niveles I y II, se asocia a
un incremento del riesgo de de complicaciones, como son el linfedema que se produce
en alrededor de un 3 a un 5% de casos, neuropatia del territorio del nervio
intercostobraquial, etc. En caso de ausencia de afectacion ganglionar axilar (previa

ecografia axilar), la realizacion del ganglio centinela constituye la practica habitual. En
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caso de que el centinela se encuentre libre de enfermedad ya no sera necesario realizar
el vaciamiento ganglionar como se ha demostrado en diferentes estudios’ .
1.5.2 Radioterapia

La radioterapia se administra de forma estandar sobre el volumen mamario
siempre tras la cirugia conservadora. Datos del metaanalisis del EBCTCG que incluia
estudios que aleatorizaban a las pacientes a recibir cirugia conservadora con o sin
radioterapia, demuestran que el grupo sin radioterapia presentaba una mayor mortalidad
por cancer de mama una mayor mortalidad global®. También los resultados del estudio
NSABP B-06 con 20 afios de seguimiento, demuestran un 39,2% de recidiva local sin
radioterapia frente a un 14.3% con radioterapia’®. La irradiacion mamaria tipica llega a
dosis de 35 a 50 Gy usando fracciones diarias de 1.8 o 2 Gy. Se realiza un Boost llega a
dosis de 35 a 50 Gy sobre la zona del tumor primario hasta llegar a una dosis total de 60
a 66 Gy.

Existen métodos alternativos de irradiacion tras cirugia conservadora, como son:
1) la irradiacion acelerada total de la mama, y 2) la irradiacion parcial acelerada de la
mama mediante diferentes métodos (implantes de braquiterapia intersticial,
braquiterapia intracavitaria, radioterapia intraoperatoria, external beam).

La realizacion de radioterapia tras la mastectomia (que incluye la irradiacion de
la pared tordcica y usualmente las areas de drenaje ganglionar), estd indicada en las
siguientes situaciones: cuatro o mas ganglios afectos en el vaciamiento y en tumores
estadio III (incierto en T3NOMO). Su uso es incierto en las siguientes situaciones: tras
tratamiento neoadyuvante, si existen 1 a 3 ganglios afectos en el vaciamiento, en
tumores T3NOMO, o en caso de ganglios afectos con extension extracapsular. El uso de
la radioterapia postmastectomia disminuye el riesgo de recidiva local y el riesgo de

muerte por cancer de mama, sin embargo su uso no esta exento de complicaciones.
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La irradiacion ganglionar estd indicada en los casos ya mencionados en el
parrafo anterior.
1.5.3 Tratamiento sistémico: quimioterapia, hormonoterapia y terapia bioldgica
El tratamiento complementario o adyuvante evita la recaida tras la cirugia, en un
porcentaje importante de pacientes. En caso de pacientes candidatas a quimioterapia, la
administracion de esquemas de diversos farmacos (habitualmente una antraciclina, un
taxano y un agente alquilante) constituyen la forma mas generalizada de tratamiento,

. . 1,82
como han demostrado diferentes estudios®"®

. Sabemos que tan solo una pequefia
proporcion de pacientes es la que se beneficia de la quimioterapia; existen hoy dia
algunas firmas genéticas como Mammaprint y Oncotype que permiten identificar un
subgrupo de pacientes que no precisan quimioterapia; sin embargo su elevado coste ha
hecho que no se generalicen en la practica diaria. En caso de hormonoterapia
complementaria, disponemos de factores predictivos de respuesta al tratamiento
hormonal como los receptores estrogénicos; en general el tratamiento con cinco afios de
Tamoxifeno constituye el estandar en pacientes premenopausicas™, en cambio, en
pacientes postmenopéusicas, los inhibidores de la aromatasa® deberan formar parte del
tratamiento. Por ultimo, en caso de pacientes con tumores con amplificacion del
oncogén her2/neu, el tratamiento con trastruzumab®*® (anticuerpo monoclonal contra
HER2) en combinacién con quimioterapia serd fundamental.

El tratamiento neoadyuvante constituye la estrategia de eleccion en caso de
tumores de mama localmente avanzados. Sin embargo, con el fin de incrementar el
porcentaje de cirugias conservadoras y gracias la introduccion de esquemas mas
eficaces de tratamiento su uso se ha extendido a estadios mas precoces. En caso de

tratamiento con quimioterapia, los esquemas secuenciales con antraciclinas y taxanos,

hasta un total de seis u ocho ciclos consisten en la terapia mas utilizada. En caso de
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sobreexpresion de HER2/neu, la combinacion de trastuzumab y quimioterapia,
incrementa de forma significativa el porcentaje de remisiones completas patoldgicas. La
hormonoterapia primaria supone una alternativa, para los tumores que expresan
receptores estrogénicos. En el siguiente capitulo se abordard en mas profundidad el
concepto del tratamiento neoadyuvante.

En caso de enfermedad diseminada, no existe un tratamiento estandar para las
pacientes, el manejo terapéutico requiere una individualizacién del tratamiento en
funcién de multiples factores entre los que se encuentran: factores en relacion con la
biologia tumoral, la presencia de enfermedad visceral, los tratamientos previos que
hayan sido administrados a la paciente, las enfermedades concomitantes, el perfil de
toxicidad de los diferentes tratamientos, y por supuesto las preferencias de la paciente.
Los objetivos del tratamiento se podrian resumir en: un incremento en la supervivencia,
un incremento en el tiempo a la progresion, y una mejoria sintomatica de las pacientes

que comporte una mejoria en la calidad de vida de las mismas.

39



2 INTRODUCCION ESPECIFICA: FACTORES PREDICTIVOS DE
RESPUESTA AL TRATAMIENTO NEOADYUVANTE
2.1 TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

El tratamiento neoadyuvante constituye el tratamiento estdndar para las
pacientes que debutan con una enfermedad localmente avanzada y con cancer de mama
inflamatorio; sin embargo, su uso se ha ampliado en los tltimos afios para situaciones
de enfermedad inicialmente operable. El tratamiento neoadyuvante en estadios
inicialmente operables, tiene como fin incrementar el porcentaje de cirugias
conservadoras. Por otra parte, el tratamiento neoadyuvante presenta como ventajas la
evaluacion in vivo de la respuesta al tratamiento y la posibilidad de evaluar marcadores
bioldgicos de respuesta a la quimioterapia.

Diferentes ensayos y un metanalisis avalan el uso del tratamiento primario, no
presentando diferencias respecto al tratamiento adyuvante en términos de
mortalidad®”".

La respuesta a la quimioterapia primaria presenta un valor pronodstico que ha

sido evidenciado por diversos trabajos desde hace mas de 25 afios®”

, pero aquellos
pacientes que consiguen con el tratamiento una respuesta completa patologica
(principalmente si existe remision completa patologica en la mama y en la axila), son
los que obtienen el mayor beneficio en supervivencia a largo plazo de este tipo de
alternativa de tratamiento, lo que ha sido demostrado por diferentes grupos en analisis
univariados y multivariados’' >, Por este motivo la remisién completa patoldgica es un
objetivo habitual en la mayoria de los estudios que evaluan la eficacia del tratamiento
neoadyuvante.

No existe un consenso sobre el método mas adecuado de evaluar la respuesta

completa patologica. Sin embargo, son necesarios métodos que sean reproducibles por
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diferentes patologos, para facilitar la interpretacion de los resultados. El método de
Miller y Payne®, que se basa en determinar el cambio de la densidad celular en el tumor
respecto a la biopsia previa al tratamiento, es uno de los mas utilizados. En la tabla 2 se
muestran los criterios de Miller y Payne.

Tabla 2. Criterios de Miller y Payne para la respuesta en tumor primario

Gl Cambios celulares minimos sin reduccion de la densidad celular

G2 Disminucidn discreta de la celularidad tumoral infiltrante inferior al 30%

de la masa tumoral

G3 Disminucion discreta de la celularidad tumoral infiltrante entre el 30%-

90% de la masa tumoral

G4 Disminucion discreta de la celularidad tumoral infiltrante mayor del 90%

de la masa tumoral con persistencia exclusiva de focos microscopicos

G5 Ausencia de celularidad tumoral infiltrante en la mama

El método de Miller y Payne también incluye la valoracion del estado
ganglionar, como incluye en la tabla 3°°.

Tabla 3. Criterios de Miller y Payne para la respuesta ganglionar

Tipo A Ganglios linfaticos sin metastasis

Tipo B Ganglios linfaticos con metéstasis y sin cambios por
quimioterapia

Tipo C Ganglios linfaticos con metastasis y evidencia de respuesta
parcial

Tipo D Ganglios linfaticos con cambios secundarios a respuesta sin
infiltracion neoplésica residual
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Existen otros métodos de evaluacion de respuesta como el Chevalllier o el
Sataloff’®, que han validado la remisién completa patolégica como marcador prondstico.

Por otra parte, el hospital MD Anderson’’ ha generado un método de valoracién
cuantitativa que evalia la carga tumoral local y ganglionar residual tras la
quimioterapia.

En el momento actual, la administracion de esquemas secuenciales con
antraciclinas y taxanos consigue una tasa de respuestas completas patoldgicas de
alrededor de un 26 a un 34%, que son superiores a las conseguidas con antracilinas. Se
considera que tratamientos mas prolongados (superiores a tres meses) con unos seis a
ocho ciclos de quimioterapia consiguen mayores tasas de remision completa patoldgica
respecto a cuatro ciclos (34-20% vs 5-17%) %1%,

Sin embargo, como se explicarda mas ampliamente en el apartado de factores
predictivos de respuesta a la quimioterapia, se han definido diferentes subgrupos de
cancer de mama que presentan una respuesta heterogénea al tratamiento, siendo la
enfermedad triple negativa y la HER2 positiva aquellas que presentan un mayor indice
de respuesta y la luminal A la que presenta una menor respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante.

La enfermedad HER2 positiva merece un tratamiento distinto, ya que las
combinaciones de quimioterapia con un agente antiHER2 alcanzan remisiones

101,102 .
01102 Recientemente se

completas patologicas de alrededor de alrededor de un 40-66%
han reportado datos esperanzadores a cerca de la doble inhibicion de HER2 con
trastuzumab y Lapatinib junto con quimioterapia sin antraciclinas alcanzando tasas de

respuesta completa de alrededor de un 61%'%.

42



2.2 FACTORES PREDICTIVOS DE RESPUESTA
2.2.1 Valor predictivo de los receptores hormonales

Los receptores hormonales han sido evaluados cldsicamente como factores
predictivos de la respuesta a la hormonoterapia, pero también hay estudios que los
relacionan con la respuesta a la quimioterapia, como veremos a continuacion.

Beneficio de la hormonoterapia

La mayor utilidad de los receptores hormonales es en la decision sobre que
pacientes pueden beneficiarse de tratamiento hormonal. Asi, los RE tienen un
indiscutible valor predictivo en la respuesta a hormonoterapia demostrado en pacientes
con cancer de mama metastasico. La ausencia de RE predice la falta de respuesta a
tratamiento hormonal en cancer de mama avanzado y neoadyuvante. Los estudios en
cancer de mama metastasico y en neoadyuvancia otorgan un 50 a un 60% de respuestas
a primera linea de hormonoterapia en tumores con RE positivo'®*. En cuanto a su valor
predictivo del beneficio de la hormonoterapia adyuvante, el meta-analisis de Oxford
claramente confirman el estado del RE como predictor del beneficio de tamoxifeno
durante 5 afios'*

El valor de los RP como factor predictivo de respuesta a hormonoterapia esta
bien establecido en la enfermedad diseminada. Sin embargo, segiin los datos del meta-
analisis de Oxford el estado del RP no ofrece informacion adicional en predecir el
beneficio de Tamoxifeno adyuvante, con la unica excepcion de los tumores que son RE
negativo /RP positivo, en los que Tamoxifeno aporta un beneficio a diferencia de los
tumores RE negativo/RP negativo. Aunque hay que decir que pocos estudios incluidos
en el meta-analisis incluian la medicion del RP, ademas el correcto analisis del RP

puede ser mas dificultoso que de RE.
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Beneficio de quimioterapia

Existe creciente evidencia a cerca de un menor beneficio de la quimioterapia en
aquellos tumores claramente hormonosensibles. El meta analisis de la quimioterapia
adyuvante muestra un mayor beneficio de la misma en aquellos tumores con RE
negativo'®. En la misma direccién, los datos de algunos de los diferentes ensayos que
evaluaban la introduccion de taxanos en el tratamiento adyuvante del cancer de mama
mostraron un mayor beneficio en el subgrupo con RE negativo'*. Sin embargo el meta
analisis de los estudios con taxanos demostrdé un beneficio de los mismos
independientemente del estado del receptor estrogénico®. También en neoadyuvancia,
diferentes ensayos muestran mayores rangos de remision completa patologica en caso
de RE negativos (20-30%) que en RE positivos (5%)'""!%,

En definitiva, los RE y RP juegan un papel crucial en el desarrollo y progresion
tumoral. Su utilidad en el manejo del cancer de mama y en la prediccion del beneficio
del tratamiento hormonal es indiscutible. Su determinacion es obligada en todos los
canceres de mama invasivos, en el tumor primario y a ser posible en la recidiva
metastésica si ocurre.

2.2.2 Valor predictivo de los activadores e inhibidores del plasminogeno

El papel de uPA y PAI-1 como predictor del beneficio de la quimioterapia no es
claro. Asi la alta expresion de estos marcadores se asocidé a mayor respuesta a
quimioterapia con esquema CMF en pacientes sin afectacién ganglionar'®.
Recientemente se han presentado los datos de un ensayo prospectivo en pacientes sin
afectacion ganglionar, en el que aquellas pacientes con alta expresion de uPA y PAI-1
eran aleatorizadas a recibir seis ciclos de CMF vs observacion, y las de bajos niveles

recibian observacion. Los datos a 10 afos de seguimiento confirman el valor pronodstico
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de este marcador, y en las pacientes de alta expresion existia un beneficio de la

quimioterapia, sugiriendo asi el valor predictivo de esta variable'".

2.2.3 Valor predictivo de los receptores de factor de crecimiento: receptor de
factor de crecimiento epidérmico 2 (HER-2)

Valor predictivo

La amplificacion de HER-2 presenta un importante valor predictivo de la
respuesta a ciertos tratamientos quimioterapicos y de hormonoterapia, y en especial de
la respuesta a los agentes anti-HER-2. Diferentes estudios han relacionado la
amplificacion de HER-2 con la resistencia a agentes alquilantes'''. Por otra parte el
analisis retrospectivo de diferentes estudios demuestran un mayor beneficio de las
antraciclinas en pacientes con amplificacion de HER-2; el metaanalisis de diferentes
estudios, confirma esta hipétesis''>. Por otra parte, la amplificacion de HER-2 se ha
asociado con resistencia a tamoxifeno, y en un pequefio estudio prospectivo
neoadyuvante a una mayor respuesta con inhibidores de la aromatasa que con
Tamoxifeno'"’.

Por ultimo, la amplificacion de HER2 se ha relacionado con la respuesta a los
agentes antiHER2, como son tratuzumab (anticuerpo monoclonal contra el dominio
extracelular de HER2) y lapatinib (inhibidor tirosin kinasa dual contra EGFR y HER2),
que son los dos agentes aprobados por la FDA para el tratamiento de la enfermedad
HER2 positiva. Existen datos preclinicos y clinicos que demuestran que solo los
canceres de mama con amplificacion de HER2 responden a las terapias anti-ERBB2,
este hecho se aprecia tanto con trastuzumab como con lapatinib que pese a ser un
inhibidor dual de HER2 y EGFR su eficacia se limita a los tumores con sobreexpresion
de HER2 y no de EGFR. Por ello, es fundamental la correcta determinacion del estado

de HER2'!'+ 115
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En definitiva, la determinacion del estado de HER2 es crucial en pacientes
diagnosticadas de cancer de mama; tanto para valorar el prondstico de las mismas como
para escoger un correcto esquema terapéutico.

2.2.4 Valor predictivo de Topoisomerasa Ila

Las Topoisomerasas son enzimas capaces de unirse a cadenas de DNA, se
clasifican en I si catalizan roturas de DNA monocadena, o II si son de cadena doble. La
Topoisomerasa Ila se localiza en el mismo amplicon del cromosoma 17 de HER2. Las
antraciclinas se unen a la Topoisomerasa Ila e inhiben su funcién en la replicacion del
DNA. Se han descrito alteraciones de la Topoisomerasa Ila como son la amplificiacion
y la deleccion. Estudios preclinicos y clinicos han relacionado la amplificacion de la
Topoisomerasa Ila a la sensibilidad a antraciclinas. La Topoisomerasa Ila se encuentra
coamplificada con HER2 en un 35% de casos HER2 positivos, considerandose que
estos casos son los que mayor beneficio extraerian del tratamiento con antraciclinas''°.
2.2.5 Valor predictivo de los indices de proliferacion
Ki67

Ki67 como factor predictivo. La posibilidad de que los marcadores de
proliferacion como Ki67 puedan identificar que pacientes se pueden beneficiar de
quimioterapia o de tratamiento hormonal o de determinados agentes en concreto se
encuentra hoy a debate. Asi, existen datos de cinco estudios en adyuvancia que han
evaluado el valor de Ki 67 en la prediccion del beneficio del tratamiento adyuvante con
resultados heterogéneos. Asi, en el estudio IBCSG VIII'' las pacientes eran
aleatorizadas a Groserelin, CMF o Groserelin mas CMF. Los niveles altos de Ki67 se
asociaron con un peor prondstico para las pacientes independientemente del tratamiento
recibido. En el estudio IBCSG IX'" en que pacientes postmenopausicas eran

aleatorizadas a recibir CMF mas tamoxifeno vs tamoxifeno, los niveles de Ki67
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tampoco fueron predictivos de un mayor beneficio de la quimioterapia. Tampoco en el
estudio BR9601'"® que aleatorizaba a las pacientes a recibir 8 ciclos de CMF o cuatro
ciclos de epirubicina seguido de cuatro ciclos de CMF, Ki67 no fue predictor del
beneficio de las antraciclinas. Sin embargo, en el ensayo BCIRG001'", que aleatorizé a
las pacientes a recibir seis ciclos de TAC o seis ciclos de FAC, los altos niveles de Ki67
(punto de corte de 11%) fueron predictivos del beneficio de la introduccion del taxano.
También en el ensayo PACS01'? en que las pacientes fueron aleatorizadas a recibir seis
ciclos de FEC versus tres ciclos de FEC seguidos de tres ciclos de Docetaxel, con un
punto de corte del Ki67 de 20%, Ki67 alto permitia definir una poblacién de pacientes
con RE positivo con mayor beneficio de la introduccion del taxano. El Gltimo estudio
en adyuvancia que ha valorado el valor predictivo de Ki67 es el estudio BIG 1-98'%',
que evaluaba el tratamiento hormonal complementario con tamoxifeno durante 5 afios,
versus letrozol durante cinco afios, versus dos ramas de tratamiento secuencial de
letrozol seguido de tamoxifeno versus la secuencia opuesta. Dicho estudio, utilizado el
punto de corte de Ki67 de 11%, encontraba que en aquellos tumores con elevados
niveles de Ki67 el beneficio de Letrozol sobre Tamoxifeno en supervivencia libre de
enfermedad era muy superior que para los tumores con niveles bajos de Ki67. Es decir
Ki67 identificaba un subgrupo de tumores con mayor beneficio de iniciar el tratamiento
complementario con Letrozol. En resimen, los ensayos de adyuvancia no permiten
confirmar que Ki67 sea un factor predictivo del beneficio de la quimioterapia sobre la
hormonoterapia, pero si parecen discriminar aquellas pacientes con un mayor beneficio
del tratamiento con taxanos y con letrozol adyuvante. Por otra parte, en algunos ensayos
de quimioterapia neoadyuvante elevados valores de Ki67 se han correlacionado con

mejor respuesta a la quimioterapia. Hoy dia se est4 evaluando el uso potencial de Ki67
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en predecir la respuesta y la evolucion a largo plazo en funcién de los valores de Ki67
antes y después de quimioterapia u hormonoterapia.

En definitiva, no existe una fuerte evidencia a cerca del valor predictivo de Ki67,
aunque existen datos preliminares que requieren su validacion en futuros andlisis.

2.2.6 Valor predictivo de los arrays de expresion genémica
2.2.6.1 Valor predictivo de los subtipos intrinsecos de cancer de mama

Los subtipos intrinsecos de cancer de mama, como ya se ha descrito en el
capitulo de introduccién general, tienen un importante valor prondstico, en particular en
pacientes con subtipo basal o HER2+/RE-, que presentan peor tiempo a la progresion y
supervivencia que los luminal A segin andlisis de diferentes bases de datos. Pero
también presentan un valor predictivo de la respuesta a la quimioterapia, asi en
diferentes series de quimioterapia neoadyuvante, los subgrupos basal y HER2+/RE- se
asociaron a una mayor respuesta'*>.

Por otra parte, existen datos procedentes de analisis retrospectivos que
confirman el valor predictivo de esta nueva clasificacion. Asi, en el ensayo BCIRG001
que comparaba la administracion de TAC versus FAC como tratamiento adyuvante en
pacientes operadas de cancer de mama con afectacion ganglionar, se realizo un estudio
en funcién de los subgrupos evaluados a partir del analisis inmunohistoquimico y
definidos como: Luminal A como RE y/o RP positivo, HER2 — y Ki67 <13%; Luminal
B como RE y/o RP positivos y HER2+ y/o Ki 67 >13%; HER 2 como RE y RP
negativos y HER2 +, triple negativo como RE y RP negativos y HER2 negativo.
Cuando se analiz6 el beneficio del esquema TAC sobre el esquema FAC tnicamente
fue significativo en el subgrupo definido como luminal B (p= 0.025) y marginalmente

en el triple negativo (p=0.051)"%.
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2.2.6.2 Firmas genéticas
Valor predictivo de Oncotype®

El analisis de 21 genes con el Recurrence Score (RS, Oncotype DX), se
desarroll6 a partir de 250 genes candidatos seleccionados de la literatura, como ya se ha
mencionado en el capitulo de factores prondsticos.

Como ya se describié previamente, el RS fue evaluado también en el estudio
NSABP-B20 que aleatorizaba a las pacientes a recibir Tamoxifeno y quimioterapia
(esquema MF), Tamoxifeno y quimioterapia (esquema CMF) o Tamoxifeno so6lo. El
estudio de RS en 651 pacientes permitio dividirlas en grupos de riesgo. En los grupos
con RS bajo o intermedio no existian diferencias en riesgo de recidiva a los 10 afios
entre las pacientes con o sin quimioterapia; sin embargo en el grupo de alto riesgo el
tratamiento con quimioterapia suponia una reduccion del 28% en el riesgo de recidiva®.
Estos datos apoyan el probable valor predictivo del beneficio de la quimioterapia de este
test.

El ensayo del grupo SWOG 8814 aleatorizaba a las pacientes intervenidas de
neoplasia de mama con afectacion ganglionar, a recibir Tamoxifeno versus seis ciclos
de quimioterapia tipo FAC concomitante a Tamoxifeno o seis ciclos de FAC seguidos
de Tamoxifeno. El RS fue evaluado en las 148 pacientes que recibieron solo
Tamoxifeno y en las 219 que recibieron FAC seguido de Tamoxifeno. Al analizar la
supervivencia libre de enfermedad a los 10 afos segun el tratamiento y el grupo de RS,
no existian diferencias para los grupos de RS bajo e intermedio entre las dos ramas de
tratamiento; si existiendo diferencias significativas a favor de la rama de quimioterapia
para las pacientes de RS alto; adquiriendo por tanto un valor predictivo del beneficio de

la quimioterapia en este subgrupo®.
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Valor predictivo de Mammaprint®

Por otra parte recientemente se han publicado resultados a favor del valor
predictivo de la respuesta a quimioterapia de la firma Mammaprint®. Se analizd
mammaprint en 541 tumores de pacientes intervenidas de neoplasia de mama T1-3N0-1
que habian recibido hormonoterapia sola (315) o quimioterapia y hormonoterapia (226).
A los 5 afios de seguimiento, para el grupo de bajo riesgo establecido por la firma
genética no hubo diferencias en supervivencia especifica de cancer de mama y
supervivencia libre de enfermedad a distancia entre los pacientes tratados con o sin
quimioterapia. Sin embargo, para el grupo de alto riesgo, la supervivencia especifica de
cancer de mama y la supervivencia libre de enfermedad a distancia fueron
significativamente superiores en el grupo tratado con quimioterapia. De forma que
mammaprint podria ser una herramienta util para determinar en que pacientes la
quimioterapia debe formar parte del tratamiento junto con la hormonoterapia'**.
2.2.7 Valor predictivo de Vimentina

La expresion de Vimentina es un hallazgo poco frecuente en cancer de mama
invasivo, y se asocia a alta invasividad tumoral, y a un peor prondstico'*. El valor
predictivo de la expresion de vimentina, si bien se ha descrito en estudios in vitro no

esta claramente establecido.

2.3 HUNTINGTIN INTERACTING PROTEIN 1 (HIP1)

Huntingtin Interacting Protein 1 (HIP1), es una proteina de unién al lipido
inositol y a clathrina que estd en relacion con la neurodegeneracion, en virtud de su
interaccion con la huntingtina, que es la proteina mutada en la enfermedad de
Huntington. La sefalizacion de los receptores de factores de crecimiento mediados por

clathrina es uno de los mecanismos por los cuales las células regulan la sefializacion
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intracelular'?®.

HIP1 se encuentra mutada, como ya hemos mencionado, en la
enfermedad de Huntington, y se han observado altos niveles de la proteina HIP1 en
diferentes canceres epiteliales humanos, como mama, colon, rifidén, pulmén, melanoma,
ovario y prostata'?’; ademés su expresién se correlaciona negativamente con la
supervivencia en varones con cancer de prostata. Este hecho ha sido confirmado
mediante el analisis de la expresion de HIP1 por inmunohistoquimica del tumor
primario humano mediante tissue microarrays. HIP1 también se ha relacionado con la
leucemia tras encontrar la proteina oncogénica de fusion HIP1/PDGFRBR procedente de
la translocaciéon cromosdmica t(5;7) en un paciente con leucemia mielomonocitica
cronica'*®,

HIP1, que interactia con las proteinas de unién a actina, es considerada el
primer componente de la maquinaria de endocitosis, jugando un papel fundamental en
el trafico de clathrina. En los ultimos afios, alteraciones de la regulacion de la
endocitosis, se han asociado con tumores. Ya que existe la hipdtesis de que alteraciones
en la regulacion de la endocitosis, son uno de los caminos para alterar deferentes vias de
sefalizacion, conduciendo a la iniciacion, o a la progresion a cancer.

HIP1 es necesaria para la progresion del cancer de prostata. Asi, en pacientes
con tumores HIP-1 negativos, no hubieron recidivas tras la prostatectomia; mientras que
en los HIP1 positivos, un 28% recidivaron'®’. Por otra parte la sobreexpresion de HIP1
se ha visto que inhibe la degradaciéon de EGFR y de los receptores de estrogenos'*. Asi,
los niveles elevados de EGFR observados en cancer de mama (en el tipo basal), podrian
ser parcialmente explicados por el incremento de la expresion de HIP1, lo cual conduce

a reducir la inhibicién de EGFR "',
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HIP1 es la primera proteina unida a clathrina directamente implicada en la
biologia del cancer humano, y la disregulacion de la endocitosis del receptor de factor

de crecimiento, proporciona una nueva via de tratamiento antitumoral.

Diferentes razones hacen pensar que HIP1 podria estar en relacion con la
tumorigénesis mamaria:

1. HIPI se encuentra sobreexpresada en cancer de mama. Y se han encontrado
niveles de expresion elevados de HIP1 en hiperplasia ductal, carcinoma in situ y
carcinoma infiltrante.

2. La expresion de una forma mutada dominante negativa de HIP1 o la delecion de
HIP1 conduce a la apoptosis de células normales asi como de tejido tumoral,
sugiriendo que la expresion de HIP1 podria ser necesaria para la supervivencia
de muchos tipos celulares.

3. La sobreexpresion de HIP1 podria prevenir la endocitosis de EGFR, lo que
minimizaria el efecto de las tirosin kinasas EGFR en el cancer de mama.

La modificacion de las vias de endocitosis debido a la alteracion de HIP1, podria
por tanto afectar a diferentes procesos en la progresion a cancer, asi como en la

respuesta a la quimioterapia de la enfermedad.

2.4 BRCAl y ALTERACIONES EN ViAS DE REPARACION DE DNA COMO
PREDICTORES DE RESPUESTA A QUIMIOTERAPIA
2.4.1 Mecanismos de reparacion del DNA
Los mecanismos de reparacion de DNA son un conjunto de procesos a través de
los cuales la célula identifica y corrige el dafio producido a las moléculas de DNA que
constituyen el genoma. Este dafio puede ser producido por procesos metabdlicos

normales asi como por factores ambientales. Asimismo, muchos agentes
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quimioterapicos basan su accion en los dafios producidos en el DNA tumoral'*. Existen
diferentes mecanismos de reparacion del DNA:
1. Inversion directa. Corrigen errores que afectan a una de las cuatro bases.
2. Danos de cadena unica

a. Base excision repair (BER), que repara los dafios producidos en
una sola cadena secundariamente a oxidacion, alquilacion,
hidroélisis, o desaminacion.

b. Nucleotide excision repair (NER), que reconoce grandes lesiones
de cadena unica. Se compone de dos subvias, que comparten el
mismo mecanismo pero difieren en la forma en como las lesiones
son reconocidas.

i. Global Genome NER (GG-NER): las lesiones son
reconocidas por el heterodimero XPC/hHR23B'**
it. Transcription-coupled NER (TC-NER)
c. Mismatch repair (MMR), corrige errores de replicacion del DNA
3. Dafios de doble cadena

a. Non-homologous end joining (NHEJ). Repara dafios de doble
cadena, pero las roturas son reparadas directamente, sin requerir
de una cadena homologa.

b. Microhomology-mediated end joining (MMEJ). Se caracteriza por
usar de 5 a 25 secuencias de pares de bases microhomdlogas para
alinear las cadenas rotas antes de unirlas

c. Homologous recombination (HR). En el que las secuencias de

nucled6tidos son cambiadas entre dos moléculas de DNA similares

53


http://en.wikipedia.org/wiki/Base_excision_repair
http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleotide_excision_repair
http://en.wikipedia.org/wiki/Mismatch_repair
http://en.wikipedia.org/wiki/Non-homologous_end_joining
http://en.wikipedia.org/wiki/Microhomology-mediated_end_joining
http://en.wikipedia.org/wiki/Homologous_recombination

o idénticas. Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1) forma

parte de HR.

Figura 2. Vias de reparacion de DNA
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2.4.2 BREAST CANCER SUSCEPTIBILITY GENE 1 (BRCA1)

Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1), un gen que forma parte del
homologous recombination repair, tiene un papel fundamental en la reparacion del
DNA, la regulacion del ciclo celular, el control transcripcional, la ubiquitinacion y la
apoptosis.

Pero BRCAL, pese a formar parte del HR, puede influir en TC- NER por su
habilidad de actuar como una ligasa ubiquitina a través de su asociaciéon con BARDI.
Los heterodimeros de BRCA1 y BARD1 también regulan la funcion del centrosoma'™.
BRCAT1 actia como un activador transcripcional de un gran numero de proteinas claves
de GG-NER como son Growth Arrest and DNA damage 45 (GADDA45), XPC y
DDB2"** (Figura 3).

BRCAT1 es un componente fundamental de la maquinaria transcripcional y puede
actuar como coactiador o corepresor de la transcripcion de proteinas implicadas en la
remodelacion de la cromatina como por ejemplo las histonas deacetilasas HDACI y
HDAC2. BRCA1 es también un regulador transcripcional de numerosos genes
asociados con el G2/M. BRCA1 regula GADDA45, que por su parte regula el complejo
ciclina B-cdc2.

BRCAI también regula la chaperona 14-3-3c, la cual se une a c¢dc25C y la
secuestra en el citoplasma tras el dafio en el DNA para prevenirla de la activacion del
complejo ciclina B-cdc2.

Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCAI1) juega un importante papel en la
reparacién del DNA via franscription-coupled nucleotide excision repair'>. BRCA1l
codifica una proteina mutifactorial que se encuentra implicada en la reparacién del
DNA, control de puntos clave del ciclo celular, regulacion trancripcional, y

T .1
ubicuitinacion'®.
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La metilacion de BRCA1 y la abolicion del mRNA de BRCAlse ha descrito en
canceres de mama esporadicos'’. Las mutaciones somaticas de BRCA1 son raras en
cancer de mama esporadico; sin embargo la inhibicion epigenética de BRCA1 se ha
reportado en aproximadamente un 30% de cancer de mama esporadico y un 70% de
canceres de ovario'®.

Figura 3. BRCAIl, gen implicado en reparacion de DNA, regulacion
transcripcional y activacion de puntos clave en el ciclo celular (adaptado de

Mullan et al'*)
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La expresion de BRCAT1 podria modular la respuesta celular a la quimioterapia.
Estudios preclinicos sugieren el papel de BRCA1 en predecir la respuesta a agentes
quimioterapicos que dafien el DNA y a taxanos. Asi la reconstitucion completa de
BRCAI1 en células fiboblasticas de raton embrionario con BRCA1 alterado condujo a un
incremento de la sensibilidad a numerosos agentes que dafian el DNA, incluyendo
platinos como carboplatino y oxaliplatino, irinotecan y topotecan, y doxorubicina y
etoposido'*’.

La disminucion de la expresion de mRNA de BRCALI en lineas celulares de
cancer de mama, determinada por real-time quantitative polymerase chain reaction
(RT-QPCR), incrementa la sensibilidad a cisplatino, pero conduce a resistencia a
paclitaxel y vinorelbina a través de una respuesta apoptotica defectiva a estas drogas,
mientras que el fendmeno opuesto se observa en presencia de niveles normales o altos
de mRNA de BRCA1'"".

Las pacientes con cancer de mama portadoras de mutaciones de BRCAI1
presentan mejores respuestas a las combinaciones de quimioterapia con antraciclinas
que las pacientes no portadoras de mutaciones'**. Sin embargo, en algunos canceres de
mama esporadicos, la nefasta evolucion asociada a metilacion de BRCA1 y bajos
niveles de expresion, podria explicarse por la amplificacion de MYC'*. Ademas,
numerosos estudios retrospectivos de cancer de mama han confirmado que los
portadores de mutaciones de BRCA1 obtienen un mayor beneficio de los
quimioterdpicos cuyo mecanismo de accion se basa en el dafio que producen en el
DNA'#. Niveles bajos de mRNA de BRCAI se asociaron a una mayor supervivencia en
una cohorte retrospectiva de pacientes con cancer de pulmoén tratados con cisplatino y
gemcitabina'** y en dos cohortes retrospectivas de pacientes con cancer de ovario

.o . . 145.14 . .
tratadas con quimioterapia basada en platino'*>'*®. Todos estos estudios sugieren que las
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mutaciones de BRCAT1 asi como los bajos niveles de de expresion de mRNA de BRCA
podrian predecir el beneficio de los agentes quimioterdpicos cuya accidn se basa en el
dafio sobre el DNA.

2.4.3 Esquema de quimioterapia: FEC (5-Fluorouracilo, Epirubicina,

Ciclofosfamida)

El esquema utilizado en nuestro trabajo es un esquema con capacidad de
producir dafio en DNA, y por tanto su eficacia podria estar sugeta a cambios en funcién
de alteraciones en los mecanismos de reparacion de DNA. Describimos a continuacion
brevemente el mecanismo de accion de cada una de las drogas usadas.

Antraciclinas: Epirubicina

Las antraciclinas son productos naturales derivados de la acinetobacteria
Streptomyces peucetius var. Caesius, forman un grupo de agentes quimioterapicos que
en su mecanismo de accidon producen dafio en DNA.

Las antraciclinas inhiben la reaccion de religacion de la topoisomerasa Ilo
causando la acumulacion de proteinas procedentes de roturas de DNA de doble y simple
cadena, lo cual conduce a dafios en DNA citotdxicos y a la muerte celular.
Fluorouracilo

5- Fluorouracilo (5-FU) es inactivo, y requiere su activacion intracelular para
poder ejercer su efecto citotoxico. 5-FU se convierte en FUdR por la accion de la
thymidine phosohorylasa. La posterior fosforilacion de FUdR por thymidina kinasa
resulta en la formacion del metabolito activo de 5-FU, 5-fluoro-deoxyuridine
monophosphato (FAUMP).

La inhibicién de thymidylato synthase (TS) por FAUMP se considera el principal

mecanismo de accion del 5-FU. La inhibicién de TS conduce a la deplecion de
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deoxythymidine triphosphate (dTTP), lo que interfiere con la biosintesis de DNA y
reparacion de DNA.
Ciclofosfamida

La Ciclofosfamida es un agente alquilante del DNA, cuyo mecanismo de accién
se produce tras su activacion a través de su metabolismo hepatico en el citocromo p450,
y se basa en la formacion de un compuesto de amonio cuaternario altamente reactivo
que desencadena varias reacciones quimica complejas, que culminan en la alquilacion
del nitrogeno 7 de los residuos de guanina del ADN. Durante la sintesis del ADN, la
guanina modificada puede aparear mal los residuos de timidina dando lugar a la
sustitucion del par de bases timina-adenina por guanina-citocina. Ademas, la alquilacion
vuelve mas 1abil al anillo imidazdlico haciendo que se abra o que la guanina sea
escindida, causando graves dafios en la cadena de ADN.

Es, por tanto, este esquema un tratamiento que es capaz de producir dafio en el
DNA, y podemos pesar que su eficacia pudiera estar condicionada por trastornos en los

mecanismos de reparacion del DNA.

En el momento de plantear un tratamiento quimioterapico neoadyuvante,
sabemos que éste no beneficiara al global de las pacientes que tratemos, por otra parte
tampoco estara exento de efectos secundarios. Este es el motivo fundamental por el que
conocer factores predictivos de respuesta al tratamiento neoadyuvante nos podria
conducir a una mayor individualizaciéon del mismo, evitando tratamientos agresivos a
aquellas pacientes que no van a obtener un beneficio. En el capitulo de objetivos
detallaremos el trabajo que consiste en el analisis de diferentes factores en una serie de
pacientes tratadas de forma neoadyuvante, y su relacion con la respuesta, el tiempo a la

progresion y la supervivencia.
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3

OBJETIVOS

. Andlisis retrospectivo de una serie de 86 pacientes con cancer de mama

localmente avanzado tratadas con quimioterapia neoadyuvante (esquema FEC).
Definir las caracteristicas clinicas de la serie, el tiempo a la progresion y la
supervivencia. Correlacion de los resultados con RE, RP, HER2, Vimentina, CK

5/6.

Evaluacion de Ki67 y su posible valor pronostico y predictivo de la respuesta a

la quimioterapia.

Definicion de los diferentes subgrupos de cancer de mama a partir del valor de
RE, RP, HER2 i Ki67. Evaluar las caracteristicas clinicas de los diferentes
subgrupos, asi como las diferencias entre los mismos en respuesta patologica,

tiempo a la progresion y supervivencia.

Analizar la expresion inmunohistoquimica de HIP1 en tejido tumoral. Evaluar la
respuesta, el tiempo a progresion y supervivencia en funcion del estado de HIP1,

para explorar su posible valor prondstico y predictivo

. Andlisis de los niveles de mRNA de BRCA1 y su relacion con las diferentes

caracteristicas clinicas, con los diferentes subgrupos y con la respuesta, el

tiempo a la progresion y la supervivencia. Evaluar la posible correlacion entre la
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determinacion de BRCA1 por inmunohistoquimica versus su evaluacion a partir

de los niveles de mRNA de BRCAL.
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4 PACIENTES Y METODOS
4.1 PACIENTES

Previo consentimiento informado, se recogieron los datos de 86 pacientes
diagnosticadas de cancer de mama con estadios II y Il que habian sido consideradas
candidatas a tratamiento neoadyuvante segin la decision de la unidad funcional de
cancer de mama del Hospital Germans Trias i Pujol entre los afios 1993 y 2003. Todas
las pacientes fueron tratadas segun el protocolo de tratamiento del centro en el momento
de la inclusion, que consistia en la administracion de cuatro ciclos de quimioterapia con
el esquema FEC (fluorouracilo 500 mg/m?, epirubicina 75 mg/m?, ciclofosfamida 500
mg/m?) recibiendo un ciclo cada 21 dias, previamente a la cirugia, con el objetivo de
incrementar el porcentaje de cirugia conservadora. Tras la cirugia, las pacientes eran
evaluadas, y recibian cuatro ciclos mas del mismo esquema si no existia afectacion
ganglionar en el andlisis anatomopatoldgico de la pieza quirurgica, y seis ciclos si
existia afectacion ganglionar.

Si el tumor expresaba RE y/o RP, una vez finalizada la quimioterapia las
pacientes recibian tratamiento hormonal, que consistia en la administracion de
tamoxifeno 20 mg cada 24 horas durante cinco afios. Las pacientes sometidas a
tratamiento conservador, recibian radioterapia sobre el volumen mamario, y la
irradiacién de la pared toracica y de las cadenas ganglionares se hacia segin el
protocolo del centro. Las pacientes HER-2 positivas no recibieron trastuzumab pues en
el momento del estudio no estaba aprobado en esta indicacion.

La respuesta clinica fue evaluada segiin los criterios RECIST a partir de los
parametros obtenidos durante la exploracion fisica. La respuesta patologica fue

, . . . 4 . . . .
evaluada segun los criterios de Miller y Payne™, las pacientes sin evidencia de tumor

62



residual en la mama ni en la axila fueron consideradas como respuesta patologica
completa.

Posteriormente, las piezas quirurgicas de las 86 pacientes se recuperaron para la
realizacion del “tissue microarray” de las mismas para el analisis inmunohistoquimico.

En la practica clinica, no siempre es posible disponer de tejido tumoral en fresco,
por tanto la recuperacion de mRNA del tejido parafinado es crucial. RT-QPCR permite
la valoracion cuantitativa y precisa de la expresion de mRNA de genes'*’. De las 86
pacientes, la obtencion de mRNA para el analisis de los niveles de BRCA1 tunicamente
fue posible en 41. En la Figura 4 vemos en el diagrama de flujo del proceso.

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso seguido en el estudio
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En definitiva, en una serie retrospectiva de 86 pacientes tratadas de forma
neoadyuvante con fluorouracilo, epirubicina y ciclofosfamida (FEC), se evaluaron las

caracteristicas clinicas, la respuesta, el tiempo a la progresion (TTP) y la supervivencia.
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Por otra parte, de acuerdo con la clasificacion simplificada a partir del andlisis
inmunohistoquimico de los RE, RP, HER2 y Ki67'* se definieron los subtipos de
cancer de mama luminal A y B, HER2 positivo y triple negativo, de la siguiente forma:
a) Luminal A: RE positivo y/o RP positivo, y HER2 negativo y ki67<14%; b) Luminal
B: REpositivo y/o RP positivo, y HER2 positivo y/o ki67>14%; c¢) Triple negativo: RE
negativo y RP negativo y HER2 negativo; d) HER2 positivo: RE negativo y RP
negativo y HER2 positivo. Se evaluaron las caracteristicas clinicas de la serie, la
respuesta, el tiempo a la progresion y la supervivencia en funcion de estos subgrupos.

Ademas, se evaluaron CK5/6, Vimentina y HER2 por hibridacion in situ
cromogénica (CISH), y su relacion con los diferentes subgrupos, con la respuesta, el
tiempo a la progresion y la supervivencia.

Mediante andlisis inmunohistoquimico, se evalu6 el estado de HIP1 y su
relacion con las caracteristicas clinicas de la serie, la respuesta el tiempo a la progresion
y la supervivencia.

Finalmente, en las 41 pacientes para las que quedaba suficiente tumor
disponible, mediante RT-QCR se evaluaron los niveles de mRNA de BRCAI
intratumoral. Todos estos datos se correlacionaron con la respuesta, el tiempo a
progresion y la supervivencia.

Por ultimo se evalu6 BRCA1 mediante inmunohistoquimica y su correlacion con

el analisis de los niveles de mRNA de BRCAL.

4.2 METODOS
4.2.1 Realizacion del tissue microarray
Se realizaron “tissue microarray” de cancer de mama a partir de los bloques de

parafina, preparandolos mediante la extraccion de dos cores de 1 mm de didmetro de
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cancer de mama invasivo histologicamente confirmado. Las laminillas de estos bloques
teflidas con hematoxilina-eosina fueron revisadas por dos patdlogos para identificar las
areas de tumor invasivo.

Sobre este material se realizé el analisis inmunohistoquimico para RE, RP, CK
5/6, HER-2, Vimentina, HIP1 y BRCAI1. Las dos cores fueron evaluadas para cada uno
de los tumores. Cada core fue puntuada individualmente por dos lectores diferentes, y la
media de los resultados de las dos fue calculada.
4.2.2 Analisis inmunohistoquimico
HER-2

La determinaciéon inmunohistoquimica de HER2 fue realizada con el anticuerpo
Herceptest de Dako procesado mediante Autostainer de Dako automaticamente. El
resultado era puntuado con los criterios especificados por DAKO para la interpretacion
del HercepTest.
Valoracioén de resultados

Se evalud exclusivamente en el componente infiltrante y la tincion de

membrana, siendo interpretado como se describe a continuacion:

Negativo (0): ausencia de tincion de membrana o tincidon en menos del 10% de

las células

- Negativo (1+): tincion de membrana débil e incompleta en mas del 10% de las
células

- Borderline (2+): tincion completa de membrana, débil o moderada, en mas del
10% de las células o tincion completa e intensa en 10-30% de las células.

- Positivo (3+): tincion de membrana completa e intensa en mas del 30% de las

células

RE, RP, Ki67, CK5/6, Vimentina, HIP1 y BRCA1
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La inmunohistoquimica del resto de anticuerpos (RE, RP, Ki67, CK 5/6,
vimentina, HIP1 y BRCAIl) fue realizada conjuntamente, utilizando el sistema
automatizado de Ventana Benchmarch immunostainer con el kitt ultraview universal.
En la siguiente tabla indicamos las clonas y las diluciones correspondientes a los

anticuerpos utilizados. En la tabla se describen las clonas y diluciones utilizadas.

Tabla 4. Analisis inmunohistoquimica de RE, RP, Ki67, CK5/6, Vimentina, HIP1 y

BRCAL1
Anticuerpo Clona Dilucion
Receptores de estrogenos 6F11 (Novocastra) 1/40
Receptores de progesterona 312 (Noocastra) 1/40
Ki-67 Mib-1 (Dako) 1/600
CK5/6 D5/16B4 (Dako) 1/50
Vimentina V-9 (Dako) 1/600
HIP1 4b.10.7 (Abcam) Prediluido
BRCA-1 MS110 (Abcam) 1/40

Valoracion de resultados
RE y RP
Los RE y RP fueron considerados positives solo si la positividad nuclear era
vista en mas de un 5% de células neoplasicas.
Ki 67
Ki 67 fue puntuado como el porcentaje de células tumorales en el nicleo con

positividad para la tincién inmunohistoquimica de acuerdo con los dos patdlogos. Un
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porcentaje >14% era considerado como Ki67 positivo, y un porcentaje <14% como ki67
negativo.
HIP1

La intensidad por inmunohistoquimica fue puntuada como ausente (0), débil (1),
moderada (2), o elevada (3). Los valores 0 y 1 fueron considerados negativos y 2 y 3
positivos.
CK 5/6

Los resultados de la tincién de CK 5/6 fueron valorados usando un sistema de
evaluacion de tres puntos, donde 0 era no tincion, 1 era débil intensidad de tincion y/o
menos de un 20% de células tumorales tefiidas, y 2 era una fuerte tincion en mas de un
20% de células tumorales. Los valores 0 y 1 fueron considerados negativos y 2
positivos.

Vimentina

Los resultados de la tincion de Vimentina fueron valorados usando un sistema de
evaluacion de tres puntos, donde 0 era no tincion, 1 era débil intensidad de tincion y/o
menos de un 20% de células tumorales tefiidas, y 2 era una fuerte tincion en mas de un
20% de células tumorales. Los valores 0 y 1 fueron considerados negativos y 2
positivos.

BRCALI (tincion nuclear)

La intensidad por inmunohistoquimica fue puntuada como ausente (0), débil (1),

moderada (2), o elevada (3). Los valores 0 y 1 fueron considerados negativos y 2 y 3

positivos.

4.2.3 Analisis por CISH de HER-2
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Se realizaron dos cortes seriados sin tefiir de 4 micras de bloques de tejido fijado
en formol y parafinado. Se desparafinaron mediante dos pases por xilol de cinco
minutos cada uno de ellos, deshidratacion en dos pases por alcohol absoluto de 5
minutos cada uno de ellos y tres pases de dos minutos en agua destilada. Los dos cortes
se procesaron con los kits SPoT-Light HER2 CISH y SPoT-Light CISH Centromere
Detection (Zymed) y se hibridaron respectivamente con las sondas HER2 y Cromosoma
17 (Zymed) siguiendo las instrucciones de los proveedores. Brevemente, las muestras se
incubaron en tampon citrato pH6.0 en un bafio a 98° C durante 15 minutos, se lavaron
con agua destilada y se procedid a la digestion con la pepsina incluida en los kits. Los
portas se lavaron con agua destilada y se deshidrataron pasando por alcoholes con
gradaciones crecientes.

Las sondas HER2 (marcada con digoxigenina) y del centromero del cromosoma
17 (marcada con biotina) se aplicaron sobre las secciones que posteriormente fueron
montadas con un cubre y selladas con pegamento. La muestra y la sonda fueron
sometidas a codesnaturalizacion a 94° durante 5 minutos y hibridadas a 37°C durante
toda una noche. Posteriormente, se desmontaron los cubreobjetos y las preparaciones se
lavaron en una solucion 0,5 xSSC a temperatura ambiente durante 5 minutos, seguidas
de un lavado a 75° C durante 5 minutos y 2 lavados de 3 minutos en PBS.

Las muestras se incubaron con peroxido de hidrogeno al 30% y 9 partes de
metanol durante 10 minutos y se procedid a la immunodeteccion de las sondas
siguiendo las instrucciones del fabricante.

La hibridacion in situ cromogénica (CISH) se realizoé en los casos de HER-2
inmunopositivo (2+ o 3+) usando un microscopio (Leica DMLS2) equipado con
objetivos 10X, 20X, 40X and 63X, con 10 x oculares. Segin el estandar ya descrito

basado en estudios previos, los tumores sin amplificacion de HER-2 fueron los que
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tenian uno o dos puntos marrones por nucleo diploide o de tres a cinco si poliploide.
Asi, la no amplificacion se definid como de uno a cinco sefiales marrones intranucleares
por nucleo; la baja amplificacion de seis a diez sefiales por nicleo en mas del 50% de
las células tumorales; y alto nivel de amplificacion en caso de més de 10 sefiales o una
colonia de gran sefial en mas de un 50% de las células tumorales.
4.2.4 Analisis de BRCA1. Microdiseccion para extraccion de RNA para analisis

de BRCAL1

Los niveles de expresion de mRNA de BRCA1 intratumoral fueron evaluados
mediante PCR cuantitativa en tiempo real (real time quantitative PCR; RT-QPCR) tan
solo en los 41 pacientes en los que quedaba suficiente tejido tumoral disponible de la
muestra de parafina. El RNA total fue extraido del tejido tumoral del bloque de parafina
mediante la microdiseccion con laser que aseguraba un minimo del 90% de las células
tumorales. Tras la desparafinizacion, con el proceso estdndar con xileno y alcohol, las
muestran eran sometidas a lisis en un buffer que contenia tris-chloride, EDTA, sodium
dodecyl sulphate, y proteinasa K. El RNA era entonces extraido con alcohol phenol-
chlorophorm-isoamyl seguido de precipitacion con isopropanolol en presencia de
glycogen y acetato de sodio. El RNA era resuspendido en agua DEPC (Ambion Inc.,
Austin, TX) y tratado con DNAse | para vitar la contaminacion por DNA. cDNA fue
sintetizado usando el encima M-MLV retrotranscriptasa. El ¢cDNA fue afiadida a
TagMan Universal Master Mix en una reaccion de 12.5-uLL con primers especificos y
probada para cada gen. En gen de referencia endogeno fue B-actina. La expresion de
genes fue cuantificada mediante el sistema ABI Prism 7900HT Sequence Detection
System (Applied Biosystems)[18].

Para escoger el gen endogeno de referencia, se testaron seis housekeeping (HK)

genes en el RNA de las muestras de mama: B-actina, 18S, RPLPO, GADPH, HPRT1 y
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TBP. De acuerdo con la guia “User Bulletin of Applied Biosystems”, tras el analisis de
los seis genes en 20 muestras, se observo:

- Para RPLPO, GADPH, HPRT1 y TBP, habia muchas muestras donde Ct estaba

bajo la linealidad (Ct>32). Estos genes fueron descartados, ya que no eran utiles

para una cuantificacion relativa (las curvas de amplificacién no eran obtenidas

para todas las muestras)

- El sistema de puntuacion (definido como el DCt para cada HK=Ctmuestra-
Ctcalibrador; donde el calibrador usado era una de las muestras tumorales) nos
mostrd que el mejor control enddgeno era B-actina: este gen tuvo el menor DCt
y el menor coeficiente de variacion (CV). Asi, el escogido B-actina refleja la

expresion media de los seis genes testados incluso con menos variacion
o DCt B-actina=0.55
o Media DCt de todos los genes=0.99

- P-actina mostréo la mayor linealidad en Ct versus concentracion de RNA

comparado con los otros genes

Ademds, como se especifica en la “User Guide” antes mencionada, la
cuantificacion de la expresion de genes con un solo HK es posible si el HK es
suficientemente estable. Este hecho puede ser calculado consultando el software data
Assist™ que se encuentra disponible en la siguiente pagina  web:

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?=cmd=catNavigate2 &catl

D=606580&tab=Overview. Este algoritmo calcula el término M (valor de estabilidad:

cuanto menor sea, mejor es la estabilidad) para cada HK. En nuestro sistema, B-actina

mostr6 el mayor M. En nuestra experiencia, hemos obtenido resultados vélidos usando

: . 144,149,150
-actina como control endogeno " .
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Con el fin de evitar potenciales falsos resultados debido a la variaciéon en la
calidad del RNA en muestras parafinadas, y también para validar la fortaleza de -actina
como Unico gen housekeeping, en un subgrupo de 34 pacientes con RNA disponible, se
analizé la expresion de BRCA1 calculada segiin los valores medios de B-actina y
RPLPO, y B-actina y ribosomal 18S como genes housekeeping.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas, tales como la expresion génica de mRNA, la edad y
otras, se resumieron mediante los valores de mediana y sus rangos. Mientras que las
variables cualitativas, fueron resumidas mediante frecuencias absolutas y porcentajes.

Con el fin de proporcionar una evaluacion mas facilmente interpretable del
efecto de la expresion de mRNA de BRCAL, los valores de expresion del gen fueron
divididos en terciles.

TTP fue calculado desde el momento de inclusion en el estudio hasta la
progresion de la enfermedad o la muerte. La supervivencia global (SG) fue estimada
desde el momento de inclusion en el estudio hasta la muerte por cualquier causa. Las
medianas de TTP y SG fueron calculadas y representadas, usando la estimacion de
Kaplan-Meier y la existencia de diferencia estadistica entre las medianas de TTP o SG
se contrastd mediante la prueba de log-rank. El método de riesgos proporcionales de
Cox, con el cociente de riesgo (Hazard Ratios HR) y su correspondiente intervalo de
confianza al 95%, se utilizd para ajustar los modelos tanto univariantes como
multivariantes para TTP y SG. El multivariante se construyd con un procedimiento por
pasos (hacia adelante y hacia atras) para evaluar la importancia independiente de las
distintas variables en el TTP y SG. Los andlisis se realizaron utilizando el paquete
estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS) para Windows version 17 (SPSS Inc,

Chicago, IL) y S-Plus 6.1 para Windows.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS PARA EL GLOBAL DE LAS 86 PACIENTES
5.1.1 Caracteristicas de las pacientes

La tabla 5 muestra las caracteristicas de las 86 pacientes incluidas. La edad
media de las pacientes incluidas era de 54 afos (rango, 31-79). Cincuenta pacientes
(58%) eran posmenopdusicas en el momento de la inclusion. Cuando fueron
diagnosticadas, 24 pacientes (28%) presentaban un estadio II, 62 pacientes (72%) un
estadio III. Por otra parte, el tamafio clinico tumoral medio era de 6 cm (rango, 2.5-12).
Las 86 pacientes fueron consideradas como candidatas a realizar tratamiento primario
de acuerdo con la decision de la Unidad Funcional de Mama de la institucion y fueron
tratadas con cuatro ciclos de FEC. Una vez completada la quimioterapia y tras
revaloracion clinica de la respuesta, se realizo cirugia en las 86 pacientes. La cirugia
mamaria consistié en una mastectomia en 78 pacientes (91%) y en una tumorectomia en
8 (9%), con vaciamiento ganglionar axilar en el 100% de las pacientes, conforme a la
decision de la Unidad Funcional de Mama del centro. Los estadios patoldgicos tras la
cirugia, se distribuyeron de la siguiente forma: un paciente (1%) presentd estadio 0;
ocho (9%) estadio I, 32 (37%) estadio II, 45 (53%) estadio III; siendo el tamafio tumoral
medio de 3 cm (rango, 0-12). En el momento de la cirugia, 69 pacientes (80%)
presentaban afectacion ganglionar y 17 (20%) no. El nimero medio de ganglios afectos
en el vaciamiento fue de 3 (rango, 0-26). Setenta y nueve pacientes (92%) tenian
carcinoma ductal, cinco (6%) tenian carcinoma lobulillar y dos (2%) tenian otras
histologias (mucinoso, medular). En cuanto al grado histologico de Bloom Richardson,
fue evaluado como I en 8 pacientes (10%), como II en 34 pacientes (44%), como III en

35 pacientes (45%), y en 9 no fue determinado. El seguimiento medio para todas las
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pacientes fue de 50,5 meses (rango, 5-154), y el seguimiento medio para las pacientes

vivas de 77 meses (rango, 40-154).

Tabla 5. Caracteristicas de las pacientes

N=86
Edad, media (rango) 54 (31-79)
Estado menopausico
Premenopausia 36 (42%)
Postmenopausia 50 (58%)
Tamaiio Tumoral medio (cm) 6 (2.5-12)
pretratamiento
Grado de diferenciacion
Grado I 8(10.4)
Grado 11 34 (44.2)
Grado III 35 (45.5)
Desconocido 9
Estadio Clinico
11 24 (28%)
111 62 (72%)
Cirugia
Mastectomia 78 (91%)
Tumorectomia 8 (9%)
Estado ganglionar patologico
Positivo 69 (80%)
Negativo 17 (20%)
Histologia
Carcinoma ductal infiltrante 79 (92%)
Carcinoma lobular infiltrante 5 (6%)
Otros: mucinos, medular 2 (2%)
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5.1.2 Respuesta clinica y patologica

Considerando la respuesta clinica evaluada por exploracion fisica con los
criterios RECIST, 66 pacientes (76.7%) presentaron respuesta parcial, 18 pacientes
(20.9%) presentaron enfermedad estable, y 2 (2.3%) progresion de la enfermedad.

La respuesta patologica fue evaluada de acuerdo con los criterios de Miller y
Payne como se puede ver en la Tabla 6. En un caso (1.2%) la respuesta patologica fue
completa a nivel ganglionar y local (G5); en 44 casos (51.2%) habia signos de
inflamacion, necrosis y fibrosis con la presencia de nidos de infiltracion local por
carcinoma ductal (G4, G3); en 37 casos (43%) no existia evidencia de respuesta

histologica (G2, G1).

Tabla 6. Respuesta patolégica

N=86
RESPUESTA Local Axila* Local + Axila
RC G5 5 (5.8%) D 1(1.2%)
C 4 (4.7%)
RP G4+G3 44 (51.2%) | D 6 (6.9%)
C+B 32 (37.2%)
A 6 (6.9%)
NO RESPUESTA
G1+G2 37 (43%) | C+B 33 (38.4%)
A 4 (4.7%)

Valoracion de respuesta patoldgica segun los criterios de Miller y Payne. Respuesta en
tumor: GS5: ausencia de células infiltrantes tumorales residuales. G4: marcada
desaparicion de células tumorales invasivas, solo presencia de pequefios clusters de
células dispersas se pueden detectar. G3: considerable reduccion en las células
tumorales. G2: cierta pérdida de células tumorales invasivas, pero celularidad global
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aun elevada. G1: no reduccién en el nimero global respecto a la biopsia pretratamiento.
Respuesta en axila: A: Ganglios linfaticos sin metastasis. B: ganglios linfaticos con
cé¢lulas malignas. C: ganglios linfaticos aun positivos, pero con evidencia de cierta
regresion. D: ganglios linfaticos previamente positivos, ahora sin metastasis.

*En un total de 10 pacientes (11.6%) la linfadenectomia axilar resultd negativa, pero era
clinicamente negativa previamente a la cirugia (6 respuestas y 4 no respuestas).

Respuesta axilar tipo A

5.1.3 Tiempo a progresion y supervivencia

El tiempo medio a la progresion fue de 42 meses (95% IC, 21.66-62.34), y la
supervivencia media fue de 55 meses (95% IC, 30.09-79.91) como muestran las figuras

Sybé.

Figura 5. Tiempo a la progresion
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Figura 6. Supervivencia
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5.1.4 Resultados del analisis inmunohistoquimico y de HER-2 por CISH y
relacion con respuesta, tiempo a la progresion y supervivencia
Los RE fueron positivos en 51 pacientes (59.3%), los RP fueron positivos en 27

pacientes (31.4%).
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La citokeratinas 5/6 fueron positivas en 18 tumores (21%), de los cuales (como
veremos mas adelante en el andlisis por subgrupos), 11 eran triples negativos (61.1%), 4
HER-2 positivos 22.2%), 2 luminal A (11.1%) y 1 luminal B (5.6%). HER-2 fue
evaluado por inmunohistoquimica y considerado negativo en caso de resultados 0 o 1+;
en caso de resultados 2+ o 3+ fue evaluado por CISH para decidir su positividad o
negatividad. Finalmente la vimentina fue positiva en 13 casos (15%) de los cuales
(segun el andlisis por subgrupos posteriormente especificado) 10 eran triple negativos
(77%), 2 HER-2 positivos (15.3%) y 1 luminal B (7.7%).

En las figuras 7, 8, 9, 10 y 11 podemos ver ejemplos de la serie de expresion de

RE, HER-2, analisis de HER-2 por CISH, expresion de CK 5/6 y vimentina.

Figura 7. Analisis inmunohistoquimico de los RE
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Figura 9. Analisis de HER-2 por CISH

CISH negativo CISH positivo

Figura 10. Analisis inmunohistoquimico de CK 5/6

CK 5/6 negativa CK 5/6 positiva

Figura 11. Analisis inmunohistoquimico de Vimentina
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En la Tabla 7 podemos ver los resultados antes mencionados.

Tabla 7. Tabla de resultados del analisis de RE, RP, HER-2, CK 5/6, Vimentina

N=86
RE
0-4% 35(40.7)
5-100% 51(59.3)
RP
0-4% 59(68.6)
5-100% 27(31.4)
Citokeratina 5/6*
Negativo 66 (78.6)
Positivo 18 (21.4)
HER2 por IHQ+CISH*
Positivo 17 (20.2)
Negativo 67 (79.8)
Vimentina*
Negativo 72 (84.7)
Positivo 13 (15.3)

* Determinacion no posible en algunos pacientes por problemas técnicos

Respuesta patoldogica y caracteristicas clinicas y del analisis inmunohistoquimico

Como unicamente un paciente presentd una respuesta completa patologica en el
tumor y en la axila, esto limitdé mucho la correlacion de los diferentes pardmetros con la
respuesta completa patoldgica. Pero, tal y como se ha hecho en algunos trabajos
reportados'”’, se clasificaron las pacientes como respondedoras (las que presentaban

79



respuestas segun los criterios de Miller y Payne grado 3,4,5), o como no respondedoras

(las que presentaban respuestas grado 1,2). Seglin esta clasificacion, las respuestas

patoldgicas se correlacionaron con mayor expresion de Vimentina (p=0.03), y con la

ausencia de expresion de receptores de estrégenos y progesterona (p=0.008 y p=0.004,

respectivamente), como se puede ver en la tabla 8.

Tabla 8. Respuesta patoldgica y caracteristicas de las pacientes

RESPUESTA | NO RESPUESTA P
MENOPAUSIA
0.51
No 19(52.8) 17(47.2)
Si 30(61.2) 19(38.8)
RP
0.004
0-4% 40(67.8) 19(32.2)
5-100% 9(33.3) 18(66.7)
RE
0.008
0-4% 26(74.3) 9(25.7)
5-100% 23(45.1) 28(54.9)
Citokeratina 6/7
0.80
NEGATIVO 37(56.1) 29(43.9)
POSITIVO 11(61.1) 7(38.9)
HER-2 por IHQ+ CISH
0.59
HER-2 positivo por CISH 11(64.7) 6(35.3)
HER-2 negativo por CISH 36(53.7) 31(46.3)
Vimentina
0.03
Negativo 37(51.4) 35(48.6)
Positivo 11(84.6) 2(15.4)
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Analisis univariante y multivariante para tiempo a la progresion y supervivencia

Tabla 9. Analisis univariante para tiempo a la progresion y supervivencia para las

86 pacientes

Pacientes (N=86)

Tiempo a Progresion Supervivencia

N HR (95% CI) P HR (95% CI) P
RE
Negativo 35 | 2.25(1.28-3.95) | 0.005 | 2.51 (1.41-4.47) | 0.002
Positivo 51 1 1
RP
Negativo 59 | 1.40(0.76-2.58) | 0.28 | 1.74(0.90-3.36) | 0.10
Positivo 27 | 1
HER-2 THQ+CISH
Negativo 67 1 1 0.22
Positivo 17 1.38 (0.70-2.71) | 0.35 | 1.53(0.78-3.03)
Estado ganglionar
Negativo 17 1 1 0.11
Positivo 69 | 2.25(0.95-5.28) | 0.06 | 2.03 (0.86-4.78)
Vimentina
Negativo 72 | 1.26 (0.54-2.97) | 0.59 | 1.01(0.45-2.23) | 0.99
Positivo 13 1 1
Citokeratina 5/6
Negativo 66 | 1.06(0.51-2.18) | 0.88 | 0.83(0.41-1.67) | 0.59
Positivo 18 1 1
Edad

86 | 1.02(0.99-1.04) | 0.23 | 1.01(0.99-1.04) | 0.29
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En el andlisis unitivariante para tiempo a la progresion para las 86 pacientes, las
pacientes con tumores con RE negativo presentaron mayor riesgo de recidiva (HR 2.25,
p=0.005). En cuanto al analisis multivariante, el estado ganglionar positivo después de
la cirugia y los RE negativos se asociaron significativamente a un mayor riesgo de
recidiva (HR 0.37, p=0.04 para el estado ganglionar; y HR 2.07, p=0.01 para el RE).

En el andlisis univariante para la supervivencia, las pacientes con RE negativo
presentaron mayor riesgo de muerte (HR 2.51, p=0.002). En el andlisis multivariante, el
estado ganglionar positivo tras la cirugia, y los RE negativos se asociaron
significativamente a un mayor riesgo de muerte (HR 0.38, p=0.04 para el estado

ganglionar; y HR 2.40, p=0.005 para el RE).

Tabla 10. Analisis multivariante para tiempo a progresion y supervivencia

Tiempo a Progresion Supervivencia

N HR (95% CI) P HR (95% CI) P
RE
Negativo 35 2.07 (1.14-3.77) | 0.01 | 2.40(1.30-4.40) | 0.005
Positivo 51 1 1
Estado Ganglionar
Negativo 17 1 0.04 1 0.04
Positivo 69 0.37 (0.14-0.95) 0.38 (0.14-0.97)

5.1.5 Analisis de Ki 67 y resultados

La determinacion de Ki67 se realizo en 76 de los 86 casos (88.4%) tomando
como punto de corte para su positividad un 13% fue positiva en 22 casos (29%) y
negativa en 54. La positividad de Ki67 se asocio a la positividad de Vimentina y CK

5/6, como vemos en la Tabla 11.
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Tabla 11. Ki67 y caracteristicas de las pacientes

Ki67 P
Positiva (22) Negativa (54)
Tamaiio clinico 6.7 6.2 0.335
Estadio Clinico
0.709
11 6 (27.3%) 15 (27.8%)
I 16 (72,8%) 38 (70,4%)
Grado de diferenciacion
.652
I 2 (9.1%) 5(10.2%)
11 8 (36.4%) 23 (46.9%)
111 12 (54.5%) 21 (42.9%)
Estado ganglionar
postcirugia 449
Negativo 5(22.7%) 10 (18.5%)
Positivo 17 (77.3%) 44 (81.5%)
Vimentina
.004
Negativa 14 (63.6%) 50 (92.6%)
Positiva 8 (36.4%) 4 (7.4%)
CK 5/6
.041
Negativa 14 (63.6%) 45 (84.9%)
Positiva 8 (36.4%) 8 (15.1%)
Figura 12. Analisis de Ki 67
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Ki67 no se correlacion6 con la respuesta clinica ni con la respuesta patologica

como vemos en la Tabla 12

Tabla 12. Ki67 y respuesta clinica y patolégica

Ki67 P
Positivo Negativo

Respuesta Clinica

492
RP+RC 16 (72.7%) 41 (75.9%)
EE+PE 6 (27.3%) 13 (24.1%)
Respuesta Patolégica

433

RESPUESTA
NO RESPUESTA

13 (59.1%)
9 (40.9%)

29 (53.7%)
25 (46.3%)

RP: respuesta parcial, RC: respuesta completa, EE: enfermedad estable, PE: progresion

Figura 13. Ki 67 y tiempo a Progresion

Tiempo a Progresion

1.0 KI67_NOVA
ILBW —I1Positiva
—I"TNegativa
—t+— Positiva-censore
0.8 —LL —+ Eeg;tiva-censorgd
S oo
== {
= | [ .
l
u, 2
0,07
T T T T T
0 50 100 150 200
Tiempo (meses)
Ki67 N Mediana (95% IC)
Positivo 2 27 (26.79-58.46) P=.167
Negativo 54 54 (58.78-95.81)

84




En cuanto al tiempo a la progresion y a la supervivencia fueron peores en caso
de Ki67 positivas, sin embargo las diferencias no fueron estadisticamente significativas

como vemos en las figuras10y 11.

Figura 14. Ki67 y supervivencia.
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5.1.6 Analisis de resultados segin los subgrupos de cancer de mama definidos en

funcion de RE, RP, HER-2 y Ki 67

Tal y como se ha especificado en el apartado de materiales y métodos se
establecieron los diferentes subgrupos de cancer de mama a partir del andlisis
inmunohistoquimico de RE, RP, HER-2 (inmunohistoquimica y CISH) y Ki67;
estableciéndose los siguientes subgrupos: 1) luminal A: RE y/o RP positivos, y HER-2
negativo y Ki67 <13%; 2) luminal B: RE y/o RP positivos, y/o HER-2 positivo y/o
Ki67>13%; 3) triple negativo: RE, RP y HER-2 negativos; y 4) HER-2 positivo: RE y
RP negativos y HER-2 positivo.

De acuerdo con esta clasificacion, 32 pacientes (40.5%) fueron clasificados
como luminal A, 14 pacientes (17.7%) como luminal B, 22 (27.8) como triple negativo
y 11 (14%) como HER?2 positivo.

En cuanto a las caracteristicas clinicas, como se describe en la tabla 13, no se
encontraron diferencias entre los subgrupos entre edad, estadio, tipo de cirugia, estatus
ganglionar. Si que se aprecio una tendencia no significativa a un menor tamafio tumoral
clinico en el grupo luminal A. Si que existia una diferencia significativa en el grado de
diferenciacion, siendo los tumores triple negativos y HER2 positivos los mas
indiferenciados. Por otra parte la expresion de Vimentina se asoci6 significativamente al
subtipo triple negativo, asi como la expresion de CK5/6.

No existieron diferencias significativas en la respuesta clinica, y, en cuanto a la
respuesta patologica aunque el porcentaje de pacientes respondedoras fue superior en
los grupos triple negativo y HER2 positivo las diferencias no fueron significativas como

vemos en tabla 14.
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Las pacientes con tumores clasificados como luminal A presentaron de forma

significativa un mayor tiempo a progresion y una mayor supervivencia, como vemos en

las figuras 9 y 10.

Tabla 13. Subgrupos y caracteristicas clinicas.

Subtipos
Luminal A | Luminal B Triple HER2
Negativo | Positivo
Edad 55.2 559 55.5 55.3 999
Tamaiio clinico 5.6 7.1 6.2 7.0 072
Estadio
184
11 11(34.4%) 2(14.2%) 7(31.8%) | 7(31.8%)
111 21(65.6%) 12(85.8%) | 15(68.2%) | 15(68.2%)
Grado de diferenciacion
.009
I 5(17.9%) 2(14.3%) 0 (0%) 0(0%)
11 14(50%) 8(57.1%) 5(23.8%) 4(40%)
111 9(32.1%) 4(28.6%) | 16(76.2%) 6(60%)
Tipo de cirugia
207
Mastectomia 31(96.9%) 12(85.7%) | 19(86.4%) | 11(100%)
Tumorectomia 1(3.1%) 2(14.3%) 3(13.6%) 0(0%)
Estatus ganglionar
.665
Negativo 5(15.6%) 4(28.6%) 6(27.3%) | 2(18.2%)
Positivo 27(84.4%) 10(71.4%) | 16(72.7%) | 9(81.8%)
Vimentina
.000
Negativa 32(100%) 13(92.9%) | 11(52.4%) | 9(81.8%)
Positiva 0(0%) 1(7.1%) 10(47.6%) | 2(18.2%)
CK 5/6
.001
Negativa 29(93.5%) 13(92.9%) 11(50%) | 7(76.9%)
Positiva 2(6.5%) 1(7.1%) 11(50%) | 4(23.1%)
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Tabla 14. Subgrupos y respuesta

Subtipos
Luminal A | Luminal B Triple HER2
Negativo Positivo
Respuesta clinica
779
RP+RC 23(71.9%) 10(71.4%) | 18(81.8%) | 9(81.8%)
EE+PE 9(28.1%) 4(28.6%) 4(18.2%) 2(18.8%)
Respuesta patologica
114
RESPUESTA 15(46.9%) 6(42.9%) 16(72.7%) | 8(72.7%)
NO RESPUESTA 17(53.1%) 8(57.1%) 6(27.3%) 3(27.3%)
Figura 15. Subgrupos y tiempo a la progresion
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Luminal B 13 31 (28.41-73.84)
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HER?2 positivo 11 42 (22.03-58.42)
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Figura 16. Subgrupos y supervivencia

Supervivencia
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Luminal B 13 50 (44.10-83.77)
Triple Negativo 22 30 (34.96-80.40)
HER?2 positivo 11 48 (24.60-59.32)

5.1.7 Resultados en funcion de HIP1

HIP1 fue evaluado por inmunohistoquimica en los 86 pacientes, siendo

considerado negativo en caso de que el resultado fuera 0 o 1, y positivo en caso de que

fuera 2 o 3. El resultado fue 0 en 11 pacientes (13.3%), 1 en 40 pacientes (48.2%), 2 en

25 pacientes (30.1%), y 3 en 7 pacientes (8.4%). En las imdgenes vemos ejemplos de

cada uno de los resultados.
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Figura 17. Imagenes de HIP1

Huntingtina 0 Huntingtina 1+ Huntingtina 2+  Huntingtina 3+
El valor de Huntingtina no se correlacion6 con ninguna de las caracteristicas
clinicas de la serie, ni con los RE, RP, Vimentina, ni HER2, ni con los subgrupos. HIP1

negativo se correlaciono en el limite de la significacion con la positividad de CK5/6.

Tabla 15. Analisis de HIP1 y CKS5/6

HIP1
Negativa (0+1) Positiva (2+3) P
Citokeratina 6/7
0.05
Negativo 34(53.1) 30(46.9)
Positivo 16(88.9) 2(11.2)

HIP1 no se correlaciond con la respuesta clinica. Sin embargo, si se correlaciono
con la respuesta patologica, asi los pacientes con HIP1 positiva presentaron una mayor

respuesta patoldgica, como vemos en la tabla 16.

Tabla 16. HIP1 y respuesta patologica

HIP1
Positiva Negativa
RESPUESTA PATOLOGICA
Respuesta 23(71.9%) 24(47.1%) o
No Respuesta 9 (28.1%) 27(52.9%)
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HIP1 no se correlaciono con el tiempo a progresion ni con la supervivencia.

Figura 18. HIP1 y tiempo a progresion

Tiempo a progresion
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O,IOO 50!00 100|,00 150|,00 200|,00
Tiempo (meses)
HUNTINTINA N Median (95% CI) p
Negativos (0+1) 51 36 (12.49-59.51) 0.49
Positivos (2+3) | 32 51 (0-103.31)
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Figura 19. HIP1 y supervivencia

Supervivencia
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Negativos (0+1) 51 67(34.95-99.05) 0.74
Positivos (2+3) 32 | 50(33.89-66.11)
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5.2 ANALISIS DE LAS 41 PACIENTES EN LAS QUE SE REALIZARON LOS

NIVELES DE mRNA DE BRCA1

5.2.1 Expresion de mRNA de BRCAL1 y resultados

El valor medio de la expresion de mRNA de BRCAI en las 41 muestras
analizadas fue de 16.68 (rango, 2.93-187.40). Las pacientes fueron divididas en terciles
segun los niveles de BRCAI, encontrando 14 pacientes en el primer tercil, 14 en el
segundo tercil, y 13 en el tercer tercil. Cuando comparamos los resultados con los dos
genes housekeeping adicionales (r18S, RPLPO0) con los obtenidos en el andlisis original
con B-actina, usando el test de correlacion de Spearman (two-sided), se encontrd una
correlacion significativa entre los tres genes: B-actina vs r18S (p=0.70; p<0,001); B-
actina vs RPLPO (p=0.61; p<0.001); RPLPO vs r18S (p= 0.77; p<0.001). También hubo
una correlacion significativa de la expresion de BRCAI calculada de acuerdo con cada
uno de los tres genes housekeeping: BRCA1/ B-actina vs BRCA1/ B-actina y RPLPO
(p=0.60; p<0.001); BRCAL1/ B-actina vs BRCA1/ B-actina y r18S (p=0.70; p<0,001)
(Tabla 17).

En 34 de los 41 pacientes, quedaba RNA disponible de las muestras originales, y
se realizé la expresion de BRCA1 en estas 34 muestras usando dos genes adicionales
housekeeping, ribosomal 18S (r18s) y RPLPO. Se encontrd una correlacion significativa
entre los tres genes (p<<0.001). En la tabla 17 se muestran los resultados mediante PCR

cuantitativa en tiempo real (real time quantitative PCR; RT-QPCR).
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Tabla 17. Real-time QPCR para BRCA1/ B-actina vs BRCA1/ B-actina y RPLP0

BRCA1 RNA expresion

Niimero Ct 18S Ct RPLPO Ct - B actin 2 M BRCAL vs B-act/18S | 2 44 BRCAL vs § -act/RPLPO
NM 2 21.37 3322 30.79 40.79 13.50
NM 3 17.45 30.43 26.53 12.21 5.98
NM 4 21.15 32.49 31.93 59.30 16.45
NM 6 19.84 32.06 27.87 15.30 576
NM 7 19.81 31.39 31.80 77.44 2334
NM 11 17.72 30.78 2634 9.85 4.96
NM 12 16.44 28.81 24.60 8.06 3.19
NM 13 20.50 332 29.99 18.96 8.43
NM 14 18.21 29.96 28.52 13.41 429
NM 15 17.86 30.46 28.79 11.04 4.74
NM 16 19.55 33.11 30.45 20.11 12.04
NM 20 1827 30.86 28.82 18.96 8.11
NM 33 18.12 31.09 27.94 9.06 442
NM 34 20.51 32.86 28.41 30.06 11.84
NM 36 18.53 31.46 27.42 5.41 2.60
NM 37 18.92 33.32 33.00 40.22 3222
NM 38 19.00 31.82 27.51 23.83 11.04
NM 40 17.93 3234 29.78 9.75 7.84
NM 41 19.23 3236 28.80 2239 11.55
NM 42 19.67 31.91 29.38 13.98 530
NM 43 17.00 30.22 26.72 8.69 4.63
NM 46 19.41 33.25 27.99 7.52 4.96
NM 47 19.18 32.08 27.70 3.01 1.43
NM 48 19.40 33.36 29.93 25.90 17.81
NM 49 19.33 31.14 28.48 9.55 3.12
NM 50 17.95 30.4 28.72 6.89 2.81
NM 52 18.28 31.31 27.24 15.56 775
NM 53 18.49 32.75 28.33 6.11 4.66
NM 64 16.98 3027 25.52 10.27 5.60
NM 66 21.23 33.95 28.89 10.41 4.66
NM 67 18.13 31.26 26.69 13.18 6.80
NM 68 17.80 31.18 27.83 20.04 1127
NM 69 19.63 3222 28.59 4222 18.06
NM 70 18.68 33.51 28.34 11.39 10.59
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5.2.2 BRCAL1 y caracteristicas clinicas
Las caracteristicas clinicas y del analisis inmunohistoquimico de las 41 pacientes
en las que se realizaron los niveles de expresion de BRCA1 eran comparables con las

caracteristicas de la cohorte de 86 pacientes como podemos ver en la tabla 18.

Tabla 18. Tabla de caracteristicas de la cohorte entera, de las 41 pacientes con

analisis de mRNA de BRCAL1 y de las restantes 45 pacientes

Cohorte entera | Patientes sin analisis de Patientes con analisis p
(N=86) BRCA1 (N=45) deBRCA1 (N=41)
N (%) N (%) N (%)
Edad, media (rango) 54 (31-79) 56(34-74) 55 (31-79) 0.78
Estado de Menopausia
0.51
Premenopausica 36 (42%) 28(62.2) 22 (54%)
Posmenopausica 50 (58%) 17(37.8) 19 (46%)
Tamaiio tumoral (cm) 6 (2.5-12) 6(2.50-12) 6.4 (2.5-12) 0.34
Grado de diferenciacion
0.52
Grado 1 8(10.4) 5(13.2) 3(7.7)
Grado 11 34 (44.2) 18 (47.4) 16 (41)
Grado 111 35 (45.5) 15 (39.5) 20 (51.3)
Desconocido 9 7 2
Estadio Clinico
0.51
II 24 (28%) 14 (31.1) 10 (24%)
111 62 (72%) 31 (68.9) 31 (76%)
Respuesta patologica
0.63
Respuesta (G5, G4, G3) 49 (57%) 27 (60) 22 (53.7%)
No respuesta (G2, G1) 37 (43%) 18(40) 19 (46.3%)
Cirugia
0.54
Mastectomia 78 (91%) 39(86.6) 39 (95%)
Tumorectomia 8 (9%) 6(13.3) 2 (5%)
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Cohorte entera | Patientes sin analisis de Patientes con analisis p
(N=86) BRCA1 (N=45) deBRCA1 (N=41)
N (%) N (%) N (%)
Estado ganglionar
0.29
Positivo 69 (80%) 34(75.6) 35 (85%)
Negativo 17 (20%) 11(24.4) 6 (15%)
Histologia
0.41
Ductal Infiltrante 79 (92%) 41(91.1) 38 (93%)
Lobular infiltrante 5(6%) 3(6.7) 2 (5%)
Otros: mucinoso, medular 2 (2%) 1(2.2) 1 (2%)
RE
19(46.3) 0.38
0-4% 35(40.7) 16(35.6) 22(53.7)
5-100% 51(59.3) 29(64.4)
RP
0.65
0-4% 59(68.6) 32(71.1) 27(65.9)
5-100% 27(31.4) 13(28.9) 14(34.1)
Citokeratina 5/6*
0.60
Negativa 66 (78.6) 35(81.4) 31(75.6)
Positiva 18 (21.4) 8 (18.6) 10 (24.4)
HER?2 por IHQ+CISH
0.99
Positivo 17 (20.2) 9 (20.5) 8 (20)
Negativo 67 (79.8) 35(79.5) 32 (80)
Vimentina*
0.56
Negativo 72 (84.7) 37(82.2) 35(87.5)
Positivo 13 (15.3) 8(17.8) 5(12.5)
Subtipos*
0.73
Luminal A 32 (40.5%) 18 (47.5%) 14 (34.1%)
Luminal B 14 (17.7%) 5131 9 (21.9%)
Triple negativa 22 (27.8%) 10 (26.3) 12 (29.3%)
HER?2 positiva 11 (14%) 5131 6 (14.7%)

BRCA1 (Media,
rango)

16.68 (2.93-187.40)
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Las caracteristicas de las pacientes en funcion de los niveles de BRCAI
clasificados en terciles, no presentaron diferencias como se aprecia en la Tabla 19.

Tabla 19. Caracteristicas en funcion de los niveles de mRNA de BRCA1

BRCAL1 bajo BRCALI Intermedio BRCAL alto p
N (%) N (%) N (%)
Edad, median (rango) 59 (45-73) 51 (32-79) 54 (31-74) 0.25
Estado de menopausia
0.52
Premenopausia 5(26.3) 8 (42.1) 6 (31.6)
Posmenopausia 9 (40.9) 6 (27.3) 7 (31.8)
Tamafio tumoral (cm) 6 (4-10) 7 (2.50-12) 6 (4-11) 0.60
Grado de diferenciaciéon
0.56
Grado I 0 2(14.3) 1(8.3)
Grado I1 6 (46.2) 4 (28.6) 6 (50)
Grado 111 7 (53.8) 8(57.1) 5(41.7)
Estado ganglionar
0.99
Negativo 2 (33.3) 2(33.3) 2 (33.3)
Positivo 12 (34.3) 12 (34.3) 11 (31.4)
Citokeratina 5/6
0.10
Negativo 11 (35.5) 8(25.8) 12 (38.7)
Positivo 3(30) 6 (60) 1(10)
HER2 por IHQ+ CISH
0.43
Negativo 11 (34.4) 10 (31.3) 11 (34.4)
Positivo 3(37.5) 4 (50) 1(12.5)
RE
0.79
Negativo (0-4%) 7 (36.8) 7 (36.8) 5(26.3)
Positivo (5-100%) 7 (31.8) 7 (31.8) 8 (36.4)
RP
0.18
Negativo (0-4%) 10 (37) 11 (40.7) 6 (22.2)
Positivo (5-100%) 4 (28.6) 3(21.4) 7 (50)
Vimentina
0.74
Negativa 13 (37.1) 12 (34.3) 10 (28.6)
Positiva 1(20) 2 (40) 2 (40)
Subtipo
0.43
Luminal A 5(38.5) 4 (30.8) 4 (30.8)
Luminal B 2(22.2) 3(33.3) 4 (44.4)
Triple negativo 4(33.3) 5(41.7) 3(25)
HER-2 positivo 3 (50) 2 (33.3) 1(16.7)
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5.2.3 BRCAL1 y subgrupos

Se analizé la relacion de los niveles de mRNA de NRCAT1 con los diferentes
subgrupos de cancer de mama previamente descritos. En la tabla 20 encontramos los
valores medios de BRCAlpara cada subgrupo, sin que existieran diferencias
significativas entre ellos.

Tabla 20. Subgrupos y niveles de mRNA de BRCA1

N Medio 95% IC P
Luminal A 14 34.51 5.24-63.78 .53
Luminal B 9 43.09 6.18-80.01
Triple negativo 12 22.35 9.92-34.77
HER?2 positivo 6 19.27 7.53-31.00

5.2.4 BRCAL1 y respuesta a la quimioterapia

Tan solo un paciente adquirié una respuesta patologica completa (en el tumor
pero no en la axila); por ello es dificil correlacionar la respuesta con los niveles de
mRNA de BRCAI. Considerando la clasificacion de los pacientes en respondedores y
no respondedores como se ha mencionado previamente, se correlacionaron con los
niveles de mRNA de BRCAL1. Cuando los pacientes eran divididos en terciles segin los
niveles de BRCA1, aquellos pertenecientes al tercil de niveles mas bajos consiguieron
un 47.6 de las respuestas patologicas, mientras los del tercil intermedio tan solo un
28.6%, mientras los del tercil mas alto un 23.8%; las diferencias, sin embargo no fueron
significativas. En la tabla 21 vemos la respuesta de las 41 pacientes respecto de la

respuesta de la cohorte global.
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Tabla 21. Respuesta patologica para la cohorte de 86 pacientes y para las 41 con

niveles de mRNA de BRCA1
Cohorte Entera Pacientes con analisis de BRCA1
(N=86) (N=41)
RESPUESTA . Local + S Local +
Local Axila* . Local Axila .
Axila Axila
CR G5 5(5.8%) |D 1 (1.2%) 1 (2.5%) C 1 (2.4%)
C 4 (4.7%)
PR G4+G3 44 (51.2%) | D 6 (6.9%) 21 (51.2%) | D 2 (4.9%)
C+B 32 (37.2%) C+B 16 (39.0%)
A 6 (6.9%) A 3 (7.3%)
NO RESPUESTA
G1+G2 37 (43%) | C+B 33 (38.4%) 19 (46.3%) | D 1 (2.4%)
A 4 (4.7%) C+B 18 (44%)

Valoracion de respuesta patologica segun los criterios de Miller y Payne. Respuesta en

tumor: G5: ausencia de células infiltrantes tumorales residuales. G4: marcada
desaparicion de células tumorales invasivas, solo presencia de pequefios clusters de
células dispersas se pueden detectar. G3: considerable reduccion en las células
tumorales. G2: cierta pérdida de células tumorales invasivas, pero celularidad global
atn elevada. G1: no reduccion en el nimero global respecto a la biopsia pretratamiento.
Respuesta en axila: A: Ganglios linfaticos sin metastasis. B: ganglios linfaticos con
células malignas. C: ganglios linfaticos aun positivos, pero con evidencia de cierta
regresion. D: ganglios linfaticos previamente positivos, ahora sin metastasis.

*A un total de 10 pacientes (11.6%) la linfadenectomia axilar fue negativa, pero la axila
era clinicamente negativa previamente a la cirugia (6 respuestas y 4 pacientes sin
respuesta). Respuesta axilar tipo A

"En un total de 3 pacientes (7.3%) la linfadenectomia axilar fue negativa, pero la axila
era clinicamente negativa previamente a la cirugia (2 respuestas y una paciente sin

respuesta). Respuesta axilar tipo A.
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Tabla 22. Respuesta patologica y niveles de mRNA de BRCA1 por terciles

BRCAL1 BRCAL1 BRCA1 p
Bajo N (%) | Intermedio N (%) Alto N (%)
Respuesta patologica
0.32
Respuesta (G5, G4, G3) | 10(47.6) 6(28.6) 6(23.8)
No respuesta (G2, G1) 4(22.2) 8(38.9) 7(38.9)

5.2.5 BRCALl y tiempo a progresion y supervivencia

Los niveles bajos de mRNA de BRCA1 se asociaron con un mejor tiempo a la

progresion (84 meses versus 14 y 36 meses; p=0.009) como vemos en la Figura 20.

Figura 20. Tiempo a progresion en funcion de niveles de BRCAL1 por terciles
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La supervivencia media no fue alcanzada en los pacientes con niveles bajos de
mRNA de BRCAI, mientras que fue de 21 meses para aquellas pacientes que

presentaban niveles intermedios y de 50 para las que presentaban niveles altos (p=0.03)

como vemos en la Figura 21.

Figura 21. Supervivencia en funcion de los niveles de BRCA1 por terciles.
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5.2.6 Analisis uni y multivariante para tiempo a la progresion y supervivencia en

las 41 pacientes

En el andlisis univariante para tiempo a progresion y supervivencia para las 41
pacientes, los niveles bajos de mRNA de BRCA1 se asociaron a menor riesgo de
recaida y a mayor supervivencia (p=0.004 y p=0.01, respectivamente), y el estado
ganglionar positivo se asocid a menor tiempo a progresion (p=0.005) como se puede
apreciar en la tabla 23.

En el andlisis multivariante para tiempo a la progresion y supervivencia, los
niveles bajos de mRNA de BRCAI, el RP positivo y la ausencia de afectacion
ganglionar predijo un menor riesgo de recidiva, mientras que los niveles bajos de
mRNA de BRCA1 y los RP positivos fueron las tinicas variables asociadas de forma

significativa con una mejor supervivencia como podemos apreciar en la Tabla 24.

Tabla 23. Analisis univariante para tiempo a la progresion y supervivencia par
alas 86 pacientes y par alas 41 pacientes en las que se realizaron los niveles de

mRNA de BRCA1
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Tabla 23. Analisis univariante para tiempo a la progresion y supervivencia par alas 86 pacientes y par alas 41 pacientes en las que se

realizaron los niveles de mMRNA de BRCAL.

Todos los pacientes (N=86)

Pacientes con BRCAL analizado (N=41)

Tiempo a progresion

Supervivencia

Tiempo a progresion

Supervivencia

N HR (95% CI) P HR (95% CI) P N HR (95% CI) P HR (95% CI) p
BRCAL1 por terciles
Bajo 14 1 1
Intermedio | --- 14 | 4.55(1.61-12.85) | 0.004 | 3.90 (1.34-11.38) | 0.01
Alto 13 2.42 (0.87-6.76) | 0.09 2.41(0.82-7.09) |0.11
RE
Negativo | 35 2.25 (1.28-3.95) 0.005 | 2.51(1.41-4.47) | 0.002 | 19 1.57 (0.73-3.36) | 0.25 1.70 (0.78-3.69) | 0.18
Positivo | 51 1 1 22 1 1
RP
Negativo | 59 1.40 (0.76-2.58) 0.28 | 1.74(0.90-3.36) | 0.10 27 1.80 (0.77-4.19) | 0.17 1.98 (0.83-4.74) | 0.13
Positivo 27 1 1 14 1 1
HER2 por CISH
Negativo | 67 1 1 32 1 1
Positivo | 17 1.38 (0.70-2.71) 0.35 1.53 (0.78-3.03) | 0.22 8 1.57 (0.62-3.96) | 0.34 1.63 (0.65-4.12) | 0.30
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Tabla 23. Continlia de pagina anterior

Todos los pacientes (N=86)

Pacientes con BRCAL analizado (N=41)

Tiempo a progresion

Supervivencia

Tiempo a progresion

Supervivencia

N HR (95% CI) P HR (95% CI) P N HR (95% CI) P HR (95% CI) p
Estado ganglionar
Negativo | 17 1 0.06 1 0.11 6 1 0.05 1 0.19
Positivo | 69 2.25 (0.95-5.28) 2.03 (0.86-4.78) 35 | 7.52(0.99-56.75) 2.61(0.61-11.15)
Vimentina
Negativo | 72 1.26 (0.54-2.97) 0.59 | 1.01(0.45-2.23) | 0.99 35 1.13(0.34-3.77) | 0.85 | 0.65(0.22-1.88) | 0.42
Positivo | 13 1 1 5 1 1
Cytokeratina 5/6
Negative | 66 1.06 (0.51-2.18) 0.88 | 0.83(0.41-1.67) | 0.59 31 1.28 (0.48-3.39) | 0.62 | 0.90 (0.36-2.26) | 0.83
Positive | 18 1 1 10 1 1
Subtypes
HER2+/ER- | 11 0.73 (0.30-1.79) 0.49 | 0.92(0.38-2.26) | 0.86 6 0.88 (0.26-2.95) | 0.84 | 0.97(0.30-3.18) | 0.96
Luminal A | 45 0.39 (0.20-0.75) 0.005 | 0.38(0.19-0.74) | 0.005 | 20 0.56 (0.23-1.38) | 0.21 0.54 (0.22-1.34) | 0.18
Luminal B 6 0.74 (0.25-2.21) 0.59 | 0.69 (0.23-2.06) | 0.50 2 2.07 (0.43-10.05) | 0.37 1.65 (0.35-7.82) | 0.53
Triple negativo | 22 1 1 12 1 1
Edad 86 1.02 (0.99-1.04) 0.23 | 1.01(0.99-1.04) | 0.29 41 1.02 (0.99-1.05) | 0.28 1.01 (0.98-1.05) | 0.38
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Tabla 24. Analisis multivariante para tiempo a la progresion y supervivencia en

las 41 pacientes con niveles de mRNA de BRCA1 analizado

Tiempo a Progresion Supervivencia
N HR (95% CI) P HR (95% CI) P
BRCAL1 por terciles
Bajo | 14 1 1
Intermedio | 14 7.68 (2.41-24.55) 0.001 | 4.52(1.51-13.46) | 0.007
Alto | 13 4.52 (1.50-13.63) 0.007 | 2.94(0.99-8.71) | 0.05
RP
Negativo | 27 4.15 (1.61-10.69) 0.003 | 2.43(0.99-5.93) | 0.05
Positivo | 14 1 1
Estado Ganglionar
Negativo | 6 1
Positivo | 35 | 12.01 (1.51-95.16) 0.02

5.2.7 Correlacion de BRCA1 por inmunohistoquimica (valores 0,1,2,3) con

BRCAL1 por cuantitativa.

La prueba de Kruskal-Wallis (p=0.522) nos informa a cerca de que los valores

de mediana de BRCA1 por cuantitativa son similares en los cuatro valores de BRCA1

por inmunohistoquimica asi como agrupandolos en pos/neg (p=0.45) aunque vemos que

0+1 es mas frecuente en valores por debajo de la mediana de BRCA1 y 2+3 en valores

por encima de la mediana, aunque la correlacion no es significativa (p=0.21)

No existid, por tanto, correlacion entre la determinacion de BRCA1 por

inmunohistoquimica y los niveles de mRNA de BRCA1 como observamos en la figura

22 y la tabla 25.
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Figura 22. Correlacion de BRCA1 por inmunohistoquimica (valores 0, 1, 2, 3) con
BRCAT1 por cuantitativa.
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Tabla 25. Tabla de comparacion de BRCA1 por inmunohistoquimica y niveles de
mRNA

BRCA1 Inmunohistoquimica BRCA1 Inmuno
Pos/Neg
0 1 2 3 P 0+1 2+3 P
Median valores BRCA1
cuantitativa 28.37 | 15.24 | 19.43 | 30.32 | 0.52 | 15.24 |20.39 | 045
BRCAL1 bajo mediana 2(10) | 10(50) | 6(30) | 2(10) | 0.40 | 12(60) | 8(40) | 0.21
BRCAL1 sobre mediana | 2(10) | 5(25) | 9(45) | 4(20) 7(35) | 13(65)
BRCAL1 terciles
0.30 0.12
T1 | 1(7) | 5(36) | 5(36) | 3(21) 6(43) | 8(57)
T2 | 1(7) | 7(50) | 4(29) | 2(14) 8(57) | 6(43)
T3 | 2(15) | 2(15) | 7(55) | 2(15) 4(31) | 9(69)
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6 DISCUSION

En definitiva, se trata de una serie de 86 pacientes en su mayoria
postmenopdausicas, diagnosticadas de neoplasia de mama, con tumores
predominantemente en estadio III, més frecuentemente hormonosensibles, tratadas de

forma neoadyuvante con quimioterapia basada en antraciclinas.

Objetivo 1: Definir las caracteristicas clinicas de la serie, el tiempo a la progresion
y la supervivencia. Correlacion de los resultados con RE, RP, HER2, Vimentina,

CK 5/6.

Al analizar los datos de respuesta, debemos considerar que las pacientes de
nuestra serie fueron tratadas con un esquema de quimioterapia basado en tan solo cuatro
ciclos de antraciclinas previamente a la cirugia, lo que consistia la practica de rutina en
el periodo de tiempo en el que el estudio se realizd, previamente a la introduccion de los
taxanos en el tratamiento primario del cancer de mama; este hecho podria explicar el
relativamente bajo rango de respuestas completas patologicas (1.2%) y de cirugia
conservadora (8%). Los esquemas actuales de quimioterapia neoadyuvante, consistentes
en seis a ocho ciclos de quimioterapia secuencial con antraciclinas y taxanos, consiguen
aumentar los rangos de respuesta completa patologica (20-30%) y cirugia conservadora
(61-67%)"°*'>* con resultados superiores a los alcanzados en nuestra serie de pacientes.
También es importante afiadir que se trata de una serie en la que predominaban los
casos localmente avanzados irresecables, constituyendo los estadios III un 72% de los
casos y siendo el tamafio tumoral medio al diagnostico de 6 cm, lo que explica los

resultados previamente mencionados.

Por otra parte, la serie fue tratada en un periodo de tiempo en el que el

tratamiento quimioterapico neoadyuvante en el cancer de mama era mas homogéneo
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que en el momento actual; asi, el 20% de las pacientes que presentaban amplificacion de
HER-2 no recibieron tratamiento antiHER-2 lo que constituye la practica habitual en el
momento actual, este hecho, sin duda empeora los resultados de respuesta. Por otra
parte, casi un 60% de pacientes presentaban hormonosensibilidad (RE positivo),
sabemos que este es un factor predictivo de menor respuesta a la quimioterapia, y que
en este subtipo de pacientes raramente encontramos remisiones completas patologicas
tras tratamiento neoadyuvante. Recientemente se han reportado resultados que apoyan
la combinacion de quimioterapia con antraciclinas y taxanos y agentes antiangiogénicos
consiguiendo mayor rango de respuestas patologicas y de remisiones completas
patoldgicas, en especial en pacientes triple negativas, en uno de los dos estudios
publicados'>*'>’.

Pese a tratarse de una serie con predominio de estadios III, el tiempo a la
progresion fue de 42 meses y la supervivencia de 55 meses. Este hecho podria estar en
relacioén con el predominio de pacientes hormonosensibles, que tras la quimioterapia y
la cirugia, realizaron tratamiento hormonal adyuvante con Tamoxifeno durante 5 afos;
datos recientes demuestran que cinco anos de Tamoxifeno reducen el riesgo de recidiva
y mortalidad durante 15 afios®. En la serie presentada, en el analisis multivariante, el
estado ganglionar positivo tras la cirugia, y los RE negativos se asociaron

significativamente a un mayor riesgo de muerte.

En cuanto al anélisis inmunohistoquimico, la negatividad de los RE y RP fue un
fuerte marcador predictivo de respuesta a la quimioterapia. El estado del RE es el factor
predictivo mas frecuentemente observado en la literatura. Diversos estudios con
diferentes agentes quimioterapicos, muestran un mayor indice de remision completa
patologica en tumores RE negativo respecto a RE positivo. El estado del RP también se

. .o . 152.1
ha relacionado con la respuesta a la quimioterapia'**'*.
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Por otra parte, en el analisis multivariante incluyendo las 86 pacientes, los RE se
erigieron como el mas potente predictor de TTP y SG. El valor prondstico de los RE
como ya se ha mencionado en la introduccion se ha evidenciado en diferentes series de
pacientes®®, sin embargo, estudios con mas seguimiento consideran que se trata de una variable
dependiente del tiempo, y con mayor tiempo de seguimiento, las diferencias en el rango de
recidivas y mortalidad disminuyen e incluso desaparecen, sugiriendo que los RE podrian ser un
marcador de rango de crecimiento mas lento mas que de un potencial intrinseco metastasico’’.
Nuestra serie presentaba un seguimiento medio de 9 afos, lo que refuerza el concepto del valor
prondstico de los RE.

Las citokeratinas son filamentos intermedios que se encuentran en las células de
la [dmina basal de los ductos mamarios normales. La expresion de citokeratinas basales
como la 5 y la 6 se han asociado con el cancer de mama tipo basal'*®. Las citokeratinas
5/6 fueron positivas en 18 tumores (21%), de los cuales (como veremos mas adelante en
el analisis por subgrupos), 11 eran triples negativos (61.1%), 4 HER2 positivos (22.2%),
2 luminal A (11.1%) y 1 luminal B (5.6%). En nuestro estudio, la expresion de
citokeratinas 5/6 estuvo fuertemente asociada con el subgrupo de tumores con RE y

HER2 negativos, como ya se ha reportado en estudios previos.

La expresion de Vimentina es un hallazgo poco frecuente en cancer de mama
invasivo, y se asocia a alta invasividad tumoral. En nuestra serie la expresion de
Vimentina fue positiva en 13 casos (15%) de los cuales 10 fueron triple negativos
(77%), 2 HER2 positivos (15.3%) y 1 luminal B (7.7%), resultados similares a los
reportados por otros grupos'>’. Es de destacar, que no se encontrd expresion de
Vimentina en caso de tumores luminal A. En nuestra experiencia la expresion de
Vimentina se asoci6 también a una mejor respuesta patologica, un 84.6% de los
pacientes con Vimentina positiva presentaron respuesta a la quimioterapia frente a un

51.4% de los pacientes con Vimentina negativa; hecho descrito previamente en estudios

109



in vitro'®. Sin embargo, la expresion de este marcador no se asocid a un peor tiempo a
la progresion ni a una peor supervivencia, probablemente en relacion al escaso numero

de pacientes de la serie.

Objetivo 2: Evaluacion de Ki67 y su posible valor pronoéstico y predictivo de la

respuesta a la quimioterapia.

Ki67 fue identificado en 1991como una proteina nuclear no histona. Su ausencia
en células quiescentes y su expresion en tejidos en proliferacion, planted su papel como
marcador de proliferacion. Diferentes estudios han corroborado este hecho. Ki67 es un
antigeno nuclear expresado con diferente intensidad a través del ciclo celular, se expresa
en fase de proliferacion (G1, S, G2 y M), pero no durante durante la fase GO. Asi,
existen diferencias en su expresion a lo largo del ciclo celular, que reflejan una
variabilidad en su sintesis de novo.

En general, el resultado depende del porcentaje de células que detecta el
anticuerpo, aunque esta metodologia tiene limitaciones, como son su baja
reproducibilidad, y la falta de homogeneidad en los diferentes estudios para considerar
un punto de corte que determine su valor prondstico; asi como la dificultad de su
estandarizacion.

En nuestro estudio, se realizo la determinacion inmunohistoquimica de Ki67%
considerandose positivo a partir de 14% segun resultados previamente reportados'*®.
Ki67 se pudo determinar en 76 de los 86 casos (88.4%), resultando positivo en 22 casos
(29%) vy negativo en 54 (71%). La positividad de ki67 se asocié a la positividad de
Vimentina como se habia reportado en algunas experiencias previaslsg’mo, lo que podria

justificarse por el hecho de que un marcador de proliferacion como Ki67 fuera mas
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frecuente en caso de expresion de un marcador como vimentina asociado a alta
invasividad tumoral. La positividad de Ki67 también se asoci6 a la de CK 5/6.

La expresion de ki67 no se correlacion6 con la respuesta a la quimioterapia. El
valor predictivo de Ki67 es controvertido, diferentes estudios con quimioterapia

119,120,161,162

neoadyuvante y/ o han encontrado que elevados valores de Ki67 se han

correlacionado con mejor respuesta a la quimioterapia, pero otros no han encontrado
esta asociacion'' 118163,

En cuanto al tiempo a la progresion y la supervivencia, fueron inferiores en caso
de Ki67 positivo (27 versus 54 meses para tiempo a la progresion, 50 versus 81 meses
para supervivencia), de forma similar a un metanalisis recientemente publicado®, pero
las diferencias no fueron significativas en nuestra serie, probablemente debido al
pequefio nimero de pacientes. Dos metandlisis recientes han reportado asociacion
significativa entre la alta expresion de Ki67 y un incremento del riesgo de recaida y

4
muerte 9’50.

Objetivo 3: Analisis de Ki 67 y definicion de los diferentes subgrupos de cancer de

mama a partir del valor de RE, RP, HER-2 i Ki67.

De forma similar al trabajo de Cheang'®, las pacientes fueron subdivididas en
subgrupos de acuerdo con la determinacion inmunohistoquimica de los RE, RP, HER-2
y Ki67. Segliin esta clasificacion, 32 pacientes (40.5%) fueron clasificados como
luminal A, 14 pacientes (17.7%) como luminal B, 22 (27.8%) como triple negativo y 11
(14%) como HER-2 positivo; frecuencias similares a las descritas en otras series.
También de forma similar a otros trabajos reportados, los tumores triple negativos y
HER-2 positivos fueron los mas indiferenciados, es decir presentaron con mas

frecuencia de forma significativa grado de diferenciacion III de la clasificacion de
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Bloom Richardson. Por otra parte los tumores triple negativos se asociaron de forma
significativa a expresion de vimentina, hecho éste asociado a una mayor invasividad
tumoral, mientras que en los tumores luminal A, asociados a un mejor pronostico, la
expresion de vicentina fue negativa en todos ellos. Los tumores triple negativos
presentaron también de forma significativa una mayor expresion de CK5/6. La mayor
expresion de vicentina y CK 5/6 en los tumores triple negativos probablemente se
encuentre en relacion con la alta expresion de genes del cluster llamado cluster basal,
que incluye Citokeratinas epiteliales, como la CK5/6, 14, y 17, EGFR, c-Kit, vimentina,
p-caherina, fascina, caveolinas 1 y 2, y afcristalina, que se ha asociado a los tumores de
tipo basal™®.

En cuanto a la respuesta patologica, no existieron diferencias significativas en la
respuesta patoldgica entre los diferentes subgrupos; aunque de forma similar a series
previamente reportadas el porcentaje de pacientes respondedoras fue superior en los
grupos triple negativo y HER-2 positivo (72.7% de respondedores en los tumores triple
negativo y HER-2 positivo frente a 42.9% en los luminales B y 46.9% en los luminales
A).

Coincidiendo con los resultados reportados por Sorlie y colaboradores®”; en
nuestra serie, los pacientes con tumores luminal A alcanzaron mayor tiempo a
progresion y supervivencia de forma estadisticamente significativa, este hecho podria
encontrarse en relacion al tratamiento hormonal complementario con Tamoxifeno
durante cinco afios, que recibieron las pacientes con RE positivo incluidas en la serie,
entre las que se encuentran las pacientes luminal A. El resto de subgrupos, entre las que
se encuentran las pacientes luminal B, presentaron peor tiempo a la progresion y peor
supervivencia, lo que apoya la caracterizacibon mediante técnicas de

inmunohistoquimica del subgrupo luminal B como un grupo de peor pronostico, y por
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tanto probablemente tributario de tratamiento sistémico adicional. En el trabajo se
incluyeron como luminal B las paciente con tumores RE positivos con HER-2 positivo
(tal y como sugerian los perfiles de expresion génica), pero también aquellos tumores

con RE positivos y un indice de proliferacion medido mediante Ki67 > 14%,

Objetivo 4: Analizar la expresion inmunohistoquimica de HIP1 en tejido tumoral.

Diferentes trabajos han hipotetizado que la expresion de HIP1 podria ser
necesaria para la tumorigénesis mamaria, hipotetizando que su inhibiciéon podria
conducir a una inhibiciéon de la progresion tumoral. En nuestra experiencia, HIP1 se
encuentra sobreexpresada en cancer de mama, la expresion de HIP1 por
inmunohistoquimica se present6 en 32 de los 86 pacientes (38.5%).

HIP1, que interactia con las proteinas de union a actina, es considerada el
primer componente de la maquinaria de endocitosis, jugando un papel fundamental en
el trafico de clathrina. En los ultimos afos, alteraciones de la regulacion de la
endocitosis, se han asociado con tumores. La modificacion de las vias de endocitosis
debido a la alteracion de HIP1, podria por tanto afectar a diferentes procesos en la
progresion a cancer, asi como en la respuesta a la quimioterapia de la enfermedad.

HIP1 no se correlaciond con ninguna del resto de caracteristicas de la serie, ni se
asocio a ninguno de los subgrupos.

En nuestra serie, la expresion por inmunohistoquimica de HIP1 se correlaciono
con la respuesta patologica a la quimioterapia, lo que sugiere un papel de HIP1 como
factor predictivo de la respuesta a la quimioterapia que deberia confirmarse en estudios
prospectivos.

Sin embargo, HIP1 no se asoci6 de forma significativa con el TTP y la SG, sin

embargo, las pacientes con tumores con expresion de HIP1 presentaron una tendencia a
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una peor supervivencia, como también se ha reportado en tumores de prdstata, donde la
expresion de HIP1 se relacioné con un peor prondstico tras la cirugia'®’. Todos estos
daos sugieren que la expresion de HIP1 contribuye a la tumorigénesis debido a la
ventaja que proporciona en el crecimiento celular, siendo necesarios futuros estudios

que evaluen su valor prondstico.

Objetivo S: Analisis de los niveles de mRNA de BRCA1

Los niveles de mRNA de BRCA1 fueron determinados en las 41 pacientes de las
que se disponia de tejido suficiente para el anélisis. En el analisis multivariante de estas
41 pacientes, el nivel de expresion de mRNA de BRCA1 fue el mas potente factor
predictivo de supervivencia. BRCAT1 juega un papel crucial en la reparacion del DNA y
los niveles bajos de mRNA de BRCAI1 se han observado en cancer de mama tanto
hereditario como esporadico. Pese a la ausencia de mutaciones de BRCA1 en el cancer
de mama esporédico, los niveles d¢ mRNA de BRCA1 pueden estar reducidos. Esta
reduccion de los niveles de mRNA de BRCAI en los casos de cancer de mama
esporadico se ha relacionado con la metilacion adquirida de la region promotora de
BRCA1'* y anormalidades en las vias que regulan la expresion de BRCA1'.

BRCA1 codifica una proteina del ciclo celular nuclear expresada en fases S y
G2, lo que podria explicar el hecho de que la sobreexpresion de BRCA1 ha sido
asociada con menor supervivencia en pacientes con cancer de pulmén de no célula
pequefia que no habian recibido quimioterapiams, En el cancer de mama esporadico, la
expresion de BRCA1 ausente o reducida se asocié con alto grado tumoral, estadio
avanzado con afectacion de los ganglios linfaticos, mayor tamano tumoral, invasion

vascular, receptores de estrogenos negativos, receptores de progesterona negativos y

malos resultados terapéuticos'®®. BRCA1 juega un papel multifuncional y se ha
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implicado en muchas funciones celulares normales, incluyendo la respuesta del dafio en
el ADN, la regulacion transcripcional, el control de puntos clave del ciclo celular, y la
ubiquitinacion. En consecuencia, la presencia o ausencia de la funcion de BRCAI
podria tener un efecto significativo en la respuesta celular a la quimioterapia y también
podria tener un valor predictivo, sobre todo en los pacientes tratados con agentes que
dafian el ADN, como fue el caso en el presente estudio.

Datos preclinicos sugieren que el gen BRCA1 pueden regular la sensibilidad
diferencial a los agentes quimioterapéuticos, la ausencia de la funcion de BRCAI
resultaria en una mayor sensibilidad a agentes quimioterapicos que producen dafio del
ADN, mientras que la presencia de los genes BRCAI funcionantes aumentaria la
sensibilidad a agentes antimicrotubulares. En lineas celulares de cancer de mama
humano, ya se reportd inicialmente que la sobreexpresion de BRCA1 daba lugar a una
mayor resistencia a la quimioterapia que dafia el ADN'®"'%1° En células HCC1937, la
restauracion de la funcion de los genes BRCAT, suprimio la sensibilidad a la apoptosis
en presencia de los agentes que dafian el ADN, como el cisplatino y etopdsido, mientras
que indujo la sensibilidad a agentes antimicrotubulos como el paclitaxel y la
vinorelbina, lo que sugiere que BRCAI1 actia como un modulador diferencial de la
apoptosis en funcion de la naturaleza del insulto celular'”°. En una publicacion reciente,
la sobreexpresion de los genes BRCAL y otros (p53, p21, GST, MDR1 y TOPOII o ) se
han asociado con la resistencia adquirida a la doxorrubicina en lineas celulares de
cancer de mama'’",

Un efecto de modulacion diferencial de la expresion de mRNA de BRCAI
también se observo en células tumorales aisladas de derrames malignos de cancer de
pulmén no microcitico y pacientes con cancer gastrico, cuyos niveles de mRNA de

BRCA1 se correlacionaron negativamente con la sensibilidad de cisplatino y
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positivamente con la sensibilidad al docetaxel'””. Ademas, varios ensayos clinicos han
demostrado una mejor respuesta clinica al tratamiento con antraciclinas en combinacion
con ciclofosfamida en pacientes con cancer de mama portadoras de la mutacion BRCA1
que en pacientes con cancer de mama esporadicos' ™. La regulacion positiva de genes de
reparacion del ADN se ha relacionado con la resistencia a la radioterapia, y las
pacientes portadoras de mutaciones de BRCA1 son mas sensibles a la radioterapia' ™.

En casos de cancer de mama esporadico, hay pruebas contradictorias a cerca de
si los tumores con la inactivacion epigenética de los genes BRCA1 también podrian
obtener un mayor beneficio a partir de agentes quimioterapicos que producen dafo en el
DNA. En un estudio de 51 pacientes con cancer de mama esporadicos, aquellos con
altos niveles de BRCA1 alcanzaron una mejor respuesta a la quimioterapia basada en
antraciclinas, a pesar de que la supervivencia global no fue examinada'™*. Este resultado
contrasta con los resultados de los modelos in vitro, los resultados con pacientes con
mutaciones de BRCAI, y los resultados de nuestra experiencia.

En una cohorte retrospectiva de 70 pacientes con cancer de ovario epitelial
esporadico tratados con quimioterapia basada en platino, aquellos con bajos niveles de
expresion de mRNA de BRCA1 tuvieron una supervivencia significativamente mejor en
comparaciéon con aquellos con altos niveles'””. Ademas, los niveles de expresion de
mRNA de BRCAI1 predijeron los resultados después de quimioterapia basada en
cisplatino en pacientes afectos de cancer de pulmén de no célula pequefia'*’. En la
misma linea, en un estudio retrospectivo de pacientes con cancer de vejiga localmente
avanzado tratados con quimioterapia basada en cisplatino, aquellos con niveles bajos o
intermedios de mRNA de BRCA1 alcanzaron una respuesta significativamente mejor, la
supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global también fueron mejores

: 1
que en aquellos con niveles altos'".
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En una serie reciente de 102 pacientes con cancer de pulmoén de célula no
pequeia, los altos niveles de mRNA de BRCA1 se asociaron con una mejor respuesta y
un menor riesgo de progresion a un esquema de quimioterapia basado en gemcitabina y
docetaxel'”’. Nuestros resultados son consistentes con la evidencia clinica y otros
estudios clinicos en cancer de mama. En un estudio comparativo de portadoras de
mutaciones de la linea germinal de BRCA1 y no portadores, las tasas de respuesta al
tratamiento neoadyuvante con docetaxel era limitada en el grupo de portadoras,
mientras que las no portadoras alcanzaron un alto nimero de respuestas parciales o
completas'”®. Todos estos datos sugieren que el gen BRCA1 tiene un papel importante
en la respuesta celular a la quimioterapia, no sélo a los agentes que danan el ADN, sino
también para antimicrotubulos. De hecho, en un reciente estudio en pacientes con
cancer de pulmo6n no microcitico, en el que los pacientes con niveles bajos de mRNA de
BRCA1 fueron tratados con cisplatino y gemcitabina, los pacientes con niveles
intermedios fueron tratados con cisplatino y docetaxel, y los pacientes con niveles altos
fueron tratados con docetaxel solo; esta quimioterapia personalizada en funcion de los
niveles de mRNA de BRCAI, se correlaciond con una excelente supervivencia a 2 afios
para los pacientes con carcinoma de pulmoén'”. En la misma linea, en una reciente
publicacion se analizaron los niveles de mRNA de BRCA1 en 133 pacientes con cancer
gastrico avanzado; entre los 59 pacientes que recibieron segunda linea de tratamiento
con docetaxel, la supervivencia fue de forma estadisticamente significativa superior
para aquellos pacientes con altos niveles de expresion de BRCA1 respecto a los que
tenian niveles intermedios o bajos'*’.

Nuestro trabajo, ofrece la experiencia clinica de 41 pacientes sobre el papel que
los niveles de mRNA de BRCAI postratamiento como un potencial marcador de TTP y

OS en pacientes afectas de cadncer de mama esporadico tratadas con antraciclinas.
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Aunque nuestros resultados deben interpretarse con cautela debido al pequefio niimero
de pacientes y la naturaleza retrospectiva del estudio, merecen proseguir su estudio en
ensayos clinicos prospectivos, incluida la evaluacion pre-tratamiento de BRCAI.
Nuestros datos sugieren que los pacientes de cancer de mama esporadico con bajos
niveles de expresion del mRNA de BRCAT1 pueden obtener el mayor beneficio de la

terapia basada en antraciclinas.
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7 CONCLUSIONES

En definitiva, el cancer de mama es una enfermedad heterogénea, su mejor

tipificacién en base a marcadores que puedan generalizarse, nos permitiria perfilar de

forma mas ajustada el pronostico de las pacientes. De la misma forma, el conocimiento

de factores predictivos nos permite identificar el tratamiento mas idoéneo para cada caso.

Las conclusiones de este trabajo se resumen a continuacion:

1.

En nuestra serie de 86 pacientes tratadas de forma neoadyuvante con
antraciclinas, los factores predictivos de respuesta fueron RE, RP como ya se ha
descrito en otras series. Por otra parte, la Vimentina, inicamente sobreexpresada

en un 15% de pacientes, también se asocid a una mayor quimiosensibilidad.

En cuanto a los factores predictores de un mejor tiempo a la progresion y
supervivencia, en el analisis multivariante de las 86 pacientes, el estado positivo
de los RE, y la ausencia de afectacion ganglionar fueron los factores
significativamente asociados a mayor tiempo a la progresion y supervivencia.

La positividad de Ki67 por inmunohistoquimica tras quimioterapia, se asoci6 a
una tendencia, aunque no estadisticamente significativa, a un menor tiempo a la

progresion y una mayor supervivencia.

El andlisis de ki67, junto con los RE, RP, y HER-2, permiti6 la caracterizacion
inmunohistoquimica de los subgrupos luminal A, luminal B, triple negativo y
HER-2 positivo; siendo el subgrupo de pacientes luminal A, el asociado a un
mejor prondstico, como ya se ha reportado en series previas. Este hecho, apoya
la caracterizacion nmunohistoquimica de los subgrupos como herramienta en la

practica de rutina.
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4. HIP1, implicado en la endocitosis, se asocio a una mayor respuesta, aunque este
marcador requiere de mayor validacion en estudios retrospectivos y
prospectivos. Por otra parte, las pacientes con tumores con expresion de HIP1
presentaron una tendencia a una peor supervivencia, como también se ha

reportado en tumores de prostata.

5. Al evaluar las 41 pacientes en las que fue posible el anélisis de los niveles de
mRNA de BRCAL, en el anélisis multivariante los bajos niveles de BRCAI, el
RP positivo y la ausencia de afectacion ganglionar se asociaron a un mayor
tiempo a la progresion. En cuanto a la supervivencia, los niveles bajos de
BRCA1 de forma muy significativa, y el RP positivo en el limite de la
significacion, se asociaron a una mayor supervivencia. En definitiva, nosotros
aportamos la evidencia en 41 pacientes del papel de los niveles de mRNA de
BRCA1 tras quimioterapia, como marcador de tiempo a al progresion y
supervivencia en cancer de mama esporadico tratado con antraciclinas. Nuestros
datos sugieren que los pacientes de cancer de mama esporadico con bajos
niveles de expresion del mRNA de BRCA1 pueden obtener el mayor beneficio
de la terapia basada en antraciclinas. Estos datos deben tomarse con cautela por
el pequenio nimero de pacientes pero aseguran el futuro andlisis prospectivo de

este factor.
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