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MNONOGRAFIA

MARCADORES BIOLOGICOS EN EL CANCER
DE MAMA

Claudia Rita Lourdes Brusco*

RESUMEN

El cancer de mama es, en la actualidad, una de las principales
causas de muerte en las mujeres, aunque se ha observado una
sustancial reduccion de las tasas de mortalidad en las Ultimas décadas
merced a la deteccion de esta neoplasia en estadios mas precoces
y a la aplicacidon de tratamientos médicos adyuvantes cada vez mas
efectivos. La mejoria de los resultados también implica desafios
respecto de la eleccion del tratamiento Optimo para cada caso,
evitando tanto el sobre como el sub tratamiento o el tratamiento
incorrecto, siendo por ello necesario definir caracteristicas especificas
que orienten al médico respecto de una optimizacion terapéutica
individual.

Las caracteristicas clasicas clinico-patoldgicas vinculadas con
el pronodstico de la paciente —que incluyen el tamafio tumoral, el
subtipo y grado histoldgicos, las metastasis ganglionares y la invasién
linfovascular, asi como el sistema TNM (tamafio tumoral, ganglios,
metastasis)— han permitido integrar estos factores en estadios
tumorales con un valor prondstico fundamental. Pese a ello, se
proponen e investigan continuamente nuevos biomarcadores con
fines prondsticos y predictivos.

Los marcadores tumorales son sustancias bioldgicas de distinta
naturaleza quimica, sintetizadas y liberadas por las células tumorales,
o producidas por el huésped en respuesta a la presencia del tumor.
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Solo unos pocos han sido incorporados a la practica clinica debido
a la falta de suficiente validacién, aunque la incesante identificacién
de nuevos marcadores ha llevado a una mas profunda comprension
de la biologia tumoral y subraya la importancia de los marcadores
existentes. La presente monografia tiene como propdsito exponer
tanto los biomarcadores de uso clinico probado en el tratamiento del
cancer mamario como aquellos mas recientes aun bajo investigacion.
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HORMONALES. HER2/NEU. Ki67, CICLINAS, MULTIGENICOS, GEN P53,
CATEPSINA D, PROTEOMICA, UPA/PAI-1, CA15/3, UPA PAI, TF, MAMOGLOBINA,
OSTEOPONTINA, FGFR2, PTEN, SIRTUINS, SNAIL, TwisT, ZEB I. CITOCROMO
P450 2D6, PIK3CA, RECEPTOR ALFA DEL ACIDO RETINOICO, STAT3, TIMP-1,
LIN28, MICRO ARN.

SUMMARY

Breast cancer is nowadays one of the leading mortality causes in
women, although there has been a substantial reduction in mortality
rates in recent decades due to detection of these tumors at earlier
stages and to implementation of increasingly effective adjuvant
medical treatments. Improvement in clinical results also involves
challenges regarding the choice of optimal treatment for each case,
avoiding both overtreatment and undertreatment or inappropriate
treatment, being therefore necessary to define specific features to
guide the clinician about individual therapeutic optimization. Classical
clinical pathological features associated with the prognosis of the
patient, including tumor size, histologic subtype and grade, lymph
node metastasis and lymphovascular invasion, and TNM (tumor size,
lymph node, metastasis) system has allowed integrating these factors
in tumor stages with a major prognostic value. Nevertheless, new
biomarkers are being proposed and investigated with prognostic and
predictive purposes.

Tumor markers are biological substances of different chemical
nature, synthesized and released by tumor cells, or produced by
the host in response to the presence of tumor. Only a few of them
have been incorporated into clinical practice due to lack of enough
validation, although the constant identification of new markers has
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led to a deeper understanding of tumor biology, highlighting the
importance of existing markers. The purpose of this paper is to
expose both biomarkers with proven clinical benefits in the treatment
of breast cancer as those under current investigation.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es en la actualidad una de
las principales causas de muerte en las mujeres,
aunque se ha observado una sustancial reduccion
de las tasas de mortalidad en las ultimas décadas.
La aplicacion de tratamientos médicos ayudantes
cada vez mas efectivos es uno de los principales
factores responsables de esta reduccién, pese a la
creciente incidencia del cancer mamario. Como re-
sultado de los programas de rastreo mamografico
de rutina, se ha registrado una mayor deteccion
de canceres de mama en estadio precoz (<2 cm)
con ganglios axilares negativos, que conservan un
mejor pronostico. Si bien ello contribuye significa-
tivamente a la mejoria de los resultados, también
implica desafios respecto de la eleccion del trata-
miento en su guante o6ptimo. La tasa de recidivas
luego del tratamiento quirurgico exclusivo en pa-
cientes con cancer mamario detectado en estadios
precoces es relativamente baja, debiendo tenerse
en cuenta la estimacion individual del beneficio
absoluto de la quimioterapia sistémica al enfrentar
las decisiones terapéuticas. Es muy importante evi-
tar el sobretratamiento en pacientes que solo reci-
ben modestos beneficios asociados a significativos

eventos toxicos colaterales. Por otra parte, deben
evitarse también el subtratamiento o el tratamien-
to incorrecto, lo que hace necesario definir caracte-
risticas especificas que orienten al médico respecto
de una optimizacién terapéutica individual.

Las caracteristicas clasicas clinicopatolégicas
vinculadas con el pronéstico de la paciente inclu-
yen el tamano tumoral, el subtipo y grado histo-
logicos, las metastasis ganglionares y la invasion
linfovascular, derivadas de un analisis histologi-
co cuidadoso de las muestras obtenidas del cancer
mamario primario. El sistema TNM (tamafio tu-
moral, ganglios, metastasis) integra estos factores
en estadios tumorales que tienen valor pronostico
fundamental (Tabla I). Sin embargo, se proponen e
investigan continuamente nuevos biomarcadores
con fines pronosticos y predictivos. No obstante,
solo unos pocos han sido incorporados a la practi-
ca clinica debido a la insuficiente validacion para
alcanzar los niveles de evidencia I o II, de acuerdo
con el Sistema de Gradacion de la Utilidad de los
Marcadores Tumorales de la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica® (American Society of Clinical
Oncology’s Tumor Marker Utility Grading System).
De acuerdo con este sistema, solo 2 biomarcadores,
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el receptor estrogénico (ER) y el receptor tipo 2 para
el factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)
han sido establecidos y evaluados rutinariamente
en cada cancer mamario. Pero la identificacion de
nuevos marcadores ha llevado a una mas profun-
da comprension de la biologia tumoral y subraya
la importancia de los marcadores existentes. Para

Tabla I. Clasificacion TNM del cancer mamario. 2014*

facilitar la futura busqueda de biomarcadores, se
publico en 2005 una guia con recomendaciones res-
pecto de los estudios de marcadores tumorales de
tipo pronéstico (REMARK), que recomienda la des-
cripcion de la cantidad de informacion que deberia
ser provista al informar los resultados de los estu-
dios con biomarcadores.?

T (tamaiio tumoral)

Tx
TO
Tis

T1

T2
T3
T4

El tumor primario no puede ser evaluado.
Sin evidencias del tumor primario.

Se refiere al carcinoma in situ. El cancer se limita a los conductos o los lobulillos del tejido mamario y no se ha disemi-
nado al tejido circundante de la mama. Hay tres tipos de carcinoma de mama in situ:

e Tis (DCIS): El carcinoma ductal in situ (DCIS) es un cancer no invasivo, pero, si no se lo extirpa, mas adelante puede
avanzar a un cancer de mama invasivo. DCIS significa que se han encontrado células cancerosas en los conductos
mamarios y que estas no se han diseminado mas alla de la capa de tejido donde se originaron.

e Tis (LCIS): El carcinoma lobular in situ (LCIS) describe las células anormales que se encuentran en los lobulillos o las
glandulas de la mama. EI LCIS no es una neoplasia, pero aumenta el riesgo de desarrollar cancer de mama invasivo.

« Tis (Enfermedad de Paget): La Enfermedad de Paget del pezdn es una forma rara de cancer de mama precoz, no
invasivo, que se limita a las células cutaneas del pezdn. En algunos casos, la Enfermedad de Paget esta asociada con
un cancer de mama invasivo subyacente. Si también hay un cancer de mama invasivo, se la clasifica en funcién del
estadio del tumor invasivo.

La parte invasiva del tumor en la mama mide 20 milimetros (mm) o menos en su dimensién mas ancha (un poco menos
que una pulgada). Este estadio se divide, entonces, en tres subestadios segln el tamafio del tumor:

 T1a (el tumor mide mas de 1 mm y hasta 5 mm o menos).

¢ T1b (el tumor mide mas de 5 mm y hasta 10 mm o menos).

e Tic (el tumor mide mas de 10 mm y hasta 20 mm o menos).

La parte invasiva del tumor mide mas de 20 mm pero menos de 50 mm.
La parte invasiva del tumor mide mas de 50 mm.

El tumor se ha extendido a la pared toracica (llamado T4a) o a la piel (Ilamado T4b). Si hay signos de ambos casos, se
llama T4c, y el cancer de mama inflamatorio se denomina T4d.

N (ganglios)

NX
NO

Ganglios linfaticos regionales no evaluables.

Ganglios linfaticos regionales sin metastasis.

NO(i+): Cuando en un ganglio linfatico se encuentran depdsitos muy pequefos de células tumorales ? aisladas? (me-
nos de 0,2 mm o menos de 200 células), los ganglios siguen llamandose NO, pero se agrega una ? i+? después de la
denominacion.

(continua)
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Tabla I. Clasificacion TNM del cancer mamario. 2014 (continuacion)

N1 N1mic: El cdncer de los ganglios linfaticos mide mas de 0,2 mm pero menos de 2 mm (microscopico).

N1: El cancer se ha diseminado a uno a tres ganglios linfaticos axilares. Esta categoria puede incluir ganglios linfaticos
mamarios internos positivos, si se los detecta durante un procedimiento de ganglios linfaticos centinela y no mediante

otras evaluaciones clinicas.

N2 El cancer se ha diseminado a un nimero de cuatro a nueve ganglios linfaticos axilares (N2a) o a ganglios linfaticos
mamarios internos clinicamente apreciables (N2b) sin diseminacion a los ganglios axilares.

N3 El cancer se ha diseminado a 10 0 mas ganglios linfaticos axilares o a los ganglios linfaticos infraclaviculares (N3a), o
bien, el cancer se ha diseminado a los ganglios mamarios internos con compromiso de ganglios axilares (N3b) o a los

ganglios linfaticos supraclaviculares (N3c).

M (metastasis a distancia)

MX La presencia de metdstasis a distancia no puede ser evaluada.

MO Sin metastasis a distancia.

MO (i+): No hay evidencia clinica ni radiografica de metastasis a distancia, pero se encuentra evidencia microscopica
de células tumorales en la sangre, la médula 6sea u otros ganglios linfaticos de un tamafio de hasta 0,2 mm en una

paciente sin otra evidencia de metastasis.

M1 Metastasis a distancia presentes.

* Nota: desde la redaccion de la presente monografia hasta el dia de hoy, la clasificacion TNM ha sufrido algunas modificaciones. La actual

clasificacion de N (ganglios) es la siguiente:
Ganglios linfaticos regionales (N)
Clasificacién clinica (cN)
Nx No se pueden valorar los ganglios regionales
NO Ausencia de metastasis linfatica regional
N1 Metdstasis ipsilateral axilar movible
N2
N2a Metastasis ipsilaterales niveles I y II axilares fijos
N2b Afectacion mamaria interna sin ganglios axilares
N3
N3a Metastasis axilares infraclaviculares (grado III) ipsilaterales

N3b Metastasis en ganglios de mamaria interna ipsilaterales y
axilares

N3c Metastasis ipsilaterales supraclaviculares
Clasificacion patoldgica (pN)
pNx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales

pNO Sin evidencia histoldgica de metastasis en ganglios linfaticos
regionales

pNO (i-) Sin evidencia histoldgica e inmunohistoquimica (IHC)

pNO (i+) Presencia de células tumorales < 0,2 mm mediante H-E o
IHC

pNO (mol-) Ausencia histoldgica y molecular de metastasis

pNO (mol+) Ausencia histoldgica e IHC negativa con hallazgos
moleculares positivos

pN1 Micrometastasis

pN1mi Micrometastasis (> 0,2 mm y/o méas de 200 células, pero <
2,0 mm)

pNla Metdstasis en 1-3 ganglios axilares y al menos una de ellas >
2 mm

pN1b Metastasis en ganglios mamarios internos con afectacion
micrometastasica-macrometastasica del ganglio centinela sin
deteccion clinica

pN1c Metéstasis en 1-3 ganglios axilares y mamarios internos
con afectacion micrometastasica-macrometastasica del ganglio
centinela sin deteccién clinica

pN2 Metastasis en 4-9 ganglios axilares o afectacion mamaria interna

clinicamente sin afectacion axilar
pN2a Metastasis en 4-9 ganglios axilares (al menos uno > 2 mm)

pN2b Metéstasis en ganglios linfaticos de mamaria interna
detectados clinicamente sin afectacion ganglios axilares

pN3

pN3a Metdstasis en > 10 ganglios axilares (al menos uno > 2 mm)
0 metastasis en genglios infraclaviculares (ganglio axilar de grado
I1I)

pN3b Metastasis en > 3 ganglios axilares y mamarios internos
detectados clinicamente, o > 3 ganglios axilares o afectacion de
cadena mamaria interna (micrometdstasis-macrometastasis
ganglio centinela) sin deteccidn clinica

pN3c Metastasis linfatica supraclavicular ipsilateral.
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QUE ES UN MARCADOR TUMORAL

Los marcadores tumorales son sustancias biolo-
gicas de distinta naturaleza quimica, sintetizadasy
liberadas por las células tumorales o producidas por
el huésped en respuesta a la presencia del tumor.
Como antecedente histérico, cabe destacar que en
1847 se describio la proteina de Bence-Jones en pa-
cientes con plasmocitomas, constituyéndose en el
primer marcador tumoral. Coombes y NevilleG4
describieron en 1978 las caracteristicas que deberia
reunir un marcador tumoral ideal, a saber:

 Su determinacion debe ser sencilla y de bajo
costo.

« Debe ser especifico para el tumor estudiado.

» Debe ser pasible de deteccion en los estadios
iniciales del desarrollo tumoral.

» Debe presentar niveles plasmaticos y/o urina-
rios estables, sin fluctuaciones importantes.

« Si el marcador se encuentra presente en indi-
viduos normales, debe existir en concentraciones
muy inferiores a las asociadas con cualquier esta-
dio del cancer.

La medicion de los niveles de los biomarcadores
no es suficiente por si sola para diagnosticar una
neoplasia debido a que sus niveles pueden elevarse
en ocasiones en pacientes con condiciones benig-
nas. Ademas, las concentraciones de un biomar-
cador no se encuentran elevadas en todas las per-
sonas con neoplasias, especialmente en las etapas
tempranas de la enfermedad. Ademas, muchos bio-
marcadores no son especificos de un tipo particular
de tumor.

Deben tenerse en cuenta las siguientes propie-
dades de un biomarcador:

a) Especificidad diagndstica: se trata del porcen-
taje de resultados negativos en pacientes que no
padecen la enfermedad. Valora la capacidad de una
prueba de detectar correctamente individuos sa-
nos. Se trata, entonces, del porcentaje de pacientes
sin tumor maligno cuando las concentraciones del
marcador tumoral son normales.
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b) Sensibilidad diagndstica: es el porcentaje de
resultados positivos en pacientes con una determi-
nada patologia. Valora la capacidad de una prueba
para detectar personas enfermas. Por ello, es el por-
centaje de pacientes con valores anormales de un
marcador tumoral en presencia de una neoplasia.

¢) Valor predictivo positivo: indica el porcentaje
de pacientes realmente enfermos entre todos los
que ostentan un resultado positivo. Valora la pro-
babilidad de que un test positivo diagnostique co-
rrectamente a la persona enferma.

d) Valor predictivo negativo: indica el porcentaje
de pacientes no enfermos entre todos aquellos con
resultados negativos. Valora la probabilidad de que
una prueba negativa diagnostique adecuadamente
a un individuo sano.

IMPORTANCIA DEL USO
DE BIOMARCADORES CON FINES
PRONOSTICO-PREDICTIVOS

Los marcadores pronosticos y predictivos tienen
alta relevancia en la decision terapéutica orientada
hacia el tratamiento individualizado, pero ejercen
roles diferentes. Los factores prondsticos y predic-
tivos pueden derivar tanto de las caracteristicas
de la paciente como del tipo tumoral. Los factores
pronosticos intentan predecir en forma objetiva e
independiente los resultados clinicos en la paciente
independientemente del tratamiento, mientras que
los factores predictivos se enfocan en la prediccién
de larespuesta de la paciente a una intervencion te-
rapéutica especifica y se asocian con la sensibilidad
o resistencia del tumor a esa terapia.

Los marcadores predictivos pueden ser el blanco
de una terapia especifica en si misma. Por ejemplo,
el oncogen HER2 es el blanco del anticuerpo mo-
noclonal trastuzumab, y la amplificacion del HER2
predice una buena respuesta a la terapia anti-HER>2.
Es importante resaltar que la situacién respecto del
HER2 es también pronéstica y, como muchos facto-



res, posee significaciéon mixta prondstica-predicti-
va. De igual modo, el Ki67, como marcador de pro-
liferacion, exhibe un fuerte efecto pronoéstico, pero
también parece predecir una buena respuesta a la
quimioterapia sistémica. En general, los marcadores
de prondstico ayudan a determinar si una paciente
requiere tratamiento, y un factor predictivo es de
utilidad para decidir cual tratamiento seria el mejor.

Finalmente, se ha observado la creciente imple-
mentacion de combinaciones de marcadores para
definir pronosticos tratamiento-especificos. Esto es
de especial interés para determinar el riesgo resi-
dual de recurrencia cuando una paciente es trata-
da de modo especifico y para evaluar la potencial
importancia de otras opciones terapéuticas. Se han
realizado grandes esfuerzos para discriminar silas
pacientes con cancer mamario temprano ER positi-
vo se beneficiarian realmente de la quimioterapia
adicional o si se verian perjudicadas por ella o sus
efectos adversos.

CLASIFICACION DE
LOS BIOMARCADORES

Segun el Consenso Americano de Patélogos de
1999, los factores de prondstico y predictivos del
cancer mamario pueden ser clasificados de acuerdo
con 3 niveles basados en la fuerza de la evidencia:

a) Categoria I: son factores bien sustentados en la
literatura, por lo que deben ser utilizados de modo
rutinario. Incluyen: el tamano tumoral, el estatus
ganglionar, el grado histologico, el tipo histologico,
los receptores hormonales y el recuento de mitosis.

b) Categoria II: se trata de factores que, si bien
ya han sido evaluados, necesitan aun de una vali-
dacién estadistica mas rigurosa, por lo que su uso
es optativo. Pueden citarse el HER2/neu, el P53, la
permeacion vascular olinfatica, el Ki67 y el analisis
del ADN.

¢) Categoria III: estos factores no han sido com-
pletamente estudiados, o bien no se ha demostrado
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aun su valor pronostico o predictivo. Entre ellos se
encuentran: la ploidia, la angiogénesis, el TGF alfa,
el BCL-2, 1a catepsina-D y el Ps2.

Los factores de pronéstico y predictivos han va-
riado con el tiempo debido al avance de las investiga-
ciones basicas, aunque también pueden tenerse en
cuenta de modo distinto segun el comité de expertos
que los evalue, tal como se describe a continuacion:

NIH 1990

Factores de prondstico: ganglios axilares, ta-
mano tumoral, receptores hormonales, grado
nuclear, tipo histologico, proliferacion, fase S,
catepsina D.

Factores predictivos: no tratados.

St Gallen’s 1995

Factores de pronostico: ganglios axilares, tama-
no tumoral, grado histologico, edad, receptores
hormonales.

Factores predictivos: receptores hormonales.

American College of Pathologists (ACP) 1995
Factores de pronéstico: TNM (Tumor, Node,
Metastases), tipo histoldgico, grado histolégico
de posible valor, proliferacién, mitosis, fase S,
Ki67-MIB 1, C-erb-2, P53, angiogénesis, invasion
vascular.

Factores predictivos: no tratados.

American Society of Clinical Oncology (ASCO)
1996

Factores de pronodstico: ninguna determinacion
de laboratorio.

Factores predictivos: receptores hormonales.

St Gallen’s 1998

Factores de prondstico: ganglios axilares, tama-
no tumoral, grado histoloégico, grado nuclear,
edad, receptores hormonales, invasion linfatica/
vascular.

Factores predictivos: receptores hormonales.
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ACP 1999

Factores de prondstico: grado histologico, tipo
histolégico, numero de mitosis, receptores hor-
monales. Factores sin validar: C-erb-2, marcado-
res de proliferacion, invasion vascular y linfa-
tica, P53. Factores menos investigados: ploidia,
densidad de la microvascularizacién, EGFr, TGF
alfa, BCL-2, pS2, catepsina D.

Factores predictivos: no fueron separados de los
factores de prondstico.

National Institutes of Health (NIH) 2000

Factores de pronostico: edad, tamano tumoral,
ganglios axilares, tipo histologico, grado pato-
logico estandarizado, receptores hormonales.
Sin papel clinico establecido: C-erb-2, P53, inva-
sion vascular, angiogénesis, micrometastasis en
ganglios axilares o médula 6sea.

Factores predictivos: receptores hormonales. Sin
papel clinico establecido: C-erb-2.

Biomarcadores clasicos

Ganglios linfaticos axilares

Se acepta, en general, que las metastasis gan-
glionares linfaticas axilares son el factor pronésti-
co aislado mas importante para el cancer de mama
primario, dado que existe una clara correlacion en-
tre la cantidad de ganglios linfaticos afectados y la
evolucion clinica de la paciente. En un estudio lle-
vado a cabo en el Breast Center at Baylor College of
Medicine en un grupo de pacientes de un banco de
tumores, se hall6 que la supervivencia libre de en-
fermedad a 5 afios en las pacientes sin compromiso
ganglionar era de casiel 80% y que, sin tratamiento
adyuvante, el 20% de las participantes con 16 o mas
ganglios linfaticos comprometidos permanecian li-
bres de enfermedad a los 5 afios.®

La evaluacion habitual de los ganglios axilares
implica la identificacion y el examen anatomopato-
logico de al menos 6 a 10 ganglios de los niveles I-II
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de la axila. Ravdin y colaboradores” demostraron
que la edad, la fraccion de la fase S en la citometria
de flujo y la concentracion de receptores estrogéni-
cos podrian aportar mayor informacién al tamafo
del tumor para predecir el estado ganglionar. En la
practica clinica es inevitable la diseccion quirurgi-
ca de la axila, excepto en pacientes con carcinoma
ductal in situ puro no extendido, que logran un pe-
queno beneficio de la cirugia axilar por la baja in-
cidencia de compromiso ganglionar que poseen. La
evaluacion del estatus ganglionar linfatico axilar
es un parametro bien reconocido en el control de las
neoplasias mamarias (grado de evidencia A).

La cirugia minimamente invasiva de la axila,
como la biopsia de ganglio linfatico centinela, es, en
la actualidad, una practica habitual. La biopsia de
ganglio centinela es una estrategia alternativa a la
diseccién axilar sistematica que brinda una evalua-
cion histologica bastante detallada de la axila. Esta
puede realizarse por inyeccién de colorante azul o
la inyeccién de radiocoloides con posterior localiza-
cién mediante una sonda gamma.®9 La biopsia del
ganglio centinela permite obtener entre uno y tres
ganglios axilares que pueden ser sometidos a una
detallada evaluacion anatomopatologica; también
incluye habitualmente una citologia por impronta
intraoperatoria. Luego de la cirugia pueden obtener-
se cortes seriados en bloques de parafina, incluyen-
do una tincién inmunohistoquimica para marca-
dores de células epiteliales, mejorando la capacidad
para detectar enfermedad micrometastasica.

Los ganglios linfaticos regionales pueden clasi-
ficarse como macrometastasis (>2 mm), microme-
tastasis (0,2-2 mm) y células tumorales aisladas
(<0,2 mm). Algunos estudios retrospectivosto® su-
gieren que las pacientes con micrometastasis en el
ganglio centinela tienen el mismo prondstico que
las pacientes con ganglios negativos, mientras que
otros® sugieren que el pronéstico es peor. Los es-
tudios poblacionales muestran que el pronoéstico
de las micrometastasis es intermedio entre el de la



enfermedad sin compromiso ganglionar y los ca-
sos N1.03

Tamano tumoral

Se trata de uno de los factores de prondstico de
recidiva a distancia mas confiables, en especial en
pacientes sin compromiso ganglionar. En general,
la tasa de recidiva de la neoplasia se incrementa
a medida que aumenta el tamafio del tumor.t4 Se
estima que el riesgo de recidiva a distancia es de
aproximadamente un 25% en pacientes con tumo-
res inferiores a 2 cm que no han sido sometidas a
tratamiento sistémico, aumentando hasta el 35%
cuando el tamano tumoral oscila entre 2 y 2,9 cm,
hasta el 45% en tumores de 3 a 3,9 cm, y elevando-
se a mas del 50% en tumores de 4 a 4,9 cm. Segun
un estudio del Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center,™ las pacientes con tumores de menos de
1 cm ostentan tasas de recidiva a 20 anos del 12%,
mientras que el National Surgical Adjuvant Breast
and Bowel Projectt® asigna una probabilidad de
presentar metastasis a distancia del 10% a los tu-
mores de menos de 1 cm. El analisis retrospectivo
de mas de 10.000 mujeres por la misma fuente*
hall6 que 1.259 pacientes con tumores menores de
1 cm mejoraban la supervivencia con tratamiento
sistémico, independientemente del estado de los re-
ceptores estrogénicos.

La evaluacion del tamano tumoral es un reco-
nocido parametro para determinar la estrategia a
seguir en el cancer de mama (grado de evidencia A),
aunque en aquellos casos menores de 1 cm puede
ser necesario determinar otros factores para obte-
ner un pronostico mas fidedigno de las pacientes.

Grado nuclear e histologico

La graduacion histologica ha sido criticada por
tratarse de una valoracion algo subjetiva, por su es-
casa reproducibilidad y por el escaso acuerdo inte-
robservadores.'” La existencia de diversos sistemas
de graduacion no estandarizados dificulta, ademas,
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su utilizaciéon como herramienta de prondstico. Sin
embargo, en manos de patdlogos experimentados,
este parametro suele correlacionar bien con la evo-
lucién clinica.t® Los sistemas mas utilizados son la
clasificaciéon de Scarff-Bloom-Richardson (SBR)!y
la gradacion nuclear de Fisher,*® ambos modifica-
dos recientemente. El sistema SBR tiene en cuenta el
grado de diferenciacion, la extension pleomérficay
el indice mitdtico, asignando a cada item entre 1y 3
puntos: la diferenciacién alude a la similitud mor-
fologica del tumor con tejidos diferenciados (tubu-
lar, glandular o papilar); la extension pleomoérfica
se refiere la forma de la célula y los nucleos; y el
indice mitdtico tiene en cuenta la cantidad de mi-
tosis por campo de gran aumento en una muestra
de tumor, siendo reflejo de la tasa de proliferacién
de la neoplasia. Las puntuaciones de cada item se
suman y clasifican como grados 1, 2 y 3. El sistema
Nottingham Combined Histologic Grade (NCHG)
no tiene en cuenta el grado de diferenciacion, pero
divide los tumores en 5 grupos segun su puntaje;
los grados mas elevados correlacionan con las tasas
de metastasis mayores.® El sistema de Fisher® so-
pesa el grado nuclear junto con la presencia de es-
tructuras tubulares o glandulares: el grado nuclear
abarca el tamano y la forma del nucleo, nucléolo, el
patrén de cromatina y la tasa de mitosis. Un estu-
dio® describio, tras 8 anos, que las pacientes con un
buen grado nuclear tenian una supervivencia del
86%, mientras que aquellas con peor grado ostenta-
ban una supervivencia del 64%.

Se han evaluado también otros factores histolo-
gicos como la existencia de un carcinoma ductal in
situ diseminado, invasion linfatica, necrosis tumo-
ral y células inflamatorias, demostrandose en oca-
siones correlacion con la evolucién clinica, aunque
sin validacién. Un estudio® que evalud muestras
parafinadas de 177 pacientes describi6 que la inva-
sion linfovascular se asociaba significativamente
con la existencia de metastasis ganglionares linfa-
ticas, un tamano tumoral mayor, desarrollo de me-
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tastasis a distancia, recidiva regional y menores in-
tervalo libre de enfermedad y supervivencia total.
El sistema de graduacién de elecciéon es el NCHG,®
que es considerado un factor pronoéstico indepen-
diente.?¥ El grado histolégico y el NCHG poseen
grados de evidencia A.

Subtipos histolégicos

Existen tipos histologicos que implican diferen-
tes prondsticos. El cancer de mama inflamatorio se
caracteriza por un rapido inicio con edema y eri-
tema cutaneos, aumento de la mama tipicamente
generalizado, sin masa dominante y prondstico
pésimo.® La mayoria de los estudios describen una
mediana de supervivencia a 5 afios menor al 5% en
pacientes con cancer inflamatorio de mama que
recibieron unicamente tratamiento local, con una
supervivencia mediana de solo 12 a 36 meses.

El carcinoma lobulillar invasor parece tener
una biologia diferenciada. Un estudio con mas
de 4.000 pacientes mostr6 que esta neoplasia
afectaba mas probablemente a pacientes de edad
avanzada, que tuviesen un tamano tumoral mas
grande, que fuesen receptor estrogénico positivas
o receptor para la progesterona positivas, que se
asociase con una fraccion de fase S baja y que fue-
ran erb-B2, P53 y receptor del factor de crecimiento
epidérmico negativas.??

Algunos tipos histolégicos especiales (papilar
puro, tubular y mucinosos) corresponden a pa-
cientes con un mejor pronostico, en comparacion
con el cancer ductal infiltrante sin tipo especial.?®
Los tumores sin compromiso ganglionar de menos
de 3 cm y el tipo papilar, mucinoso o tubular puro
tienen un riesgo de recidiva a largo plazo menor al
10%.%9 Los canceres medulares tienen mejor pro-
nostico que los ductales infiltrantes.t? La subtipi-
ficacion de los canceres invasores ostenta un grado
de recomendacion A.
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Caracteristicas de la paciente

Situacion frente a la menopausia y edad

Los canceres de las mujeres posmenopausicas de
edad avanzada tienen concentraciones crecientes de
receptor estrogénico, y los tumores son generalmen-
te mejor diferenciados y presentan tasas de prolife-
racién mas bajas, con un pronostico significativa-
mente mejor. Los canceres que ocurren en mujeres
jovenes menores de 35 afios tienen, por el contrario,
una evolucién clinica peor.®” En estas ultimas se ob-
servan con mayor frecuencia aumento del tamario
tumoral, afectacion ganglionar, negatividad para el
receptor estrogénico, alta proliferaciéon medida por
la fraccion de fase S y alteraciones del Ps3.

Factores raciales

La supervivencia de las mujeres negras, y en me-
nor grado de las hispanas, es peor que la de las blan-
cas. Las primeras presentan enfermedades mas
avanzadas (tumores de mayor tamafio, positividad
ganglionar) y sus tumores tienen mayor agresivi-
dad biolégica (receptores hormonales negativos e
indices de proliferacién mas altos).®?

indices de proliferacion

Existen muchas técnicas para evaluar la tasa
de proliferacién celular: el indice mitético, el indi-
ce de marcacion por timidina, la fraccién en fase
S por citometria de flujo, el indice BrdU y técnicas
de inmunohistoquimica con anticuerpos frente a
antigenos especificos del ciclo celular, proliferacion
del antigeno nuclear celular, varias ciclinas y mi-
tosina. El indice mitético, la fraccién de fase S in-
munohistoquimica sobre el Ki-67 y el MIB-1son las
mas estudiadas.

Indice mitético

Este consiste en contar la cantidad de cuerpos
mitéticos mediante microscopia 6ptica en muestras
de tumor parafinado y tenido con hematoxilina-
eosina. Se expresa normalmente como la cantidad
de cuerpos mitéticos por campo de gran aumento.
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Figura 1. Receptor estrogénico
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Indice de marcacién con timidina

Se trata del recuento de nucleos marcados en
microsecciones autorradiografiadas después de in-
cubar una muestra fresca del tumor con timidina
tritiada. El indice determina la cantidad de células
que sintetizan ADN durante la incubacién, ofre-
ciendo una estimacion de la proporcion de células
en las fases S y G2/M del ciclo celular. Se ha descri-
to una supervivencia aumentada en pacientes con
cancer de mama sin afecciéon ganglionar y con tu-
mores de proliferacién lenta.?

Fraccion en fase S por citometria de flujo

Consiste en la determinacion de las células que
se encuentran en la fase S del ciclo celular, cuando
se sintetiza ADN. Calcula la proporcién de células
con el ADN replicado parcialmente (con mas ADN
que la cantidad normal de una célula en fase G1y
menos del doble de la cantidad normal, como ocu-
rre en las fases G2/M). Existe sélida evidencia de co-
rrelacién positiva entre una mala evolucién y una
fraccion de fase S alta.6%

Receptores hormonales

Tanto los estrogenos como la progesterona son
hormonas fundamentales para el crecimiento de
la glandula mamaria. Durante la década de los
noventa, sus receptores fueron considerados como
factores predictivos y de prondstico en el cancer de
mama, aunque la primera publicaciéon de impor-
tancia al respecto habia tenido lugar en la década
de 1970.59 Hoy dia, el estatus de los receptores hor-
monales en el cancer de mama forma parte de la
rutina de evaluacién de esta neoplasia. Los dos re-
ceptores pertenecen ala superfamilia de receptores
nucleares, la cual esta también integrada por otros
receptores de hormonas esteroides, como el recep-
tor de la vitamina E, el del acido retinoico y el de la
hormona tiroidea. Las proteinas que integran este
grupo estan relacionadas estructuralmente y pre-
sentan similitudes notables, tanto en la secuencia
de aminoacidos como en sus dominios funcionales.
Estos receptores son todos factores de transcripcion
inducibles que se tornan activos en contacto con su
ligando especificol® que poseen cuatro dominios o
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Figura 2. Receptores para la progesterona positivos (Ca. lobulillar in situ)

modulos a partir del extremo amino terminal: do-
minio modulador, dominio de unién al ADN, regién
bisagra y dominio de unién al ligando.

Receptor estrogénico

La identificacion del receptor estrogénico data
de hace aproximadamente 5o anos, cuando fue
descrito en 1962 por Jensen y colaboradores. Estos
investigadores describieron la presencia de sitios de
union de estrégeno en diversos tejidos u érganos
blanco®” (Figura 1). Los estrégenos median sus ac-
ciones biologicas a través de dos isoformas del re-
ceptor: el receptor alfa (67 kDa) y el beta (57 kDa).
Los receptores alfa y beta son codificados por genes
distintos, y cumplen papeles completamente dife-
rentes en el cancer de mama. El receptor estrogéni-
co alfa se comporta como promotor de tumor, mien-
tras que el beta es un supresor tumoral.®® Toda vez
que el tejido mamario sufre oncogénesis, las canti-
dades de receptores estrogénicos alfa aumentan y
las del beta disminuyen.®¥ También se ha demos-
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trado que las pacientes con mayor riesgo de cancer
mamario presentan aumento de la expresion del
receptor alfa.4o) El receptor beta disminuiria la car-
cinogénesis merced a su capacidad de disminuir la
expresion de c-myec, ciclina A, ciclina D1y ciclina E,
y de aumentar los niveles de p21y p27.4" Por ello, el
receptor beta se asocia con un mejor pronodstico y
mayor tiempo libre de enfermedad.®®

Receptor para la progesterona

El receptor de progesterona también pertenece
a la superfamilia de receptores nucleares. Dado que
su trascripcion se halla regulada por los estrégenos,
su expresion es considerada como un marcador
de la actividad estrogénica en la mama (Figura 2).
Este receptor posee también 2 isoformas: el recep-
tor de progesterona A (94 kDa Dalton) y el B (116
kDa). Ambos se encuentran expresados en el tejido
mamario normal en concentraciones equimolares,
lo cual implica que son esenciales para la normal
senalizacion fisiolégica de la progesterona.4? Las 2
isoformas difieren en cuanto a su funcionalidad,



ya que las diferencias en las secuencias amino ter-
minales alteran la sensibilidad de union a los si-
tios blanco. Asi, el receptor B se comporta como un
factor de transcripcién; el A, al tener escasa o nula
accién intrinseca, desempetia un papel modulador
del B. Se ha sefialado que la relacién entre la propor-
cién de ambos receptores se encuentra alterada en
las neoplasias mamarias.“? El punto de corte para
definir a un tumor como positivo o negativo puede
variar, y algunos investigadores consideran que un
tumor con una expresion de receptores hormona-
les menor del 10% es negativo. Estos puntos de corte
(entre 1y 10%) permiten destacar al subgrupo deno-
minado borderline.

La union de los estrégenos y la progesterona a
sus respectivos receptores determina cambios en
las funciones celulares, pese a que el mecanismo de
accién de dichas hormonas es de dos tipos diferen-
tes: el efecto gendmico y el no genoémico. A través
de la via genomica, los estrégenos actuan median-
te los receptores alfa y beta y, para que eso ocurra,
forman homodimeros o heterodimeros; si se unen
isoformas distintas, se tratara de heterodimeros.
La activacion del complejo hormona-receptor y su
ulterior hibridizacion desencadenara una respues-
ta hormonal determinada mediante la activacion
o inhibicion de genes merced a su accién sobre los
elementos de respuesta (regiones promotoras de
genes determinados). La respuesta genémica ocu-
rre en horas. La via genémica de la progesterona es
similar a la estrogénica y a la de otros esteroles.

Enlavia no genémica, los estrogenos actuan por
intermedio de receptores ubicados en la membrana
plasmatica o proximos a ella, y esta dada por esti-
mulacién de la MAPK (mitogen activated protein ki-
nase) a través de la activacion de la tiroxina cinasa,
la induccién de la sintesis de AMP ciclico, 1a unién
a las proteinas G, resultando en el incremento del
calcio intracelular, el éxido nitrico o la activaciéon
de varias cascadas de cinasas intracelulares. Varios
procesos celulares complejos, como la proliferacion,
apoptosis, motilidad celular y la diferenciacién, son
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modulados por esta via, que es mucho mas rapida
que la anterior.

Inicialmente, los receptores hormonales eran
determinados por el método bioquimico del car-
bon-dextran. Dada su complejidad técnica y la gran
cantidad de material fresco y congelado necesario
para llevar a cabo la prueba, su determinacion re-
cay¢ en la inmunohistoquimica y los anticuerpos
monoclonales. La inmunohistoquimica es de rea-
lizacion técnica mas simple, menos costosa, mas
segura y es aplicable a varias muestras fijadas e
incluidas; ademas, resulta mas eficaz para prede-
cir la respuesta al tratamiento con tamoxifeno. La
reaccion positiva a los receptores estrogénicos y
progestacionales se hace evidente a través de un
precipitado en el nucleo celular.

De este modo, los receptores hormonales co-
menzaron a ser determinados en tejidos fijados con
formaldehido e incluidos en parafina, con buena
correlaciéon.“4 De este modo, dichos receptores pue-
den determinarse en cortes del tumor primario o
metastasico bien preservados, y aun en material de
biopsias histolégicas realizadas con aguja gruesa.

Es bien conocida la asociacion entre el estatus de
los receptores hormonales y el comportamiento tu-
moral. Asi, los tumores con receptores hormonales
positivos son mas diferenciados, presentan ADN di-
ploide, bajo potencial de proliferacién y menor ten-
dencia la diseminacion visceral. La ausencia de re-
ceptores correlaciona con neoplasias poco diferen-
ciadas, aneuploidia, con alta fraccién proliferativa
y mayor propension a las metastasis a distancia.4s.

Los tumores con receptores hormonales positi-
vos presentan un mejor prondstico en cuanto a la
supervivencia libre de enfermedad y la superviven-
cia global. Se ha sefialado una diferencia absoluta
del 8-10% en cuanto a la supervivencia libre de en-
fermedad entre mujeres con canceres de mama con
receptores positivos, en comparacion con aquellos
con receptores negativos.4®

El estatus de los receptores hormonales en el
tumor no solo desempena un papel como factor
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pronostico sino que se comporta también como un
factor altamente predictivo de la respuesta adecua-
da al tratamiento hormonal, tanto en tumores pri-
marios como en las metastasis.4” Asi, la expresion
positiva de los receptores estrogénicos y progesta-
cionales guarda relacién con tumores de bajo grado
histolégico que responden al tratamiento hormo-
nal, especialmente en pacientes posmenopausicas.
Se estima que el 77% de las pacientes con tumores
receptor estrogénico positivos y receptor progesta-
cional positivos responden a la terapia hormonal,
mientras que el 27% responde cuando se trata de
tumores receptor estrogénico positivos y receptor
para la progesterona negativos; el 46% responde en
el caso de tumores receptor estrogénico negativo y
receptor progestacional positivo, 10% cuando am-
bos receptores son negativos; por ultimo, el 11% de
las pacientes no responde cuando los 2 receptores
son positivos.4®)

Los tumores receptor estrogénico negativos
suelen ostentar bajos niveles de receptores a la pro-
gesterona, lo cual avala la hipotesis de que la sin-
tesis del receptor de la progesterona depende de la
actividad estrogénica. Los receptores de la proges-
terona se asocian con implicaciones de pronostico
similares a las de los receptores estrogénicos, y son
determinadas en conjunto, ya que mejoran el valor
predictivo del método.

Receptores del factor de crecimiento

HER2/neu

Se trata de un receptor transmembrana de tipo
proteico, con actividad tirosina cinasa (185 kDa);
su ADN conforma un protooncogen, el cual se en-
cuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma
17 (17q 21). Este receptor pertenece a la misma fa-
milia que el factor de crecimiento epidérmico,®?
integrada por HER1 (erb-Bi), HER2 (erb-B2), HER3
(erb-B3) y HER4 (erb-B4), a la que debe su denomina-
cién (Human Epidermal Growth Factor). El receptor
HER2/neu posee un dominio extracelular de union
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alligando, otro intracelular con funcién tirosina ci-
nasa involucrado en la transduccion de senales, y
un tercero transmembrana. HER2/neu carece de un
ligando natural, y su activacién requiere la forma-
cién de dimeros que seran homo u heterodimeros
segun se produzca con otros receptores de la misma
familia o no; cabe sefialar que la heterodimeriza-
cién logra una senalizaciéon mas poderosa (Figura
3). Cuando ocurre amplificacién del gen, se observa
sobreexpresion del receptor en la membrana celu-
lar, que resulta en una mayor posibilidad de dime-
rizacion y posterior activacion y amplificacion de la
senial. Estos procesos llevaran a la activacion celu-
lar en exceso, aumento de la proliferacion, modifi-
caciones de la adhesividad celular y resistencia a la
apoptosist®merced a distintas vias de senalizaciéon
intracelulares como RAS MAPK, AKT/Pi3K y AKT/
PTEN. La activacién puede producirse también por
la acumulacién de formas truncadas del HER2/neu,
pudiendo ser el origen de esos fragmentos el resul-
tado de la protedlisis del dominio extracelular del
receptor, u obedecer a un fenémeno de transduc-
cién en sitios alternativos, determinando asi una
variante de la proteina original. Algunos procesos
proteoliticos pueden escindir el receptor, separando
el dominio extracelular, una proteina de 105 kDa; el
fragmento retenido, llamado pgs, se encuentra fos-
forilado, por lo que mantiene activo su mecanismo
tirosina cinasa; 5V se sabe que su sobreexpresion
ocasiona tumores resistentes al trastuzumab.5?.
Un tumor primario puede no expresar la proteina
HER2/neu, pero las metastasis resultantes de su ex-
tension pueden hacerlo, mientras que si un tumor
primario expresa la proteina, dicha propiedad se
mantiene en todas las metéstasis de ese tumor.®?
Los tumores HER2/neu positivos se identifican
merced a la amplificacion de su genoma o a la ob-
servacion de sobreexpresion de esa proteina, dando
cuenta del 10-30% de todos los carcinomas invasores
mamarios.54 Las anomalias en la amplificacién del
gen HER2/neu o la sobreexpresion de su proteina



Figura 3. Receptor HER2/neu
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son detectadas mediante técnicas como la inmu-
nohistoquimica (IHQ), FISH (Fluorescence In-Situ
Hybridization), CISH (Chromogenic In-Situ Hybridi-
zation), PCR-RT (PCR en tiempo real) y ELISA.59

La IHQ permite valorar la expresion proteinica
en tejidos fijados con formaldehido e incluidos en
parafina y en muestras congeladas. Se trata de un
meétodo cualitativo y semicuantitativo que valora la
presencia del receptor en las células tumorales mer-
ced al empleo de anticuerpos monoclonales, expre-
sandose sus resultados en cruces (0-3 cruces): se con-
sidera positivo (3 cruces) cuando se observa tincién
intensa y uniforme de la membrana en mas del 10%
de las células neoplasicas,"® mientras que es negati-
vo (0-1 cruces) cuando es menor; un valor de 2 cruces
exige reevaluacion por el método FISH. Se considera
que un cuarto de los tumores con ITHQ de 2 cruces po-
seen amplificacién génica comprobable por FISH, y,
por tanto, se beneficiaran con un tratamiento blanco
especifico. La sobreexpresién del HER2/neu varia en

los distintos tipos tumorales, por lo que su expresion
puede ser heterogénea dentro de un mismo tumor,
situacién habitualmente subestimada.®?

La evaluacion genética se lleva a cabo en mues-
tras fijadas empleando las técnicas FISH o CISH.
Si bien ambos son métodos universalmente acep-
tados, se desconoce si su valor es indistinto.® El
meétodo FISH valora la cantidad de copias del gen
HER2/neu, asi como su nivel de amplificacion; se
utiliza generalmente para confirmar los resultados
previos derivados de IHQ, y se lo emplea también
como ensayo inicial para el diagnostico. FISH pro-
porciona, en comparacién con IHQ, informacion
de diferente nivel, ostentando cada uno ventajas
y desventajas.®¥ Se consideran tumores FISH po-
sitivos a aquellos cuyas células muestran 2 o mas
copias del gen HER2 por cada copia del cromosoma
17 y a los que exhiben cuatro o mas copias cuando
no se emplea el cromosoma 17 como control.5% Por
su parte, se consideran tumores CISH positivos a los
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que muestran mas del 50% de las células evaluadas
con 5 0 mas copias del gen HER en cada nucleo.

Métodos empleados para determinar el HER2/neu

El método ELISA fue aprobado por la FDA esta-
dounidense (Food and Drug Administration) para
determinacion del HER2/neu en el torrente sangui-
neo de las pacientes con cancer mamario. Si bien la
determinacion sérica del HER2/neu permite medir
en sangre la proteina pgs, es necesario profundizar
los estudios para la determinar su verdadera utili-
dad en la identificacion de pacientes que podrian
beneficiarse con un tratamiento blanco especifico.

El receptor HER2/neu interviene en la patogé-
nesis y la progresion tumoral en diversos canceres,
entre ellos el mamario. La sobreexpresién de este
receptor se asocia con un alto grado histologico, nu-
clear, mitotico, asi como con invasion linfohemati-
ca peritumoral, necrosis, independencia hormonal
y mutacion del Ps3, por lo que resulta en un fenoti-
po tumoral mas agresivo.® La presencia de HER2/
neu se asocia con un pronéstico poco favorable, me-
nor respuesta a la terapia, menor supervivencia glo-
bal y menor supervivencia libre de enfermedad, en
comparacion con los tumores HER2/neu negativos.

Un estudio® evalué muestras archivadas de
mas de 1.000 pacientes, pudiendo relacionar a
HER2/neu con otros factores de mal pronoéstico. El
ensayo NSABP B-06 mostro una diferencia signifi-
cativa enla supervivencia global de las pacientes de
acuerdo con la positividad o negatividad del HER2/
neu en los tumores primarios. Los investigadores
hallaron que HER2/neu se comportaba como un
factor independiente de pronoéstico respecto de la
supervivencia; las mujeres con canceres HER2/neu
positivos evolucionaron significativamente peor,
ostentando tasas de mortalidad que duplicaban a
las de las pacientes con tumores que no sobreexpre-
saban ese marcador.

Se acepta que la sobreexpresion o la amplifica-
cion del receptor HER2/neu permite identificar a
las mujeres que se beneficiaran con tratamientos
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basados en antraciclinas, en comparacion con el
esquema CMF (ciclofosfamida, metotrexato y fluo-
rouracilo). Dada la significacion de este efecto posi-
tivo, las antraciclinas devinieron el estandar tera-
péutico en estos casos,® mientras que en los can-
ceres HER2/neu negativos no se observan diferen-
cias entre las dos terapias. Gennari y colaboradores
mostraron en un meta-analisis que los resultados
respecto de la supervivencia global y la supervi-
vencia libre de enfermedad después de la quimio-
terapia con antraciclinas o sin ellas favorecian a la
primera solo en los casos de tumores HER2/neu po-
sitivos. El tratamiento con antraciclinas de mujeres
con neoplasias HER2 positivas produjo una mejoria
respecto del riesgo de recidiva y en la supervivencia
cercana al 30%. Los beneficios obtenidos con el em-
pleo del CMF son inferiores en los tumores HER2/
neu positivos.©

Existen controversias respecto del potencial
beneficio del empleo de esquemas con taxanos en
canceres HER2/neu positivos. Mientras que algu-
nos ensayos han sugerido mejorias en la respuesta
a docetaxel o paclitaxel,®¥ otros demostraron resis-
tencia. Un reciente ensayo® describié un mayor be-
neficio luego del agregado de paclitaxel adyuvante
después de 4 ciclos de doxorrubicina mas ciclofos-
famida en mujeres con ganglios axilares positivos
y sobreexpresion del HER2/neu.

Consideraciones respecto de la terapia endocrina

La mitad de los canceres mamarios HER2/neu
positivos expresan también receptores hormonales,
y el 10% de los tumores con receptores hormonales
positivos lo son también para el receptor HER2/neu.
3 Se cree que la sobreexpresion del gen en neopla-
sias con receptores hormonales positivos conlleva
cierta resistencia a la hormonoterapia, especial-
mente al tamoxifeno.®® Se ha sugerido que la acti-
vacion de los receptores HER2/neu determinaria la
amplificacién de la senal derivada de los receptores
hormonales en canceres hormono-positivos, evi-
tando el efecto inhibidor de los antiestrégenos y los



tratamientos de supresiéon hormonal al establecer
un crecimiento tumoral independiente del estimu-
lo estrogénico.©”

Investigadores del GUN-1 (Gruppo Universitario
Napolitano)® describieron la influencia negativa
de la terapia con tamoxifeno durante 2 afios en las
neoplasias mamarias HER2/neu positivas. El ensa-
yo Tran-ATAC®4 describi6 la superioridad terapéuti-
ca de anastrazol frente al tamoxifeno en el subgru-
po de pacientes HER2/neu positivas, similar a la ob-
servada en la poblacion HER2/neu negativa. Estos
hallazgos concuerdan con los descritos en el ensayo
BIG 1-98, el cual revel6 que los beneficios de los in-
hibidores de la aromatasa (letrozol frente a tamoxi-
feno) eran independientes de la sobreexpresion del
HER2/neu.® Se cree que la deficiente respuesta de
los tumores HER2/neu positivos al tratamiento hor-
monal se limitaria a los farmacos cuyo mecanismo
de accion depende de la competencia con el recep-
tor, como sucede con el tamoxifeno, mientras que
ello no ocurriria en los casos que originan deplecién
del ligando, como los inhibidores de la aromatasa.

Trastuzumab

Este anticuerpo monoclonal recombinante IgG
ostenta una elevada especificidad, sensibilidad y
afinidad por el receptor HER2/neu. Su efectividad
sobre los tumores HER2/neu positivos obedeceria
a la induccion de toxicidad mediada por anticuer-
po, la prevencion de la formacién del segmento
truncado pgs, el bloqueo de la proliferacién indu-
cida por HER2 y la inhibicién de la angiogénesis
mediada por HER2. Trastuzumab fue aprobado
en 1998 por la FDA para el tratamiento de cance-
res mamarios avanzados HER2/neu positivos, en
2006 para adyuvancia en casos con compromi-
so ganglionar axilar, y en 2008 para los casos sin
afeccion ganglionar. Numerosos ensayos multi-
céntricos (NSABP B-31, NCCTG Ng831, HERA, BCIRG
006 y FIN-HER) han convalidado la efectividad de
trastuzumab. Un meta-analisis de Viani y colabo-
radores, llevado a cabo sobre los estudios antes des-
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critos,® concluyé que la adicion de trastuzumab a
la terapia adyuvante se asociaba con la reduccion
significativa de la mortalidad (48%) y las recurren-
cias (47%). Un meta-analisis de Dahabreh y colabo-
radores hall6 un significativo aumento de la su-
pervivencia libre de enfermedad con el empleo de
trastuzumab (HR = 0,62), asi como la disminucién
significativa de la tasa de mortalidad (HR = 0,66)
y la tasa de recurrencia locorregionales (HR = 0,58)
y a distancia (HR = 0,60). Se ha descrito que la aso-
ciacion de anastrazol con trastuzumab logra mejo-
res resultados que anastrazol en monoterapia, en
pacientes con tumores que coexpresan receptores
hormonales y HER2/neu.

Otros agentes terapéuticos selectivos para
HER2/neu incluyen pertuzumab (un inhibidor de la
dimerizacién de los receptores HER), trastuzumab-
DMai (que afiade el derivado anti microtubular DM)
y lapatinib (bloqueador del dominio intracelular
HER2/neu).

Nuevos biomarcadores
Ki67

El marcador de proliferacién Ki67 fue identifica-
do en primer término por Gerdes y colaboradores
en 1983 utilizando un anticuerpo monoclonal muri-
no contra un antigeno nuclear hallado en lineas ce-
lulares de linfoma Hodgkin. E1 Ki67 es una proteina
nuclear no histona cuya propiedad de expresarse
universalmente en células proliferativas y hallar-
se ausente en células quiescentes llevo a su estudio
como marcador de proliferacion. La proteina Ki67
es expresada durante las fases G1, S y G2 del ciclo
celular, con un pico durante la mitosis y virtual au-
sencia durante la fase Go.™

Los niveles de expresion de Ki67 son informados
como porcentaje de los nucleos celulares tumorales
tenidos positivamente, sin que se haya definido
una metodologia estandar o un punto de corte para
este marcador (Figura 4).
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Figura 4. Marcacion del Ki67 por inmunofluorescencia

Se estima que valores de Ki67 mayores al 14%
correlacionarian con grados nucleares elevados, re-
ceptores hormonales negativos y HER2 positivo. Se
ha estudiado ampliamente la correlacion de Ki67
y otros biomarcadores en el cancer mamario inva-
sor. No es de sorprender que, dado que el sistema
de graduacion de Nottingham define la tasa mito-
tica como uno de sus 3 criterios,” exista una buena
correlacién con el grado tumoral. La relacién con
el receptor estrogénico se ha descrito mayormente
como una correlacién inversa con una menor acti-
vidad proliferativa de los tumores receptor estrogé-
nico positivos.7

Muchos estudios investigaron también el posi-
ble papel pronéstico para el marcador proliferativo
Ki67 en el cancer mamario. Una revision de 40 en-
sayos que involucraba a mas de 11.000 pacientes®™
describié una fuerte evidencia de la capacidad del
Ki67 como variable unica para distinguir entre bue-
nos y malos resultados en el grupo de pacientes con
ganglios axilares negativos. Desafortunadamente,
esta capacidad no fue significativa en el analisis de
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variables multiples en todos los estudios incluidos.
Otro meta-analisis que incluy6 la supervivencia li-
bre de enfermedad proveniente de 29 estudios con-
firmé el efecto adverso sobre la supervivencia glo-
bal yla supervivencia libre de enfermedad en casos
de tinciéon positiva para el Ki67, tanto en canceres
mamarios con ganglios axilares positivos como
negativos.” Un andlisis de 15790 casos incluidos
en 43 estudios informé asociacién entre la positivi-
dad para el Ki67 y una menor supervivencia global;
pese a eso, la tincién para Ki67 no se recomienda
como marcador prondstico de uso rutinario.?®

En la actualidad, se encuentran en estudio nue-
vas estrategias consistentes en la combinacion de
marcadores establecidos con nuevos factores. Una
de ellas es el inmunopanel de receptor estrogé-
nico, receptor a la progesterona, HER2 y Ki67, que
demostro6 capacidad para distinguir entre los sub-
tipos Luminal A y B de modo similar a la firma de
50 genes original.”? Tanto en tumores mamarios
tempranos como localmente avanzados, los niveles
basales de Ki67 predijeron la respuesta a la quimio-
terapia, aunque no en el caso de tratamientos en-
docrinos.”® Hallazgos de Weigel y colaboradores in-
dican que la medicion posterior a la quimioterapia
neoadyuvante es un fuerte predictor de supervi-
vencia libre de recurrencias y supervivencia global.
Sin embargo, un alto puntaje previo al tratamiento
se asocia con mayores probabilidades de lograr una
PCR (respuesta completa patologica), siendo predic-
tor de resultados a largo plazo en estas pacientes.?)

En el ensayo BIG I-98 de letrozol vs. tamoxifeno,
el beneficio absoluto del primero sobre el segundo
fue mayor cuanto mas elevados eran los niveles de
Ki67.6

Recientes estudios acerca de la terapia endocri-
na neoadyuvante han evaluado el uso de medicio-
nes seriadas de Ki67, hallando que la deteccion de
cambios en sus niveles predice los beneficios tera-
péuticos y subraya el papel de la medicién precoz
del Ki67 durante el tratamiento con un predictor su-



perior de resultados a largo plazo, en comparacion
con la expresion pretratamiento. En este contexto,
los resultados del ensayo IMPACT mostraron que la
disminucion del Ki67 era mayor en las semanas 2
y 12 del tratamiento con letrozol, en comparacion
con tamoxifeno o la combinacién de las 2 drogas.
®) E]l ensayo IMPACT mostrd, de igual modo, ma-
yor eficiencia de letrozol vs. tamoxifeno y la com-
binacion de ambos, tal como se habia observado
en el estudio adyuvante ATAC, donde las pacientes
asignadas solo a anastrazol habian mostrado una
prolongada supervivencia libre de recurrencias.®?
Los mayores niveles de Ki67 luego de 2 semanas de
tratamiento endocrino se vincularon con menores
tasas de supervivencia libre de recurrencia, y los
valores pretratamiento no agregaron informacion
extra de prondstico.® Este concepto fue evaluado
posteriormente en cuanto al tratamiento endocri-
no perioperatorio por el ensayo POETIC, cuyo princi-
pal proposito era determinar sila medicion de Ki67
luego de dos semanas de tratamiento prequirurgi-
co con letrozol era mas predictivo que en ausencia
de tratamiento.

Ciclina D1

La ciclina D1 se encuentra sobreexpresada en el
ARN mensajero y al nivel proteico en mas del 50%
de los canceres mamarios, incluyendo 15% en los
cuales ocurre amplificacién génica.® Las células
en fase G1del ciclo celular reaccionan ala estimula-
cién con factor de crecimiento a través de la induc-
cién de una ciclina del tipo D.®9 Asi, 1a ciclina D1 se
une a la cinasa ciclina dependiente, produciéndose
la fosforilacion de varios sustratos, incluyendo la
proteina RB.6% Esto contribuye a la regulacién de la
transicién entre las fases G1y S del ciclo celular. La
ciclina D1 regula la proliferacion de las células res-
pondedoras a los estrogenos,®” y se ha descrito una
fuerte correlacion positiva con los niveles de expre-
sion de receptores estrogénicos y de la progestero-
na.®® Cabe resaltar que, mientras que existe una
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fuerte evidencia de que la sobreexpresion de la ci-
clina D1 es un factor prondstico de mejores resulta-
dos en el cancer mamario invasor, particularmente
en pacientes receptor estrogénico positivas,® su
amplificacion se asocia con recidivas tempranas y
mal prondstico.®? Se ha descrito un posible valor
predictivo de la ciclina D1 en pacientes con tumores
hormonales positivos; la sobreexpresion, asi como
la amplificacién, son predictores de mala respuesta
a los tratamientos antiestrégenos.

Ciclina E

La ciclina E actua de modo similar a la D1 como
regulador positivo de la transicion del ciclo celular,
con niveles pico de expresién proteica y formacién
de complejos enzimaticos con la cinasa 2 ciclina
dependiente en la fase G1.9Y Se ha detectado am-
plificacién del gen de la ciclina E en varias lineas
celulares de cancer mamario, y existe fuerte evi-
dencia de que la ciclina E juega un papel en la gé-
nesis tumoral.®? La proteina de longitud completa
es alterada por el clivaje postraslacional, resultan-
do en formas interactivas de bajo peso molecular
unicamente detectables en células tumorales, que
correlacionan con un mayor estadio y grado de can-
cer mamario.®?

La significacion clinica de la ciclina E ha sido es-
tudiada por varios grupos de investigacion. Un en-
sayo midi¢ la expresién de la ciclina E en 395 casos
de cancer mamario primario y correlacioné los da-
tos con factores establecidos de pronodstico y resul-
tado clinico. Tanto el bajo peso molecular como los
niveles totales de ciclina E surgieron como los discri-
minadores mas potentes de la supervivencia global
y la supervivencia libre de enfermedad, superando
a los biomarcadores clasicos clinicos y patolégicos
en los analisis de variable unica y multiples.®4 El
papel de la ciclina E en el ciclo celular sugiere que el
incremento de sus niveles podria alterar la respues-
ta ala quimioterapia y a la terapia endocrina. Se ha
demostrado que la elevacion de sus niveles aumen-
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Tabla II. Parametros multigénicos en cancer de mama

Firma génica Cantidad Tejido

Aplicacién

de genes
evaluados
Mammaprint® 70 Fresco congelado Prondstico para recurrencias dentro de los
5 afios en todas las pacientes con ganglios
positivos y negativos
Oncotype DX® 21 Fijado en formol e Riesgo residual de metastasis a distancia en
incluido en parafina pacientes RE positivas tratadas con tamoxifeno
o inhibidores de la aromatasa; y predictiva de
los beneficios de la quimioterapia en pacientes
RE positivas con ganglios negativos
fndice 97 Originalmente fresco Prondstico, prediccion de recidivas en
de grado congelado, validado por pacientes RE positivas tratadas con
gendmico fijacion en formol endocrinoterapia
e inclusién en parafina
indice 5 Fijado en formol e Predice pobres resultados pese a la
de grado incluido en parafina endocrinoterapia en pacientes RE positivas
molecular
Firma de 76 Fresco congelado Prondstico para el desarrollo de metastasis a
Rotterdam distancia dentro de los 5 afios

ta la sensibilidad de las células neoplasicas mama-
rias a cisplatino y paclitaxel® pero, por otra parte,
facilita la resistencia a los antiestrégenos.©®

Parametros multigénicos

El perfilado de la expresion génica de los tumo-
res permite medir miles de transcritos de ARN men-
sajero en un solo ensayo utilizando microarrays de
ADN (Tabla II). Un reciente consenso St Gallen esta-
blecié que el uso de ensayos validados de perfilado
multigénico contribuye a la clasificaciéon fenotipica
de los canceres mamarios en los que la indicacion
de la quimioterapia adyuvante no es clara.®” Los
resultados de estos estudios en el cancer mamario
indican la existencia de varias neoplasias molecu-
larmente diferentes, que parecen originar distintos
tipos celulares.
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Perou y colaboradores fueron los primeros en
distinguir 4 clases moleculares de cancer mama-
rio: canceres luminales, que dan cuenta de la ma-
yoria de los tumores receptor estrogénico positi-
vos, expresan citoqueratinas 8 y 18, y se dividen en
Luminal A (en su mayoria de bajo grado) y Luminal
B (que tienden a ser de alto grado con peor pronds-
tico); los canceres HER2 positivos, los cuales mues-
tran amplificacién y sobreexpresion del gen erb-B2,
no expresan receptores hormonales y son de peor
pronostico; los canceres basaloides o similares a
basales (basal-like), que se superponen sustancial-
mente con tumores receptor estrogénico negativos,
receptor progestacional negativos y HER2 negati-
vos (triple negativos), con peor pronéstico y con ex-
presion de citoqueratinas de la capa epitelial basal
(CK 5/6, CK 17).99



Se han desarrollado varias pruebas genomi-
cas basadas en el perfilado gendémico con el fin de
predecir mejor los resultados clinicos que los mar-
cadores patolégicos y clinicos estandar. La firma
MammaPrint® evalua 70 genes y fue desarrollada
utilizando muestras congeladas de un grupo de 78
pacientes seleccionadas retrospectivamente con
canceres mamarios con ganglios axilares negati-
vos y menores que 5 cm, no tratadas con quimiote-
rapia adyuvante y menores de 55 arios. Los 70 genes
que correlacionaban mas significativamente con
los resultados clinicos (metdastasis a distancia en 5
anos) demostraron clasificar con precisién tumo-
res en categorias de buen y mal pronostico. La fir-
ma fue validada retrospectivamente en un grupo
de 295 pacientes que incluian casos con ganglios
axilares positivos y negativos. Esta validacion mos-
tr6 que la firma génica superaba en desempeno
a los factores de pronoéstico clinico tradicionales.
99 Desafortunadamente, algunas de las pacientes
habian recibido terapia sistémica adyuvante, al-
gunas de las cuales fueron también incluidas en
el grupo de entrenamiento. Un segundo estudio
de validacion utilizando las series TRANSBIG tam-
bién confirmoé la capacidad pronodstica de la fir-
ma génica, ™y una comparacion con el software
Adjuvant! Online revelo6 que la prueba génica podia
predecir mas precisamente los resultados en los ca-
sos discordantes.tVLa FDA aprobé el uso clinico de
MammaPrint® como prueba pronéstica en mujeres
de 61 anos o menos, con receptores estrogénicos po-
sitivos o negativos y ganglios axilares negativos.

La firma Oncotype DX® fue disenada para pre-
decir mejor el riesgo de recurrencias a distancia en
pacientes con canceres mamarios tempranos con
receptor estrogénico positivo bajo tratamiento con
tamoxifeno. Esta prueba se basa en la mediciéon
mediante PCR en tiempo real de la expresion de 16
genes con conocida significacion en el cancer ma-
marioy 5 genes de referencia. Se calcula un puntaje
de recurrencias con un algoritmo matematico que
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fue desarrollado y establecido utilizando muestras
de los brazos asignados a tamoxifeno del estudio
NSABP-B20 y B-14.t°? El puntaje de recurrencia es
una medicién continua del riesgo, pero se la ha
utilizado en general para identificar 3 grupos con
riesgos bajo, intermedio o alto de recurrencias a
distancia, los cuales se asociaron con tasas de recu-
rrencia a 10 anos menor que 10%, 10-30% y mayor
que 30%, respectivamente, en pacientes tratadas
con tamoxifeno. El puntaje de recurrencia fue des-
crito como predictivo de supervivencia global y de
recurrencias a distancia independientemente de la
edad y el tamarno tumoral.

Un grupo de investigacién confirmoé el desem-
peno del puntaje de recurrencia en pacientes tra-
tadas con un inhibidor de la aromatasa o tamoxi-
feno, revelando que la informacion pronoéstica del
puntaje de recurrencia y las caracteristicas clinicas
(por ejemplo, estatus ganglionar, grado y tamano
tumorales) eran casi completamente independien-
tes uno del otro.t*3 Esto ultimo permite generar un
algoritmo simple que integra los 2 grupos de carac-
teristicas y que es mas preciso que cualquiera de
ellos por separado. Un alto puntaje de recurrencia
predice los beneficios de la quimioterapia en tumo-
res mamarios tempranos con receptores hormona-
les positivos.to4

Se ha desarrollado una firma de grado genémi-
co para definir las caracteristicas moleculares de la
diferenciacion tumoral que podrian correlacionar
con la progresion y las metastasis mejor que el gra-
do histologico,*1a cual consiste en una firma de
97 genes capaz de discriminar tumores grado 2 en
subgrupos de bajo y alto grado genémicos con re-
sultados comparables a los tumores de bajo y alto
grado histologico. La firma de grado genémico fue
evaluada en diferentes escenarios, hallandose que
se asociaba mejor con los resultados que los para-
metros clinicos establecidos® y la prediccién de
recidivas bajo tratamiento endocrino.®® Esta firma
resalta la importancia de la diferenciacién y, par-
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ticularmente, de los genes de proliferacion en los
canceres mamarios receptor estrogénico positivos.

Se han desarrollado muchas otras firmas géni-
cas, entre las que se encuentra la prueba de propor-
cién de la expresion génica en el cancer mamario,
que solo mide la proporcion de HOXB13 respecto de
IL17BR.%°7 Una alta tasa de excrecién de ARN men-
sajeros se asocié con alto riesgo de recurrencia en
pacientes tratadas con tamoxifeno. La precisién de
esta prueba podria aumentar al incluir genes aso-
ciados con proliferacion del indice de grado molecu-
lar, que es un ensayo PCR en tiempo real consisten-
te en 5 genes capaces de identificar un subgrupo de
pacientes receptor estrogénico positivos con peor
pronostico pese a la terapia endocrina.

La firma Rotterdam® de 76 genes fue creada con
lafinalidad de predecir el desarrollo de enfermedad
metastasica dentro de los 5 afios utilizando una co-
horte de pacientes no seleccionados respecto de la
edad, tamano tumoral, grado y estatus de recepto-
res hormonales.tos)

Estas firmas estan compuestas de diferentes
sets de genes, con poca superposicion génica, pero
existe predominancia de los genes asociados con
proliferacion. La eleccion deberia realizarse sobre
la base del contexto clinico (por ejemplo, prondsti-
co puro o pronédstico en presencia de tratamiento
endocrino; todas las edades o solo pacientes jove-
nes) y segun el material de biopsia disponible (por
ejemplo, MammaPrint® requiere tejido fresco, pero
otras, incluyendo el puntaje de recurrencia, pueden
utilizar tejidos fijados).

Células tumorales circulantes y ADN tumoral
especifico

Existe, en la actualidad, un gran interés en iden-
tificar biomarcadores que puedan obtenerse con
meétodos minimamente invasores y que persistan
luego de la cirugia. La existencia de cé¢lulas tumo-
rales circulantes en la sangre de pacientes con neo-
plasias fue informada por primera vez en 1869, pero
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solo en la ultima década la metodologia molecular
ha permitido detectarlas de modo reproducible. En
paralelo, los avances en la inmunohistoquimica
hicieron posible identificar células tumorales dise-
minadas en médula dsea. Para el cancer mamario,
un alto recuento de células tumorales circulantes
al momento del diagnostico de metastasis seria un
factor de prondstico significativamente negativo;
y si la cantidad de estas células no disminuye, las
pacientes probablemente progresarian aun bajo
quimioterapia.®® Las mediciones de células tumo-
rales circulantes probablemente predeciran en el
futuro la eficacia y la resistencia la terapia, pudien-
do ser beneficiosas en el monitoreo de la respuesta
al tratamiento. Pese a que se han publicado varios
informes acerca de la significacién de las células tu-
morales circulantes, el grupo de marcadores de la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica concluyo
que las decisiones terapéuticas no deberian ser in-
fluenciadas por dichas mediciones.t°? Las investi-
gaciones se centran en la actualidad en la identifi-
cacion de biomarcadores especificos de las células
tumorales circulantes, por ejemplo HER2.0:°),

Otra posible estrategia para simplificar ain mas
el tratamiento del cancer mamario es el estudio de
ADN circulante libre de células (cfDNA), que podria
tener tanto origen nuclear como mitocondrial. Se
han detectado niveles aumentados en varios tipos
de canceres, y se describio una asociacion entre los
niveles de cfDNA y malignidad, asi como con tama-
no tumoral ™ También se investigd la posibilidad
de rastrear mutaciones PIK3CA en el cfDNA,™? asi
como la presencia de especies de micro ARN tumor
especifico en el tumor y la sangre de las pacientes
con cancer mamario, habiéndose descrito patrones
especificos de expresion,® algunos de los cuales
fueron vinculados a variables clinicopatolégicas.
W4 Pese a todo, se necesitan mas estudios para vali-
dar la funcién especifica de los micro ARN y su uso
como biomarcadores.



Gen P53

Se han investigado las alteraciones del gen P53
a través de la medicién de la cantidad de proteina
acumulada en el tejido mediante técnicas de inmu-
nohistoquimica, asumiendo que una mutacién del
mismo provoca acumulacion de proteina P53 and-
mala en las células. También se han empleado las
determinaciones de mutaciones o deleciones del
gen P53 mediante PCR.

Através de varios estudios, se demostro que las
mutaciones P53 se asocian con un peor pronostico
en el analisis de variables unicas. Un meta-analisis
publicado en 1999 serialaba que las mutaciones P53
implicaban peor supervivencia libre de enferme-
dad y supervivencia global (RR = 1,7). Un estudio
noruego que involucré aproximadamente a 1.800
pacientes revelo que la presencia de mutaciones P53
se asociaba con peor supervivencia en el analisis
de variables multiples, siendo estos resultados es-
pecialmente significativos entre las pacientes con
ganglios axilares negativos y expresion positiva del
receptor estrogénico.

El P53 ostenta limitaciones como factor de pro-
nostico, entre las que cabe sefialar que la determi-
nacion del mismo por IHQ detecta tanto la proteina
mutada como la proteina normal (wild-type), lo cual
sugiere que tal vez no refleje de modo totalmente
confiable las alteraciones de P53 para su aplica-
cién clinica. Ademas, la mayoria de los estudios
no tuvieron en cuenta el tratamiento realizado
por las pacientes, surgiendo asi sesgos estadisticos.
Aunque es posible la asociacién de las mutaciones
P53 con un peor pronéstico, los métodos que permi-
ten una precisa determinacion de las mismas son
costosos y de disponibilidad restringida.®s

Asi, la evidencia disponible no avala recomen-
dar la determinacién de Ps3 en forma rutinaria en
la practica clinica.
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Catepsina D

La catepsina D puede ser evaluada mediante
inmunohistoquimica o ELISA en el citosol, aunque
no hay acuerdo respecto de un punto de corte como
factor pronoéstico. Fue valorada por un estudio rea-
lizado a comienzos de los afios noventa con 2.810
pacientes, de las cuales 1.412 eran mujeres con gan-
glios negativos que no habia recibido tratamiento
adyuvante. Empleando un punto de corte de 42,2
pmol/mg, la catepsina D se comporté como factor
pronostico débil tanto para las pacientes con gan-
glios positivos como para aquellas con ganglios
negativos (HR = 1,39). Un estudio posterior con 1.851
pacientes, de las cuales 1.182 eran mujeres con gan-
glios axilares negativos, confirmé —empleando un
punto de corte de 10 pmol/mg- que la catepsina D
se asociaba con mayor riesgo de recaida (HR = 17),
tanto en el analisis de variable unica como en el de
variables multiples.®

Lo expuesto indica que los datos disponibles no
resultan suficientes para recomendar la medicién
de la catepsina D en la toma de decisiones clinicas
habituales.

Protedmica

La protedémica implica la evaluacién del per-
fil proteico en el suero mediante analisis multiple
ELISA o analisis de espectroscopia de masas. Este
ultimo es el mas utilizado y, antes de realizarlo, se
suelen separar las proteinas uniéndolas a superfi-
cies (SELDL: Surface-enhanced laser desorption and
ionization) o a matrices (MALDI: matrix-associated
laser desorption and ionization).

Existen pocos datos en la literatura acerca de la
utilizacion de perfiles proteémicos como factor pro-
nostico, y los disponibles son analisis retrospecti-
vos. Un analisis de la expresion de 26 proteinas me-
diante IHQ permite identificar un set de 21 proteinas
cuya expresién conjunta (perfil de mal pronéstico)
se asociaba con una peor supervivencia libre de me-

REVISTA ARGENTINA DE MASTOLOGIA | 2015| VOLUMEN 34 | N° 124



90 C.R. L. Brusco | pags. 67-109

tastasis en el analisis retrospectivo de una muestra
de 552 mujeres con cancer de mama precoz.

En sintesis, dado que los estudios sobre prote6-
mica son, en su mayoria, analisis retrospectivos de
poblaciones heterogéneas sometidas a diferentes
tratamientos, se requiere validacién en estudios
prospectivos con adecuado diserio, lo cual no per-
mite recomendar su uso en el tratamiento de pa-
cientes con neoplasias mamarias.

uPA/PAI-1

La urocinasa activadora del plasmindgeno (uro-
kinase plasminogen activator/uPA) y el inhibidor
del activador del plasmindgeno (plasminogen ac-
tivator inhibitor/PAI-1) forman parte del sistema de
activacion del plasminoégeno, incluyendo ademas
el receptor de uPA y otros inhibidores (PAI-2 y PAI-
3). Se ha sefialado que este sistema se vincula con
los procesos de invasion, angiogénesis y metastasis
tumorales. La determinacion se realiza mediante
ELISA y requiere de al menos 300 mg de tejido tu-
moral congelado o fresco.

La elevacion de los niveles de uPA/PAl-1 predice
mal pronostico en las pacientes con ganglios axi-
lares negativos, independientemente del tamaro
y grado tumorales y de la expresion de receptores
hormonales. Un estudio con 8.377 pacientes llevado
a cabo por la European Organisation for Research
and Treatment of Cancer (EORTC)®7 confirmé el
valor prondstico de este biomarcador. La adminis-
tracion de quimioterapia CMF en un ensayo clini-
co con pacientes con ganglios axilares negativos y
concentraciones elevadas de uPA/PAI-1 redujo a la
mitad las recidivas, en comparacion a la no admi-
nistracién de quimioterapia.®®

De este modo, en mujeres con ganglios axilares
negativos y, especialmente, con receptores estrogé-
nicos positivos, las bajas concentraciones de uPA/
PAI-1 se asocian con bajo riesgo de recidiva. Por el
contrario, en mujeres con ganglios axilares negati-
vos y niveles altos de este biomarcador se observa
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alto riesgo de recidiva, que puede ser disminuido
mediante quimioterapia tipo CMF. La complejidad
de su determinacién y la necesidad de abundante
tejido fresco o congelado tornan esta técnica poco
difundida, por lo que no suele recomendarse su rea-
lizacién en la practica clinica habitual.

CA15/3

También conocido como antigeno carbohidrato
CA15/3, es una proteina epitelial polimorfica de alto
peso molecular perteneciente a la familia de las
mucinas, expresada en el polo apical del epitelio,
ductos y alvéolos de la glandula mamaria. Se pre-
senta como antigeno circulante en bajas concentra-
ciones, y se observan valores aumentados —aunque
no exclusivamente- en los carcinomas mamarios.

Ostenta un valor predictivo positivo del 45-75%,
ya que también se halla presente en patologias be-
nignas de la mama, ovario, endometriosis, enfer-
medad inflamatoria pélvica y hepatitis. Su valor
predictivo negativo es de 65-95% en los estadios ini-
ciales de la enfermedad.

Solo el 21% de las pacientes en los estadios tem-
pranos de la enfermedad presentan niveles altos de
este marcador, por lo cual no sirve para el diagnos-
tico ni como screening de neoplasia mamaria, sien-
do su principal aplicacién el seguimiento del trata-
miento del cancer mamario. En el cancer no tratado
su incremento se relaciona exponencialmente con
la masa del tumor y el estadio de la neoplasia. Se
observan niveles elevados de este biomarcador en
el 70-80% de las pacientes con cancer mamario
metastasico. Los valores mas elevados se hallan
asociados a metastasis hepaticas y 6seas. Ligeros y
transitorios aumentos en la concentracion del bio-
marcador se asocian con enfermedades benignas.

uPA,PAIy TF

La serina proteasa uPA es una proteasa asocia-
da a tumor que parece jugar un papel tanto en la



invasion como en las metastasis de los tumores so-
lidos. Tanto uPA como su inhibidor PAI-1 fueron los
primeros marcadores tumorales con valor clinico
confirmado en estudios con nivel evidencia 1 (evi-
dencia basada en ensayos clinicos aleatorizados o
meta-analisis de ensayos clinicos con alta reco-
mendacion para las decisiones terapéuticas), y son
factores de pronéstico independientemente de los
factores utilizados tradicionalmente. De este modo,
uPA y suinhibidor PAI-1 pueden ser apropiados para
la evaluacion rutinaria del pronéstico en pacientes
con cancer mamario.”? Su sobreexpresion en el te-
jido tumoral se asocia con aumento del riesgo de
recidivas y disminucién de la supervivenciat?® El
antigeno TF es un carbohidrato glicosilado aberran-
temente y es un antigeno asociado al cancer, halla-
do en aproximadamente el 80% de los adenocarci-
nomas, incluyendo el cancer mamario.®® TF ha sido
también involucrado en la adhesion y migracion de
las células tumorales.®2?

La concentracién de uPA resulta mas predicti-
va de enfermedad en mujeres premenopausicas
(83-87%), mientras que el antigeno TF se comporta
como mejor predictor de atipias y cancer mamario
en mujeres posmenopausicas (81-83%).3 Sin em-
bargo, la combinacion de TF con uPA en el fluido as-
pirado desde el pezon predijo el cancer mamario en
mujeres tanto pre como posmenopausicas con 84-
92% de precision.t?4. La combinaciéon de uPA, PAI-1
y TF exhibe mayores capacidades predictivas para
detectar cancer mamario, con precision de 97-100%
en fluido aspirado del pezon.

Mamoglobina

El gen de la mamoglobina humana (h-MAM)
fue descrito por Watson y Fleming en 1996. La ma-
moglobina A (MGBA) es una proteina expresada
casi exclusivamente en el epitelio glandular de la
mama normal y en el cancer mamario.®» La ex-
presion de MGBA es mayor en el suero de pacien-
tes con cancer mamario que en las mujeres control,
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indicando que podria ser utilizada potencialmente
como biomarcador sérico para el diagnostico del
cancer mamario.®?® Galvis-Jiménez y colaborado-
res generaron anticuerpos contra la mamoglobina
en conejos utilizando cuatro péptidos sintéticos, y
todos los anticuerpos obtenidos fueron capaces de
discriminar pacientes con cancer mamario de los
controles. El mejor anticuerpo tenia una sensibili-
dad del 86,3% y una especificidad del 96%.027

Un estudio de Lee y colaboradores®®hall6 que la
tasa de positividad en plasma para el ARN mensa-
jero de la h-MAM era del 23,4% en los estadios pre-
coces del cancer, mientras que el valor aumentaba
hasta 82,9% en los estadios avanzados. Esta dife-
rencia sugiere que la deteccion del ARN mensajero
de la h-MAM en plasma parece asociarse con un
pronostico desfavorable y una menor tasa de super-
vivencia libre de eventos en pacientes con cancer
mamario.

Se ha sugerido que h-MAM podria indicar
también la presencia de metastasis ganglionares.
Utilizando técnica de PCR en tiempo real, Liu y cola-
boradores evaluaron la expresion del ARN mensa-
jero de h-MAM en la médula 6sea de pacientes con
cancer mamario y metastasis ganglionares axila-
res asociadas. La expresion de h-MAM en la médula
osea fue mayor en el grupo con metastasis axilares
(52,5%) que en el grupo sin enfermedad metastasica
(23,5%).029 Un ensayo de Luo y colaboradores demos-
1o, por su parte, que la expresion de la mamoglo-
bina era capaz de detectar el 72% de las metastasis
ganglionares linfaticas mediante inmunohisto-
quimica; en combinacién con otro biomarcador
(GCDFP-15; gross cystic disease fluid protein-15), la
expresion de mamoglobina detectd el 83% de las
metdstasis.39 Sin embargo, estos biomarcadores no
son utiles parala deteccién del cancer mamario tri-
ple negativo basaloide o basal-like .13

Es sabido que las células de las neoplasias ma-
marias no expresan uniformemente mamoglobi-
na; su expresion varia entre diferentes subtipos de
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tumores: los tumores de bajo grado con receptores
estrogénicos positivos expresan altas cantidades
de mamoglobina, mientras que los tumores con re-
ceptor estrogénico negativo y alto grado expresan
baja cantidad de moléculas de ARN mensajero de
mamoglobina por célula. Por ello, la probabilidad de
deteccion de este marcador puede variar segun el
tipo de tumor mamario, por esta enorme variaciéon
en los niveles de mamoglobina y su asociacién con
ciertas caracteristicas de la neoplasia.ts?

Osteopontina

Se trata de una glicoproteina fosforilada capaz
de unirse a las integrinas de la superficie celular;
dadas sus propiedades adhesivas, se ha hipotetiza-
do respecto de su papel en la invasion y metastasis
neoplasicas, puesto que estos procesos dependen de
interacciones adhesivas entre las células tumorales
y la matriz extracelular.s® Un meta-analisis®4 re-
veld que la osteopontina ha sido asociada con 34
canceres, entre ellos el mamario. Estudios recientes
correlacionaron la expresion de osteopontina conla
invasion tumoral y las metastasis del cancer ma-
mario; altos niveles de osteopontina podrian suge-
rir la presencia de un tumor mas agresivo y de mal
prondstico.®s Un estudio sugirié que la osteoponti-
na promueve la transformacién de las células ma-
dre mesenquimaticas en fibroblastos asociados al
cancer, que llevan ala progresion tumoral, la angio-
génesis y las metastasis.1s°

La osteopontina presenta 3 variedades: la os-
teopontina-a, la osteopontina-b y la osteopontina-
c37 Esta ultima es expresada selectivamente en
neoplasias mamarias, mientras que las dos prime-
ras lo son tanto en el cancer mamario como en el
tejido mamario normal, lo que torna mas util a la
osteopontina-c como potencial biomarcador para
el cancer mamario.®® De hecho, Pang y colabora-
dores demostraron altos niveles de osteopontina-c
en pacientes con cancer mamario, en comparacion
con mujeres controles, y su elevada expresion se co-
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rrelaciona con metastasis ganglionares, avanzado
estadio de recurrencia tumoral.®9

Recientes informes indican también que la os-
teopontina es crucial para la transicion epitelio-
mesénquima a través de la activacion de Twist lue-
go de la fosforilacion de la serina, la cual induce un
fenotipo de cancer mamario agresivo.i4°)

Se ha demostrado que el incremento de los ni-
veles de osteopontina en el tejido tumoral y en la
sangre de las pacientes se asocia con malos resul-
tados en el escenario del cancer mamario metasta-
sico. Sin embargo, se sabe mucho menos acerca de
la significacién prondstica de la osteopontina en el
cancer mamario precoz y durante la progresion de
la neoplasia mamaria. Un grupo de investigadores
canadiensest4’evalud la significaciéon prondstica de
osteopontina en 667 mujeres posmenopausicas con
cancer mamario temprano respondedor al trata-
miento hormonal en un ensayo aleatorizado, pero
no hallé correlacion entre los niveles de osteopon-
tina y valores pronostico, como la supervivencia li-
bre de eventos, la supervivencia libre de recidivas,
la supervivencia global, la supervivencia libre de
recidivas éseas o no-éseas, aunque encontré una
elevada concentracion de osteopontina alrededor
del momento de la recurrencia.t4) Lo expuesto in-
dica que la osteopontina podria ser un biomarcador
para el monitoreo de la presencia de metastasis,
requiriéndose mas estudios para evaluar su poten-
cial para el seguimiento de las recurrencias.

FGFR2

La familia del receptor del factor de crecimiento
de los fibroblastos (FGFR) incluye cuatro receptores
que poseen un dominio intracelular tirosina cinasa
y son capaces de homo o heterodimerizarse en pre-
sencia de ligandos del factor de crecimiento para
los fibroblastos (FGF). Cabe sefialar que los recepto-
res 1-3 presentan una isoforma alternativa con un
dominio III Ig-simil para ligandos (isoformas IIIb y
Illc); estas isoformas son expresadas en forma di-



ferencial en el epitelio y las células mesenquimati-
cas. Las isoformas son responsables de la afinidad
diferencial por la union del FGF y la especificidad
del FGF.04?

Varios estudios han analizado el papel de los
polimorfismos FGFR2 sobre la susceptibilidad al
cancer mamario, su progresion y capacidad de me-
tastatizar. Una investigacién llevada a cabo por
Hunter y colaboradores evalu¢ la asociacion geno-
mica con el cancer mamario, fenotipeando 528.173
polimorfismos de nucleétido unico (SNP) en 1.145
casos de cancer mamario invasor en mujeres blan-
cas posmenopausicas. Los autores identificaron un
grupo de cuatro SNPs con intrén 2 del FGFR2 que se
asociaban con alto riesgo de desarrollar cancer ma-
mario.ti43 Easton y colaboradores analizaron 4.398
casos de neoplasias mamarias y 4.306 controles,
validando un set de 30 SNPs en 21.860 casos y 22.578
controles provenientes de 22 estudios. Los investi-
gadores identificaron importantes SNPs adiciona-
les en el intrén 2 del FGFR2.044)

FGFR2 se asocia con la génesis tumoral. Kim y
colaboradores observaron que FGFR2 es esencial
para el mantenimiento de las células iniciadoras de
tumores (TIC) y para promover la génesis tumoral.
Los autores hallaron CD2ghigh/CD24+ TICs en rato-
nes a los que se les habia inducido cancer mama-
rio, observando alta potencia de auto-renovacion
cuando las células aisladas fueron inyectadas en
ratones NOD/SCID. También observaron que FGFR2
es expresado de preferencia en TICs con un au-
mento aproximado de 22 veces los niveles de ARN
mensajero. La citometria de flujo reveld que existia
un incremento de 5,4-10,2 veces en los niveles de la
expresion de la proteina FGFR2 en las TICs. La inhi-
bicion FGFR2 farmacolégica produjo una fuerte dis-
minucion de la renovacion de TICs y el crecimiento
tumoral. Mas aun, los autores observaron un au-
mento en los niveles de ARN mensajero del FGFR2
de 32 a 293 veces en dos de 26 muestras de cancer
mamario, en comparacioén con los controles, y las
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TICs FGFR2-enriquecidas provenientes de muestras
de muestras humanas fueron capaces de inducir
tumores sustanciales en los ratones NOD/SCID. )
Los ensayos in vitro revelaron que la elevada expre-
sion de FGFR2 correlacionaba con altas tasas de pro-
liferacién, motilidad e invasividad en linajes celu-
lares derivados de cancer mamario metastasico; #4°
es interesante senalar que las células que expresa-
ban altos niveles de FGFR2 eran tan invasivas como
las células que sobreexpresaban erb-b2 y los linajes
metastasicos.

PTEN

El homologo de fosfatasa y tensina (PTEN) es un
gen supresor de tumores que se encuentra delecio-
nado o mutado en muchos canceres humanos,4”
incluyendo el cancer mamario.®® La pérdida del
PTEN lleva al cese de la apoptosis y la regulacién
del ciclo celular.i49 Un estudio retrospectivo de 78
pacientes posmenopausicas con tumores en esta-
dios I/1I con receptores esteroides positivos y trata-
das con tamoxifeno de modo su guante demostro
la pérdida del PTEN en 16 de 43 pacientes (37,2%) con
carcinomas ductales y en g de 35 pacientes (25,7%)
con carcinoma lobular. Ademas, los autores obser-
varon que el 96% de las pacientes con recurrencia
no expresaban PTEN, y aquellas que lo expresaban
presentaban recidivas solo en el 26,4% de los casos.
(59 Cabe resaltar que también hallaron una correla-
cién positiva entre la expresion del PTEN y una ma-
yor supervivencia libre de recidivas, especialmente
en tumores receptor estrogénico positivos y PTEN
positivos.ts). Un estudio de Zhang y colaboradores
evalud muestras provenientes de 146 pacientes con
cancer mamario, hallando expresion del PTEN en
solo 57,5% de las muestras neoplasica, en compara-
cion con las muestras normales, las cuales expre-
saban PTEN en su totalidad. Estos autores también
observaron que las muestras que no expresaban
PTEN correlacionaban con aumento del tamarno tu-
moral y con estadios avanzados.
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Sirtuins

La familia de genes Sirtuins (SIRT) esta presen-
te en una amplia variedad de organismos, desde
bacterias hasta humanos, y se los relaciona con
diferentes procesos fisiologicos, incluyendo la lon-
gevidad, la apoptosis, la diferenciacion y resisten-
cia a las respuestas de estrés.ts? Se habian descrito
7 Sirtuins en células de mamiferos, todas ellas lo-
calizadas en distintas regiones subcelulares. Por
ejemplo, SIRT3, SIRT4 y SIRTs se localizan en la mito-
condria, mientras que SIRT:, SIRT6 y SIRTs se hallan
en el nucleo, y SIRT2 principalmente en el citosol.
03 Pese a estas diferencias en la localizacién celu-
lar, todas las proteinas SIRT se caracterizan por un
dominio SIRT conservado que posee actividad cata-
litica y es responsable de su unién al NAD+.

SIRT3, la principal deacetilasa mitocondrial,
es responsable de la accién sobre numerosas enzi-
mas involucradas en diferentes vias oxidativas, y
también regula la produccion, metabolismo y se-
nalizacion celular mediadas por ATP. Asimismo, se
demostro6 que la pérdida de SIRT3 se asocia con au-
mento de los niveles intracelulares de especies de
oxigeno reactivo (ROS) y enfermedades por enveje-
cimiento, incluyendo neoplasias; por todo ello, se
ha postulado a SIRT3 como gen supresor de tumores.
b54) Debido a sus implicaciones en las funciones bio-
logicas descritas, se lo ha estudiado intensamente,
y los datos disponibles hasta la fecha indican que
esta molécula podria jugar un rol crucial en el con-
texto de la biologia tumoral, especialmente en los
canceres mamarios en cuanto a la conducta clinica
y el estadio de la enfermedad. Ademas, un reciente
estudio informo que el 40% de los canceres mama-
rios presentan al menos una copia delecionada de
este gen, remarcando su participacion en la génesis
de los tumores mamarios y su progresion;®3 otros
investigadores han arribado ala misma conclusion.
654) Respecto de su relacién con la progresién tumo-
ral y las metastasis, un ensayo mostro que la expre-
sion del SIRT3 se asociaba significativamente con
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metastasis y que esta proteina se hallaba altamen-
te expresada en un grupo de tumores con compro-
miso ganglionar positivo, indicando una ventaja
de estos tumores respecto de la supervivencia.t#
Dicho estudio no hall6 correlacion entre el grado
tumoral y la invasion linfovascular. Se piensa que
una investigaciéon mas profunda de esta molécula
podria conducir al descubrimiento de nuevas pro-
teinas importantes en el diagnostico del cancer,
con potencial adicional para evaluar el pronostico
de las mujeres portadoras de cancer mamario, es-
pecialmente su potencial metastasico y probable-
mente la tasa de supervivencia.

Snail, Twisty Zeb I

Se ha sugerido que la transicion epitelial a me-
senquimatica (EMT) jugaria un papel en la genera-
cién de células madre neoplasicas (CSC) que poseen
mayor capacidad para invadir y metastatizar a dis-
tancia a través de cambios en sus propiedades ad-
hesivas.(155). Se ha propuesto también que las CSC
estarian involucradas en el desarrollo de resisten-
cia a las drogas.ts®)

La EMT, asi como su reversa (transicién mesen-
quimatica a epitelial), son eventos muy importan-
tes y esenciales para la vida, especialmente en el
desarrollo de los organismos. La EMT promueve
el cambio de varias isoformas epiteliales a isofor-
mas mesenquimaticas, confiriendo propiedades
de despegamiento y motilidad celulares con la
pérdida de E-caderina y aumento de la expresion
de N-caderina. Este evento es regulado principal-
mente por factores de transcripcién que responden
a varias senales intra y extracelulares. Los factores
de transcripcion mas estudiados respecto de la EMT
son Twist, Snail1 y Snail2.657

La EMT no es solo un evento fisiologico; varios
estudios han observado EMT durante la progresion
del cancer, particularmente al ocurrir metastasis.
Las células del adenocarcinoma mamario gene-
ralmente comienzan el proceso EMT al perder sus



marcadores epiteliales y las proteinas de adhesion
celular, adquiriendo marcadores mesenquimaticos
e incrementando su motilidad y potencial invasivo.

Un estudio analiz6 la expresion de Snaili en
muestras provenientes de 21 mujeres con cancer
mamario que no habian recibido quimioterapia o
radioterapia; 17 muestras fueron clasificadas como
carcinomas ductales infiltrantes y las otras 4 como
carcinomas lobulares infiltrantes. Las células nor-
males no expresaban Snaili, pero este fue detecta-
do en 8 de 17 carcinomas ductales sin filtrantes, lo
cual correlacionaba con la pérdida de la expresion
de E-caderina. En contraste, no se hall6 expresion de
Snaill en ninguna de las muestras de carcinomas
lobulares infiltrantes. Cabe resaltar que la mayo-
ria de los carcinomas ductales infiltrantes grado 3,
mas de la mitad de aquellos de grados 2 y ninguno
de los de grado 1 expresaban Snaili. Ademas, Snaila
es expresado en carcinomas ductales infiltrantes
pobremente diferenciados.t®

Ensayos in vitro determinaron que Snaili es ne-
cesario para la iniciacion de la EMT y su respuesta
a TGFbeta1 (factor transformador del crecimiento
beta). Twist1 es también necesario para el mante-
nimiento de la EMT. Los ensayos describieron que
los linajes mamarios normales y tumorales expe-
rimentaban EMT tras la exposicion a TGFbetai.
Ademas, se hall6é una fuerte correlacién entre una
alta expresion del ARN mensajero de Twisti, redu-
cida expresion del ARN mensajero de Snail1 y recu-
rrencia metastasica en células tumorales que inva-
dia médula 6sea provenientes de 30 pacientes con
neoplasias mamarias estadios II o III. Uno de estos
estudios de cohortes también indico que la exis-
tencia de una elevada tasa Twisti/Snaili luego de
la quimioterapia es terapéuticamente relevante.®s?

Un estudio demostr6 que la sobreexpresion de
Zebi, un factor de trascripcién también asociado
con la EMT, era capaz de inducirla en células que no
expresaban Zebi, y que los niveles de este ultimo
era mayores en células que experimentaban EMT,
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en comparacion con los controles. La expresion de
Zeb1 es también responsable de conferir propieda-
des de motilidad e invasividad.t®°

Enla actualidad se cree que la EMT es responsa-
ble de las metastasis neoplasicas y la resistencia a
las drogas debido a que induce el cambio de la cé-
lula hacia un estado indiferenciado, transforman-
dola en un perfil multirresistente a drogas con alta
plasticidad. Asi, Snail, Twist y Zeb1 son buenos bio-
marcadores de la EMT en canceres mamarios y, por
tanto, de metastasis y resistencia a drogas.

Potenciales biomarcadores para
la resistencia a la quimioterapia
sistémica

Los potenciales biomarcadores para la predic-
ciéon de la resistencia a la quimioterapia sistémica
incluyen al citocromo P450 2D6 (CYP2D6), a la fos-
fatidilinositol-4.5-bifosfonatos-3-cinasa  (PIK3CA),
al receptor alfa para el acido retinoico (RARA), al
transductor de sefales y activador de transcripcion
3 (STAT3), al inhibidor tisular de la metaloproteina-
sa1(TIMP-1) y al Lin28.

Citocromo P450 2D6

Un tercio de todas las pacientes tratadas con ta-
moxifeno presentan recaidas dentro de los 15 afios
de seguimiento, lo cual representa un cuarto de to-
daslas pacientes con cancer mamario; *esto resal-
ta la importancia de identificar marcadores primi-
tivos de la resistencia al tamoxifeno.

El tamoxifeno es un modulador selectivo de
los receptores estrogénicos (SERM) que bloquea la
union de los estrégenos a su receptor, por lo que se
lo utiliza para tratar canceres mamarios que expre-
san dichos receptores. Se une débilmente al receptor
estrogénico y es considerado una prodroga, ya que,
para cumplir su funcién, debe ser metabolizado a
potentes metabolitos antiestrogénicos por varias
enzimas citocromo P450.%%? En la actualidad, se con-
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sidera que el endoxifeno es el mas importante me-
tabolito del tamoxifeno, y es producido casi exclusi-
vamente por la citocromo P450 2D6 (CYP2D6).063)

Los genes CYP450 son polimérficos, resultando
de ello diferentes genotipos que han sido dividi-
dos de acuerdo con su actividad enzimatica como
metabolizadores pobres, intermedios, extensivos
y ultra rapidos.t®¥ Las diferentes actividades enzi-
maticas podrian explicar algunas de las variabili-
dades clinicas en las concentraciones plasmaticas
de tamoxifeno y de sus metabolitos en diferentes
pacientes.t®s).

Se ha demostrado que algunas variantes gené-
ticas de CYP2D6 se asocian con menores concen-
traciones de endoxifeno, el metabolito activo del
tamoxifeno, lo cual podria potencialmente afectar
el resultado clinico de las pacientes con cancer ma-
mario luego del tratamiento con tamoxifeno.®® Un
estudio llevado a cabo por el Breast International
Group 1-98 trial investig6 la relevancia clinica de
los polimorfismos de CYP2D6 sin hallar asociacion
entre los fenotipos del metabolismo CYP2D6 y el in-
tervalo libre de cancer mamario en pacientes que
habian recibido monoterapia con tamoxifeno sin
quimioterapia previa, lo cual sugiere que la eva-
luacion farmacogenética de CYP2D6 no es util para
determinar si corresponde tratar con tamoxifeno a
las pacientes posmenopausicas con cancer mama-
rio. Este estudio fue cuestionado por algunos inves-
tigadores como Stanton, Pharoah y Nakamura por
presentar resultados improbables de genotipeados
de CYP2D6 que generan serias dudas sobre las con-
clusiones. Por ejemplo, el genotipeado fue llevado a
cabo a partir de tejidos tumorales fijados con for-
mol e incluidos en parafina, situacién que podria
comprometer la viabilidad del ADN extraido, espe-
cialmente con genes complejos como el CYP2D6 que
exhibe variable cantidad de copias y es flanqueado
por dos pseudogenes muy similares.

En sintesis, el genotipo CYP2D6 de las pacientes
podria ser utilizado como potencial biomarcador
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para predecir la respuesta al tamoxifeno de las pa-
cientes, requiriéndose un gran estudio aleatoriza-
do, prospectivo, a gran escala y en controlado que
confirme los hallazgos.

PIK3CA

La fosfatidilinositol-4.5-bifosfonatos 3-cinasa
(PIK3CA) es la subunidad alfa catalitica en la via de
sefales PI3K/PTEN/Akt y controla actividades celu-
lares como el crecimiento, proliferacion, motilidad,
supervivencia, diferenciacion y trafico intracelular.
La PIK3CA es el oncogen mas frecuentemente mu-
tado en todos los canceres humanos.®” Un estudio
analizé el ADN tumoral circulante de 52 pacientes
con cancer mamario, 30 de las cuales presentaban
alteraciones genémicas. Estas 30 pacientes tenian
metastasis de su neoplasia mamaria y habian re-
cibido terapia sistémica. Los autores recolectaron
muestras sanguineas por 2 afios cada 3 semanas y
observaron que 25 de 52 pacientes presentaban mu-
taciones de PIK3CA. También hallaron correlacion
entre la terapia farmacologica, estadio de la enfer-
medad y niveles de PIK3CA. Cabe destacar que los
niveles de PIK3CA se encontraban elevados en los
casos de enfermedad progresiva.t6®)

El papel carcinogénico de PIK3CA llevo a estu-
diar su implicacién en el cancer mamario y en la
resistencia a drogas, asi como su valor prondstico.
El Cancer Genome Atlas analizé los datos de los
exones completos de 510 tumores de 507 pacientes,
observando que solo 3 genes presentaban muta-
ciones somaticas presentes en mas del 10% de las
muestras, entre los que se hallaba PIK3CA. Los in-
vestigadores encontraron que el 45% de las mues-
tras Luminal A y el 29% de las muestras Luminal
B presentaban mutaciones PIK3CA, al igual que el
39% de las muestras HER2 positivas. El 49% de los
canceres basaloides o basal-like analizados mos-
traban amplificaciones PIK3CA, pero ninguno de
ellos portaba mutaciones PIK3CA.9 Pese a que las
mutaciones PIK3CA en los tumores receptor estro-



génico positivos/HER2 negativos son consideradas
“de buen prondstico”, esas mutaciones en tumores
receptor estrogénico positivos/HER2 positivos im-
plican resistencia tumoral al tratamiento con tras-
tuzumab.t7°

Un estudio de Cizkova y colaboradores evaluo la
relacion entre el tratamiento con trastuzumab y la
mutacién PIK3CA en 8o canceres mamarios HER2
positivos tratados con trastuzumab por un afio;
estos autores hallaron que las pacientes sin muta-
ciones PIK3CA tratadas con trastuzumab presen-
taban mejor supervivencia, en comparacién con el
grupo de pacientes con mutaciones PIK3CA y trata-
do con trastuzumab; este hallazgo sugiere que las
mutaciones PIK3CA son un mal factor en canceres
mamarios HER2 positivos tratados con trastuzu-
mab,*”” aunque no se hallé correlaciéon en pacientes
tratadas con tamoxifeno.t7?

Receptor alfa del 4cido retinoico (RARA)

Otro marcador para predecir la respuesta al ta-
moxifeno es el receptor alfa para el acido retinoico
(RARA). Se sabe que el receptor estrogénico protege
las células neoplasicas mamarias contra la apopto-
sis inducida por la transcripciéon de BCL-2, un gen
antiapoptotico que lleva a la proliferacion y super-
vivencia celulares. El RARA y el receptor estrogéni-
co ejercen efectos opuestos sobre la proliferacion y
supervivencia de las células neoplasicas mamarias,
dado que el RARA inhibe la proliferacién e induce
la apoptosis.ti? Los efectos del RARA pueden ser
explicados por su interaccion con el receptor estro-
génico y sus sitios de uniéon genémica comparti-
dos.t™ Johansson y colaboradores identificaron un
nexo entre la resistencia endocrina y la resistencia
por RARA utilizando células sensibles a tamoxife-
no (MCF7) y tamoxifeno-resistentes (LCC2). Dichos
investigadores demostraron que las células resis-
tentes a tamoxifeno presentan mayores niveles de
RARA. Asi, las pacientes con recidivas tempranas
también muestran niveles de proteina RARA mas
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elevados que las pacientes libres de recidivas. Mas
aun, los autores utilizaron un pequeno ARN de in-
terferencia para regular negativamente la expre-
sion de RARA, el cual disminuyd la proliferacién
tanto de las células MCF7 como de las LCC2; sobre la
base de estos resultados, concluyeron que el RARA
esta involucrado en la resistencia al tamoxifeno,ts
y que seria un potencial biomarcador para predecir
la respuesta al tamoxifeno.

STAT3

Eltransductor de sefial y activador de transcrip-
cién 3 (STAT3)® es un transductor de senales en
varias vias, incluyendo las interleucinas, interfe-
rones, factor de crecimiento si hormonas.®? Un es-
tudio in vitro realizado por Xiayan y colaboradores
mostré que el STAT3 se asocia con resistencia al ta-
moxifeno en células CD44+/CD24-/low. La sobreex-
presion STAT3 o su autofosforilacién inhiben la
apoptosis mediada por tamoxifeno, y la abolicion
de STAT3 mediante siRNA suprime la resistencia
al tamoxifeno en la su poblacion de células CD44-/
CD240-low.07®)

Distintos estudios han observado la expresién
de STA3 fosforilado en varias muestras de cancer
mamario. En 45 muestras de neoplasias mamarias
invasivas estadio III, se observé que el 22% expre-
saba STA3 fosforilado, lo que correlacionaba con la
positividad HER2.079) El analisis por microarray de
346 muestras de cancer mamario con ganglios axi-
lares negativos y receptores estrogénicos positivos
identificé la presencia de STAT3 citoplasmaticos y
nuclear en el 69% y 23% de las muestras, respecti-
vamente. También se observo STAT fosforilado cito-
plasmatico y nuclear en el 23% y 44% de las mues-
tras, respectivamente.t® Estos datos indican que
STAT3 podria ser utilizado como un potencial bio-
marcador para predecir la respuesta a tamoxifeno.
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Inhibidor tisular de la metaloproteinasa I
(TIMP-1)

El inhibidor tisular de la metaloproteinasa I
(TIMP-1) es miembro de la familia de los inhibidores
tisulares de metaloproteinasas (TIMP); estas pro-
teinas regulanla actividad de las metaloproteinasa
de matriz (MMP). Sin embargo, el TIMP-1 presenta
varias funciones fisiolégicas adicionales, incluyen-
do la regulacién de la proliferacién, angiogénesis
y apoptosis celulares.'® Estas funciones implican
que el TIMP-1 podria jugar un papel en el desarrollo
y crecimiento.t®

El TIMP-1 desempena un importante papel en
la resistencia a los quimioterapicos utilizados en
el tratamiento del cancer mamario, y esta funcién
atrajo una considerable atencion por parte de los in-
vestigadores. El TIMP-1 ha sido asociado con dismi-
nucién de la sensibilidad a la epirrubicina y al pa-
clitaxel al incrementar la degradacion de la ciclina
B1y activar la via de sefiales PI3K/Akt/NF-k beta.t®?)
También media la resistencia a los inhibidores de la
topoisomerasa a través de la regulacion positiva y/o
fosforilacion de topoisomerasa.’® Asi, se sugiere
que el TIMP-1 media la resistencia a la quimiotera-
pia, siendo necesarios mas estudios para evaluar su
potencial como predictor de respuesta a las drogas.

Lin28

Se trata de un gen regulador de células madre
altamente expresado en células indiferenciadas,
que, por lo tanto, ha sido implicado fuertemente en
el desarrollo de tumores, en parte debido a su papel
como oncogen y por la promocion de proliferaciéon
y transformacién celulares. Un reciente estudio®
hall6 que el Lin28 esta sobreexpresado en varios tu-
mores, incluyendo colon, mama, pulmén y cérvix,
confirmando que se trata de una oncoproteina. Se
ha postulado que un posible mecanismo regula-
torio a través del cual esta proteina puede afectar
células madre normales y malignas es merced a la
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regulacion negativa post transcripcional del micro
ARN Let-7, una molécula importante involucra-
da en el desarrollo normal del metabolismo.®® Lv
y colaboradores demostraron que esta proteina se
halla altamente expresada en el cancer mamario
localmente recurrente y metastasico. Recientes es-
tudios con lineas celulares indicaron que aquellas
que expresan altos niveles de Lin28 presentan ma-
yores tasas de supervivencia que las lineas celula-
res reguladas negativamente por Lin28 expuestas a
la radiacién en dosis de 2 a 4 Gy.®¥?. También se de-
mostr6 que la radio resistencia ocurria a través de
la inhibicién de la apoptosis, hecho confirmado por
los reducidos niveles de PARP cribado, caspasa-3 y
caspasa-9 en células que expresaban establemente
Lin28. Por tanto, es posible hipotetizar que la utili-
zacion de Lin28 como blanco terapéutico podria ser
una estrategia excelente para aquellos rumores re-
sistentes a los tratamientos actuales.

Micro ARNs

Los micro ARNs (miRNAs) fueron inicialmente
descritos en 1993 por Victor Ambros y colaboradores
durante un estudio del gen Lin-14 en el desarrollo
de un microorganismo.'®® Los miRNAs son peque-
nas moléculas de ARN no codificante que contie-
nen alrededor de 22 nucledtidos. Pueden hallarse
en plantas, animales y algunos virus, y jugar un
importante papel en la regulacion de la traslacion
génica.t8d)

Se han identificado mas de 1.800 miRNAs en
humanos hasta la fecha, algunos de los cuales han
sido implicados en el cancer mamario. La expresion
de un unico miRNA puede oscilar entre diferentes
tipos celulares, resultando en una firma miRNA.
De igual modo, cada tumor posee una firma miR-
NA caracteristica,o? que puede ser explotada para
el diagnostico de cancer mamario y la evaluacion
del pronéstico y la respuesta a las drogas.

Varios estudios han identificado miRNAs espe-
cificos elevados en sangre y tejidos de pacientes con



cancer mamario. Una revisiéon de Andorfer y cola-
boradores identifico miRNAs cuyas expresiones se
hallaban significativamente reguladas en tumores
mamarios humanos. Los investigadores conclu-
yeron que miR-21, miR-155, miR-210, miR29-c, miR-
196a, miR-213, miR-191, miR-203, miR-29b y miR-93
se hallaban regulados positivamente en forma
significativa en tejidos tumorales, en comparacion
con mujeres sanas, mientras que miR-125b, miR-
145, miR-100, miR-10b, Let-7a-2, miR-205, miR497 y
miR-193 se encontraban regulados negativamente;
miR-31 y miR-130b se encontraban regulados tanto
positiva como negativamente.t?

El desafio actual consiste en comprender cuales
son las consecuencias de estas diferencias para la
mejoria de las herramientas clinicas diagnosticas,
pronosticas y de seguimiento del tratamiento de
pacientes con cancer mamario. Se sabe que miR-195
se encuentra elevado en el suero de pacientes con
cancer mamario. Este miRNA demostro resultados
promisorios, dado que pudo diferenciar el cancer
mamario de otros canceres y de los controles, lo que
indica que es muy especifico para las neoplasias
mamarias. También se hallé disminucién de los ni-
veles de miR-195 y let-7a luego de la reseccion tumo-
ral, sugiriendo que estos biomarcadores derivan del
tumor y podrian ser utilizados para el diagnostico
de cancer mamario.®? Un reciente meta-analisis
también senald a miR-21, miR-155, miR-222 y miR-
10b como candidatos confiables a biomarcadores
para la deteccion del cancer mamario.t9?

Algunos miRNAs han demostrado ejercer un
importante papel en la formacion y regulacion de
las células madre mesenquimaticas, que, se sabe,
contribuyen a la progresiéon del cancer mamario.
Una familia de miRNAs let-7 y miR-30, asi como
miR-200, miR-128, miR-34c y miR-16, demostraron
encontrarse regulados negativamente en el proce-
so EMT, mientras que la familia miR-181 y miR-495
se encuentra sobreexpresado.t

Respecto de la resistencia a drogas en el cancer
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mamario, la regulacion positiva de miR-21 parece
inducir resistencia a trastuzumab a traveés de la re-
duccién de su gen blanco PTEN.®9 Se ha demostra-
do que los estrogenos pueden modular la expresion
de miRNAs en las células neoplasicas mamarias,9%
induciendo 21 miRNA, incluyendo 8 miembros de la
familia let-7, miRNA-98 y miRNA-21 y suprimiendo
7 miRNAs en células MCF-7. Por otra parte, estos
miRNAs podrian tener implicaciones en la resisten-
cia a la terapia endocrina.t9”

CONCLUSIONES

Incontables investigadores han bregado a lo lar-
go del tiempo y a través de innumerables estudios
por identificar potenciales factores que pudieran
influir sobre la génesis, historia natural y evoluciéon
del cancer mamario, asi como sobre los mecanis-
mos involucrados en la resistencia natural a la te-
rapia. La mastologia ha progresado incesantemente
desde los tratamientos quirurgicos radicales hasta
terapias mas conservadoras, merced, en gran parte,
al diagndstico precoz que fue posible gracias a las
nuevas tecnologias que detectan lesiones de menor
tamano y a las terapias sistémicas. Métodos auxi-
liares como la inmunohistoquimica, la genética y
la biologia molecular han facilitado el desarrollo
de marcadores biologicos, dando por resultado ma-
yores supervivencias, periodos mas prolongados
libres de enfermedad y la posibilidad de efectuar
seguimientos mas eficaces y seguros para las pa-
cientes con cancer mamario.

Pese a su homogeneidad y semejanza en cuanto
a los factores clasicos de prondstico, los tumores de
mama exhiben diversas evoluciones, por lo que es
dable suponer que las diferencias radican al nivel
molecular.

Asi, la positividad de los receptores hormonales
correlaciona con un mejor prondstico en cuanto a
la supervivencia libre de enfermedad y la super-
vivencia global, siendo ademas determinante de
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la indicacién de terapias endocrinas. La sobreex-
presion de HER2/neu, en cambio, se asocia con mal
pronodstico y menor respuesta a la terapia, deter-
minando de este modo una menor supervivencia
global y también una menor supervivencia libre
de enfermedad. Este marcador permite identificar
a las pacientes que se beneficiarian con el uso de
esquemas basados en antraciclinas, trastuzumab e
inhibidores del aromatasa.

Por otra parte, la sobreexpresion de Ki67 implica
un peor pronostico, tanto en relacién con la super-
vivencia global como con la supervivencia libre de
enfermedad. Elevados niveles de este marcador se-
rian de valor predictivo en la eleccién de un inhibi-
dor de la aromatasa por sobre el tamoxifeno.

Los factores clasicos de prondstico, asi como la
clasificacion histopatologica vigente, poseen una
limitada relevancia clinica puesto que no reflejan
la variabilidad de los tumores en cuanto su com-
portamiento biologico, y tampoco ostentan un ade-
cuado valor predictivo de la respuesta o resistencia
a los distintos tratamientos. Muy pocos de los mu-
chos noveles marcadores de prondstico evaluados
hastala fecha son lo suficientemente poderosos por
si solos como para ameritar su uso clinico. Algunas
de las firmas multigénicas son mas poderosas; al-
gunas de ellas han ganado la aprobacién por parte
de la FDA, pero se estan llevando a cabo estudios
aleatorizados prospectivos para evaluar su real
aplicabilidad clinica.

El desarrollo de las nuevas terapias moleculares
dirigidas se acompanade la necesidad de identificar
nuevos marcadores capaces de predecir respuestas
especificas, lo que constituye un desafio para los
cientificos y clinicos en los proximos anos a fin de
seleccionar los mas promisorios. La identificacion
de las caracteristicas moleculares de los canceres
individuales permitira hallar nuevos biomarcado-
res que ayudaran a seleccionar terapias adaptadas
a cada paciente portadora de cancer mamario.
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