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DE LA MORFOLOGIA A LA CLASIFICACION MOLECULAR
DELOSCARCINOMASMAMARIOS
IMPACTO EN LASDECISIONES TERAPEUTICAS

He enice Gobbi

En los dltimos afios hemos practicado la pa-
tologia basada en informaciones obtenidas con
simples microscopios. A partir de estos datos,
logramos una serie de conocimientos que nos
permitieron clasificar a los tumores mamarios en
sus diferentes tipos, de acuerdo a la apariencia
morfoldgica.

Esta clasificacion basada en la morfologia es
tan importante, que fue incluida por el Colegio
Americano de Pat6logos en su Conferencia de
Consenso de 1999 (Cuadro 1). Dentro de la Ca-
tegoria 1, cuando define el tipo histologico, la
clasificacion histol6gica es una de las caracte-
risticas mas importantes para la evaluacion del
pronostico.

También el Consenso de Saint Gallen del

College of American Pathologists Consensus
Statement 1999

Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3
v Tamanho vProliferagdo vOutros
v Linfonodos vC-erbB-2
. " ;. vP53
v Tipo histol
ipo histoldgico VEGFR

(Classificacién hist.)
v Grado histoldgico

vAngiogénese

v Indice mitético
v Receptores

hormonais Fitzgibbons et al. Arch Pathol Lab Med 2000

Cuadro 1

Médica patéloga, Maestra y Doctora en Patologia.
Universidad Federal de Minas Gerais, Brasil.

282

2005 incluyd el tipo histoldgico entre los factores
de prondstico mas importantes en la determina-
cion de la evolucién de un cancer de mama.

El primer paso es definir si es un carcino-
ma in situ o un carcinoma invasor. En base a
estas simples informaciones podemos tomar de-
cisiones terapéuticas como el tipo de cirugia; el
tipo histolégico junto al tamafio del tumor defi-
ne la extension de la cirugia. También define el
abordaje axilar: ganglio centinela o vaciamiento
axilar.

Después de definir si el carcinoma es in situ
0 invasor, pasamos a una proxima etapa que es
determinar si es un carcinoma ductal sin otra es-
pecificacién, o si es un tipo especial de cancer
de mama. Esta también es una informacién muy
importante, pues hay caracteristicas histol6gicas

Classificacion Prognéstica de los
Carcinomas Mamarios

Prognéstico Tipo de Carcinoma Mamdrio

Excelente Coléide, tubular, cribriforme,
adendide-quistico, tibulo-lobulilar
Bom Lobular cldssico, variante coléide
Regqular Variantes Medular (afipico) e lobular
Ruim Ductal SOE, apécrino e micropapilar

Elston & Ellis, 1998

Cuadro 2
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Clasificacion Molecular Baseada na
Expression Proteica Avaliada por
Immunohistoquimica

Recepfor de estrégeno

"‘ ““?:S.‘

‘A \;

Cuadro 3

Ki-67/ Mib-1

Cuadro 4

especificas que confieren un prondstico especial
a subgrupos de tumores mamarios.

En 1998 Elston y Ellis propusieron una clasi-
ficacién de prondstico de los carcinomas de ma-
ma en base al tipo histolégico, dandole un pro-
nostico excelente a los carcinomas coloide y tu-
bular; buen pronéstico al carcinoma lobulillar
clasico variante coloide; prondstico regular a las
variantes medular (atipico y lobulillar); y mal
pronéstico al ductal avanzado, apocrino, y mi-
cropapilar (Cuadro 2).

Pero esta informacién no es suficiente para
predecir la evolucion, especialmente dentro del
subgrupo de carcinomas ductales invasores. Ob-
servamos gque tumores con morfologia semejan-
te, pueden presentar un comportamiento y una

Implicaciones Terapéuticas
RE + / RP +: Tamoxifen e Doxorubicina

HER2: Trastuzumab e Antraciclinas

Ki-67/MIB-1 (alta marcagdo):
quimioterapia neoad juvante

Sotiriou et al. N Engl J Med, 2009

Cuadro 5

respuesta terapéutica distinta. Esto muestra que
estos tumores probablemente presentan una he-
terogeneidad molecular que no se puede equi-
parar morfolégicamente, siendo esto un desafio
para los pat6logos.

La etapa siguiente de nuestro conocimiento
fue la variacion de las caracteristicas moleculares
basadas en la expresion proteica avalada por in-
munohistoquimica, que nos permite, por ejem-
plo, clasificar tumores con receptores hormona-
les positivos, 0 HER-2 positivo; o aun avalar la
fraccién de proliferacion celular a través de la
expresion de Ki-67 o Mib-1; o sea tumores con
bajo indice proliferativo o alto indice proliferati-
VO con gran expresion de Ki-67 (Cuadros 3y 4).

Con estos tres marcadores podemos ahora
dirigir el tratamiento de los canceres de mama,
como lo muestra el Cuadro 5.

Nuestro conocimiento continda avanzando;
en los dltimos afios, especialmente con las nue-
vas técnicas de biologia molecular, pasamos a
trabajar con nuevos métodos, que nos permitie-
ron estudiar los microarrays de DNA, utilizando
una técnica que nos permite analizar centenas
de genes en subgrupos de tumores (Cuadro 6).

A partir de técnicas de microdiseccién y los
microarrays de DNA, fue posible determinar qué
genes estaban con expresion baja o alta, en dife-
rentes grupos de tumores mamarios.

A partir de los trabajos de Perou y Sorlie pa-
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Andlise dos microarranjos de cDNA

i!EE! v e | k02| ]|

+ Cada spot tem
uma sequencia de
cDNA conhecida

+ As cores
mostram a
hiperexpressdo

+ Compara-se a
amostra vs
referéncia

Baixa expressdo Alta Expressdo

Cortesia: Andrade, VP

Cuadro 6

samos a estudiar, con esta metodologia, cente-
nares de genes en 115 tumores mamarios; asi
como a correlacionar el perfil de la expresion gé-
nica con distintos subtipos y diferentes cursos
clinicos (Cuadro 7).

Los trabajos de Perou y Sorlie fueron pione-
ros en proponer los patrones de expresion gé-
nica de carcinomas mamarios, para distinguir
subclases tumorales y sus implicancias clinicas

(Cuadro 8).

Se pudieron identificar inicialmente cinco
subgrupos principales de cancer de mama. De
esta manera pasamos de la clasificacion mor-
foldgica a la clasificacion molecular, en base al
perfil de expresion génica de los canceres ma-
marios. La gran importancia de esta nueva cla-
sificacion es que hay una correlaciéon entre los
perfiles moleculares y la evolucidn clinica de las
pacientes, tanto en la sobrevida libre de enfer-
medad como en la sobrevida global.

Observamos que los tumores llamados lumi-
nal, y que expresan receptores hormonales, tie-
nen un pronostico mejor. En cuanto al primer
grupo (Cuadro 9), o sea tumores luminal, ocu-
rren en casi el 70% de los carcinomas mamarios,
son mas frecuentes en mujeres blancas que en
afro descendientes; y en el subgrupo luminal A
vemos que tienen RE positivos y citoqueratinas
positivas de bajo peso molecular, especialmente
citoqueratina 8/18, entre otros marcadores. Po-
COS casos presentan mutacion de TP53.

Con respecto a los tumores luminal B, son

letters to nature
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Cuadro 7

Rev Arg Mastol 2009; 28(100): 282-291



DE LA MORFOLOGIA A LA CLASIFICACION MOLECULAR DE LOS CARCINOMAS ...

285

A 5 tumor subtypes (based upon Fig 1)
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HER2
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Cuadro 8

Luminal

67% dos carcinomas mamdrios
Brancas > Afro descendentes

- 13% mutagdo no TP53

+ 67% mutacion en el TP53

* alto grado
+ HER2+

+ > expresion de el Ki67 y PCNA

A: RE + CK 8/18 + LIV-1, fator 3 alfa de transcrigdo nuclear, HNF3A, XBP1 e GATA3.

B: RE + CK8/18 + GCH, LAPTMB4, NSEP1 e CCNEL |

Perou et al. Nature, 2000

= -4

Cuadro 9

tumores que tienen RE positivos y citoquerati-
nas positivas de bajo peso molecular, y expresan
HER-2. La diferencia es que un 67% presenta
mutacion de TP53, hay mayor expresién pro-
liferativa de Ki67 y PCNA, son de alto grado y
HER-2 positivo. En consecuencia, dentro mismo

del grupo de los tumores luminal, tenemos dos
subgrupos distintos.

El grupo siguiente es el HER-2 positivo, con
tumores que se caracterizan por ser de alto gra-
do, en la mayoria de los casos con ganglios po-
sitivos (Cuadro 10); el 80% de los casos presen-
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HER2+

mamdrios

* Alto grado / ganglios +

«15 a 30% de los carcinomas

* 80% mutacion en el TP53

* Alta expresion de Ki67 y

‘ s
PCNA o 2G5 o
Py 3
L X T
Barberis et al. Am J Clin Pathol. 2008 &, & 'y \ 44
Cuadro 10

sales de los conductos mamarios; expresan cito-
Basal queratinas 5/17, y corresponden a un porcentaje

+ Expressam CK 5/17, CK 14, anexin 8, CX3CL1y TRIM 29
+ 8 a 20% dos carcinomas mamdrios
- Maioria é triplo negativo: RE-, RP-, HER2 -
* Mulheres jovens, afro-descendentes
* Mutaciones en el BRCA1
* Maioria € ductal SOE de alto grado
- Tipos especiais: medular, metapldsico y adendide cistico
- Metdstases viscerais (cérebro e pulmdes)
Livasy et al. Modern Pathology, 2006

Cuadro 11

ta mutacion de TP53 y alta expresion de Ki67 y
PCNA. Este grupo corresponde a un bajo por-
centaje de los carcinomas mamarios, cerca del
15%, avalados por inmunohistogquimica.

El tercer grupo de carcinomas mamarios, ca-
racterizados por la expresion génica, son los tu-
mores basales (Cuadro 11). Se caracterizan por
presentar marcadores que normalmente se ex-
presan en las células mioepiteliales o células ba-
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mas bajo de tumores (8% a 20% de los carcino-
mas mamarios); y como se ha demostrado, la
mayoria de estos tumores son triple negativos;
afectan mas a mujeres jovenes, afro descendien-
tes; y presentan con frecuencia mutaciones del
BRCA 1.

Las metastasis mas frecuentes son viscerales
(cerebro y pulmones) y son menos frecuentes
las metéstasis axilares. En general, son tumores
de crecimiento bien delimitado, expansivo, con
grandes zonas centrales acelulares. Tienen tam-
bién un patrén de crecimiento sincicial, y pre-
sentan un aspecto de necrosis geogréfica.

Son tumores de alto grado histologico, ge-
neralmente grado 3, con alto indice mitotico; y
dentro de los tumores con caracteristicas basa-
les, cerca del 6% son carcinomas medulares. Pe-
ro si consideramos la frecuencia de los carcino-
mas medulares, vemos que el 95% es de tipo
basal (Cuadro 12). También en los carcinomas
metaplasicos, la mayoria es de fenotipo basal.
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Cuadro 12

Hay también implicancias terapéuticas es-
pecificas para este tipo de tumores: son tumores
de alto grado; no tienen un tratamiento especi-
fico debido a que son triple negativos para los
tres marcadores que mas conocemos, RE, RP y
HER-2. Por lo tanto, la quimioterapia y la radio-
terapia son las Unicas alternativas disponibles.

Una caracteristica importante es que los tu-
mores basales muestran tasas elevadas de res-
puesta a la quimioterapia neoadyuvante con an-
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traciclinas, con respuesta patoldgica completa,
aunque tienen peor prondstico. También pre-
sentan una respuesta baja a los derivados de ta-
Xanos.

Sin embargo, tenemos blancos terapéuticos
(Cuadro 13) que podemos usar como alternati-
va de tratamiento para las pacientes con tumo-
res basales. Una de las propuestas de estudios
mas comunes actualmente para este grupo es el
C-kit: inhibidores de receptor de tirosinoquinasa
tipo 11l (imatinib); los inhibidores de la angiogé-
nesis como avastina; y también los inhibidores
de EGFR (HER-1). Estos son los posibles trata-
mientos mas promisorios para este tipo de tumo-
res. En nuestra experiencia, tenemos hoy cer-
ca de 200 casos de tipo basal, en nuestra serie
36,4% de los casos expresaron EGFR; por lo
tanto seria un blanco terapéutico potencial para
este tratamiento.

Dentro de los inhibidores de EGFR (Cua-
dro 14), sabemos que reducen la expresién de
cten; y hay algunos anticuerpos monoclonales
contra el dominio extracelular de EGFR, prin-
cipalmente el cetuximab (endovenoso). Tam-

« c-kit: inibidores do
receptor tirosina-
quinase tipo III
(imatinib)

+ VEGF: inibigdo da
angiogénese
(avastina)

- EGFR (HER1):
inibidores

Alvos terapéuticos

VEGFR FAK 1 PLCS

i | MAPK  Ca+

and survival
Cell proliferation
and induction of \ l
target genes

Extracellular domain

VEGF—j
’

\’E(;FR*! LFIH.KDR
;P)J ’y
i 7’3)\\

PI3K

Ras Paxilline Ras 1P3
PKB/AKT |

Cell migration Cell proliferation

Vessel permeability
and cell proliferation

Angiogenesis

Cuadro 13
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Inibidores do EGFR

+ Reduzem a expressdo do
cten

* Anticorpos monoclonais
contra o dominio extra-
celular do EGFR:
cetuximab (EV)

+ Inibidores da atividade
tirosina-quinase do
receptor: gefitinib,
erlotinib e lapatinib (VO)

KATZ et al, 2007

Cuadro 14

bién estan los inhibidores de la actividad de la
tirosinoquinasa, como gefitinib, erlotinib y lapa-
tinib (via oral).

Las implicancias terapéuticas de estos tumo-
res clasificados a través de la técnica de biologia
molecular, confirman que los tumores de tipo lu-
minal son sensibles al tratamiento con tamoxife-

no y doxorrubicina; el grupo HER-2 positivo se
trata con tratuzumab y antraciclinas. En el grupo
basal necesitamos mas estudios para confirmar
el tratamiento con platino e inhibidores de PARP
y los inhibidores de tumores con EGFR positivo,
como cetuximab, gefitinib y lapatinib.

¢ Qué pasa con los tumores con ganglios ne-
gativos y RE positivos (el grupo especial con
RE positivos) que no va a responder a los trata-
mientos habituales? En ese caso 20% a 30% de
las pacientes van a presentar recurrencia. Son
necesarios nuevos test.

El mayor desafio para los oncélogos, masté-
logos y pat6logos son las pacientes con las mis-
mas caracteristicas morfolégicas en cuanto a ta-
mafio, tipo histologico y grado; pueden tener
distinta evolucién. Por ejemplo, un carcinoma
ductal invasor, grado 2, de 2 cm, ganglios nega-
tivos, RE/RP positivos, HER-2 negativo, en esos
casos del 20% al 30% presentara recidiva.

Hay una excelente revisién publicada en

Molecular Classification

| Basal-like

‘ HER2-positive

Luminal B |

Luminal A ‘

Gene-Expression Prognostic Signatures

70-Gene
signature

Invasiveness
gene
signature

response
signature

Quantitative measurement of
differentiation and proliferation

l

Well differentiated/low proliferation

l

Good prognosis

|

Poorly differentiated/high proliferation

|

Poor prognosis

Sotiriou et al. N Engl J Med, 2009

Cuadro 15
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Mammaprint - genesis

Clustering of 5,000 significant genes

Good =
Prognosis =

L0gs, (expression ratio)

s

Bad
Prognosis

Van't Veer et al Nature 415: 530-36, 2002

Cuadro 16

2009 en el New England Journal of Medicine
por Sotiriou, donde se hizo una revision de las
caracteristicas moleculares y clinicas de los casos
estudiados hasta el momento; y donde se obser-
vO la importancia de dividir los tumores en dos
grandes grupos, el de HER-2 negativo y el de
HER-2 positivo (Cuadro 15).

De este estudio surgié que a partir de la cla-

sificacion molecular, se agregan nuevos test uti-
lizando otras metodologias (Cuadro 16) que son
los test de expresion génica, y permiten clasificar
los tumores nuevamente en dos grandes gru-
pos: de buen prondstico o de peor prondstico.
El problema de estos test es que son muy varia-
dos; y en una revisién reciente también se mos-
tr6 que hay apenas dos genes en comun en es-
tos test. Por ejemplo, en una caracteristica como
el tamafio del tumor, estan involucrados muchi-
simos genes.

¢Cuédles son los méas importantes? Uno de
los primeros test europeos fue el Mammaprint,
creado por un grupo holandés, que analizo ini-
cialmente 98 tumores, 62 de buen prondstico y
36 de mal prondstico. Este test avalo las pacien-
tes con ganglios negativos, y fue acompafiado a
través de un estudio retrospectivo con material
congelado, analizé6 70 genes (Cuadro 17), y a
través del perfil de expresion génica fue posi-
ble identificar al grupo de buen prondstico, asi
como al de mal prondstico, tanto en la sobrevi-

Mammaprint (Agendia)

C Lymph-Node-Negative Patients

1.09

0.8 Good signature

0.6

0.4+

Poor signature

Metastasis-free

0.24 P<0.001

Probability of Remaining

0.0 T T T T

D Lymph-Node-Negative Patients

1.09
Good signature

0.8+

0.6

0.4 Poor signature

Overall Survival

0.2 P<0.001

0.0 T T T T

Years

Van't Veer et al Nature 415: 530-36, 2002

Cuadro 17
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ONCOTYPE Dx ™ : Score de Recorréncia

Desenvolvimento:

- 250 genes

* 447 pacientes axila +/axila -;
- ER+/ER-

- Tratamento heterogéneo

Cuadro 18

da libre de enfermedad como en la sobrevida
global.

El Mammaprint ™ es un test disponible co-
mercialmente; analiza la expresion de 70 genes
seleccionados; se relaciona con la edad, el gra-
do tumoral y los RE positivos. Y las desventajas
son que necesita tejido fresco y su costo es muy
elevado.

Los norteamericanos desarrollaron un pri-
mer test, el Oncotype DX, que es el primero que
acredito la FDA. Este test se baso en un estudio
de 250 genes, que no fueron analizados en teji-
do fresco, pero si en material en parafina. En

tTM

el desarrollo del test se analizaron 250 genes y
447 tumores de pacientes axila positiva y axila
negativa, en dos grupos: RE positivos y RE ne-
gativos; y estas pacientes tuvieron tratamiento
heterogéneo.

Hubo un trabajo inicial publicado en el New
England Journal of Medicine por Soonmyunk
Paik y col. EI Oncotype DX analiza 21 genes y
provee un score de recurrencia en base al cual
es posible, segun los fabricantes, predecir la evo-
lucién clinica de las pacientes y la respuesta al
tratamiento (Cuadro 18).

En cuanto a sus caracteristicas, es un test
que usa PCR cuantitativo (no es microarray),
predice la recurrencia a distancia, es util para
pacientes RE positivos y axila negativa. Entre las
ventajas esta que usa tacos de parafina, pero es
muy costoso.

Volvemos a la revision de Sotiriou del afio
2009,donde se establece una comparacion de
los test disponibles (Cuadro 19); en esta revision
se analizan dos nuevos test, el Theros y el Map-
Quant DX, que surgieron mas recientemente.

Table 1. Commercially Available Genomic Assays for the Prediction of Clinical Outcome in Patients with Breast Cancer.*

Variable
Provider

Type of assay

Type of tissue sample

Technique

Centrally certified laboratoryf

Indication

Level of evidence (I-V) i
FDA clearance

Availability

MammaPrint
Agendia

70-Gene assay

Fresh or frozen

DNA microarrays
Yes

To aid in prognostic pre-
diction in patients <61
yr of age with stage |
or I, node-negative
disease with a tumor
size of <5 cm

]
Yes

Europe and United States

Oncotype DX
Genomic Health

21-Gene recurrence score

Formalin-fixed, paraffin-
embedded

Q-RT-PCR
Yes

To predict the risk of re-
currence in patients
with ER-positive,
node-negative disease
treated with tamox-
ifen; to identify pa-
tients with a low risk
of recurrence who may
not need adjuvant
chemotherapy

I
No

Europe and United States

Theros
Biotheranostics

2-Gene ratio of HOXB13
to IL17R (H/I) and
molecular-grade index

Formalin-fixed, paraffin-
embedded

Q-RT-PCR
Yes

To stratify ER-positive pa-
tients into groups with|
a predicted low risk or
high risk of recurrence
and a predicted good
or poor response to
endocrine therapy

1
No

United States

MapQuant Dx
Ipsogen

Genomic grade

Fresh or frozen

DNA microarrays
Yes

To restratify grade 2 tu-
mors into low-risk
grade 1 or high-risk
grade 3 tumors, spe-
cifically for invasive,
primary, ER-positive
grade 2 tumors

1]
No

Europe

Sotiriou et al. N Engl J Med 2009
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Cuadro 19
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Por ejemplo, Theros se basa en la relacién de
dos genes, no de 70 ni de 21, estableciendo una
diferencia; y MapQuant se basa en el grado ge-
némico. De todos ellos, el Gnico aprobado por
la FDA y para su uso clinico en Europa, es el
Mammaprint.

Otra revisién fue la de Ross, publicada en
Advances in Anatomic Pathology en 2009, que
analizé los test disponibles, mostrando una gran
variacion en cuanto a test basados en slides co-
mo inmunohistoquimica y FISH; y no basados
en slides, como RT-PCR y Microarray. En esta
revision se ve que los test genéticos, no agregan
mas informacion que los obtenidas para grado
histol6gico, tipo histolégico y la variacién de los
tres principales marcadores de prediccion reali-
zados con inmunohistoquimica.

Se realizaron algunos estudios para validar
los test moleculares. Asi en Europa se inicio el
EORTC Trial 10041 (BIG3-04)-MINDACT (mi-
croarray en enfermedad con ganglios negativos
puede evitar la quimioterapia). La finalidad de
este estudio es ver el impacto en las pacientes,

para reducir los efectos secundarios del trata-
miento (cancer secundario, toxicidad cardiaca,
menopausia precoz, disminucién de la funcion
cognitiva) y el impacto en la sociedad, como la
reduccion de los costos del tratamiento. El estu-
dio es prospectivo, randomizado; compara la
firma genética (70 genes), aplica criterios clinico-
patoldgicos clasicos; selecciona pacientes con
cancer de mama con ganglios negativos para
quimioterapia adyuvante.

Yendo a las consideraciones finales, pode-
mos decir que los test de expresion génica son
promisorios, pero necesitan validacion pronésti-
ca individualizada; y necesitan ser sustentados
por estudios clinicos importantes. También tie-
nen sus limitaciones; por ejemplo, algunos test
necesitan material congelado; todos los test tie-
nen costos altos y requieren profesionales muy
bien entrenados. También necesitan estandari-
zacion y controles de calidad de los laboratorios,
especialmente en la fase preanalitica de reco-
leccion del material, hasta la fase analitica de la
realizacion de los test.
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