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1.-BIOLOGIA MOLECULAR DE LA CELULA
EUCARIOTICA.

1.- ESTRUCTURA DEL DNA, GENES Y PROCESOS DE
EXPRESION GENICA.

La célula eucaridtica contiene toda su informacién en el nucleo,

concretamente en una estructura quimica conocida como acido acido (DNA). La
composicion de esta molécula asi como su organizacibn en cromatina
(cromosomas durante la mitosis) es fundamental para el funcionamiento de esta
doble hebra de DNA. Asi, se conoce como replicacion a un proceso de gran
precision durante el cual la estructura informativa del DNA se copia para
mantenerse invariable entre las distintas generaciones de células. Igualmente, el
DNA tiene que expresar su potencial de informacion para producir aquellas
proteinas caracteristicas de cada tipo de célula y en el momento adecuado del
desarrollo que van a generar el fenotipo de la célula. La expresién de genes
estructurales (segmentos del DNA con informacion para proteinas) ,es un proceso
complejo en el que se tiene que transcribir el gen para dar lugar a una molécula
precursora en el nucleo (un acido ribonucleico o RNA) ,que tras un proceso
madurativo origina en el mismo nucleo RNA mensajero (RNA m),cuya secuencia
de nucledtidos dirigira la traduccion o sintesis de proteinas en el citoplasma. Para
que la sintesis de proteinas, dirigida por el RNAm tenga lugar, es necesario que
participen los ribosomas (integrados por RNA ribosémicos o r RNA vy proteinas) y
los RNAs de transferencia ( t RNAs )que son los que llevan los aminoacidos al
lugar donde ocurre la traduccién. La informacion de para la sintesis de estos r
RNAs y t RNAs también esta en el DNA y los genes que codifican para ellos
deben de transcribirse para la formacion de los mismos. Finalmente, los
ribosomas, los t RNAs activados con aminoacidos y el m RNA, dirigidos por
factores proteicos en el citosol, y mediante un diccionario conocido como cédigo
genético, dirigiran la traduccion de la informacion de tripletes de nucleotidos del
MRNA a cadenas polipeptidicas. La regulacion de todos estos procesos es
tremendamente compleja y alteraciones en cualquiera de estos puntos puede
llevar a una alteracién del crecimiento celular y por tanto al CANCER".

1.1 ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL DNA

El DNA eucaritdtico se presenta como una estructura llamada Hélice B del
DNA, compuesta por dos hebras enrolladas helicoidalmente a derechas e
interaccionadas entre si. Cada wuna de estas hebras es un
polidesoxirribonucledtido con esqueleto de desoxirribosa-fosfato formando
enlances fosfodiéster 3'-5"y enlaces N-glicosidicos entre los azucares (carbono 1)
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y las bases nitrogenadas (nitrégeno 9 de adenina, A de guanina, G y N1 de timina,
,T o citosina C).Cada hebra tiene polaridad 5°-3"y las dos hebras se asocian en la
hélice B de forma antiparalela, dejando los esqueletos azucar-fosfato hacia el
exterior en contacto con el medio acuoso fisiolégico y las bases nitrogenadas
hacia el interior, perpendiculares al eje de la hélice, en un entorno hidrofébico. Las
bases de cada hebra de la hélice interaccionan entre si mediante puentes de
hidrégeno , de acuerdo con los llamados apareamientos de Watson&Crick, es
decir A con T mediante 3 puentes de hidrogeno y C con G mediante 2 puentes de
hidrégeno.

Fig.1.- Estructura y organizacién del ADN

Debido a que esta organizacion del DNA no es suficiente para dar cabida a todo el
DNA contenido en una célula(ocuparia de esta forma varios cm, lo que es
incompatible con el tamano del nucleo) se impone un nivel de organizaciéon
superior , que tienda a condensarlo, en lo que se llama superenrrollamientos
negativos. Esta estructura permite un facil desenrrollamiento del DNA, lo que es
muy importante debido a que son numerosas las circunstancias en las que el
genoma tiene que relajarse, como durante la replicacion y la expresion de genes,
volviéndose luego a empaquetar en superhélices. Estos procesos son dirigidos
enzimaticamente, mediante las denominadas topoisomerasas. De ellas, la tipo |
relaja las superhélices negativas del DNA, mientras que la topoisomerasa Il ayuda
a la condensacion y segregacién de cromosomas durante la mitosis y meiosis, y
participan en la topologia del DNA durante la transcripcién. La importancia del
conocimiento de estas enzimas es grande, ya que diversas drogas antitumorales
actuan sobre ellas, pudiendo ser usadas en tratamientos antineoplasicos.
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El DNA se encuentra en el nucleo asociado a proteinas basicas formando
una estructura llamada cromatina, que en estado de maxima condensaciéon
durante la metafase mitética da lugar a los cromosomas. Estos alcanzan un grado
de empaquetamiento de 10000 veces respecto a la hélice del DNA. Asi, cada
cromatida de un cromosoma que corresponde a una unica molécula de DNA de
tamafo cm en doble hélice, esta condensada en un tamafio de um durante la
metafase mitética 2°.

Conocida la estructura basica del DNA
humano, vamos a centrarnos en su
organizacion. Aunque por el tamafio del
genoma humano seria esperable un
numero elevadisimo de genes, sin
embargo, y aunque el Proyecto Genoma
(que pretende identificar todos los genes
humanos) aun no esta terminado, el
numero de genes esperado es mucho mas
pequefio (alrededor de 30.000-50.000
genes).Esto es debido a que parte de las
secuencias del DNA se encuentra
mediana o altamente repetido.

Por el contrario, los genes estructurales,
que codifican para proteinas, son
generalmente secuencias Unicas, de
tamano variable, pero que sélo aparecen
normalmente una vez a lo largo de todo el
genoma, no siendo ademas totalmente
informativos, ya que gran parte de su
contenido son intrones o0 secuencias sin
informacion, que han de ser eliminados
para dar mMRNAs maduros y poder dirigir la
formacion de proteinas especificas.
Ademas, existe gran cantidad de DNA
espaciador intergénico organizado.
también como secuencias unicas. Todo
ello nos hace comprender que sélo una
pequefia parte del genoma es informativa.

Fig.2.-Estructura en doble hélice del ADN

1.1.1 Replicacién

Las células eucaridticas replican su genoma, es decir lo duplican, y ello
ocurre durante la fase S del ciclo celular, que dura entre 8-10 horas en un ciclo
celular tipico. Para ello , el DNA se tiene que desempaquetar simultaneamente en
muchos puntos llamados origenes de replicacion, siendo un replicon todo el DNA
parental copiado entre dos origenes de replicacion.En cada origen de replicacion

11
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se produce un desenrrollamiento transitorio de la doble hélice de DNA por una
helicasa y ,bidireccionalmente se replica el genoma. La maquinaria enzimatica que
se ocupa de la replicacion es un dimero asimétrico de DNA polimerasa o y DNA
polimerasa 6. Las dos polimerasa trabajan sincronicamente formando enlaces
fosfodiéster 3°-5'y avanzando en el sentido 5°-3",siendo ayudadas durante la
elongacion por un tercer tipo de DNA polimerasa €.Como el DNA eucariético no
estd desnudo sino asociado con histonas, segun se va formando nuevo DNA se
van asociando con nuevas histonas que previamente se han sintetizado ',

1.1.2 Transcripcion .

Es el proceso por el que los genes, tanto
los  estructurales(dirigen la  sintesis de
proteinas)como los que codifican para rRNA o
tRNA , se copian a cadenas de
polirribonucleétidos (RNAs), siguiendo la pauta
dada por los apareamientos de Watson &
Crick.Como la naturaleza de estos genes es muy
distinta, van a existir enzimas especializadas en
transcribir los distintos grupos de genes,
denominandose respectivamente RNAs
polimerasas I, 'y Ill. Los procesos de
transcripcion en si no van a generar directamente
RNAs maduros, sino precursores que van a |
madurar en el propio nucleo, originando RNAs :
maduros que saldran al citoplasma para realizar , -
su funcion de en la sintesis proteica. .
El ribosoma eucaridtico estd formado por dos -
subunidades que juntas son 80 s(unidad de
sedimentacién indicativa del tamano).El
ensamblaje de los rRNAs con proteinas para la
formacion de ribosomas ocurre en el nucleolo.
Una vez formados los ribosomas emigraran al
citoplasma, tanto del lado externo del reticulo
endoplasmico, como libres ,para posibilitar la
sintesis de proteinas.

Fig.3.-Modelo de la replicacion del
ADN propuesto por Watson y Crick.

Vamos a describir con mas detalle la transcripcion de los llamados genes de clase
II, que son aquellos transcritos por la RNA polimerasa Il, concretamente los genes
estructurales que codifican para proteinas y los genes que controlan la formacion
de los RNAs pequefios nucleares (snRNAs). Las secuencias inmediatamente
anteriores al lugar donde se inicia la transcripcion tienen toda la informacion para
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la transcripcion de ese gen y se conocen con el nombre de promotores. La
secuenciacion de muchos promotores de diferentes genes ha demostrado la
existencia en la mayoria de los genes eucaridticos de unas secuencias “consenso”
entre las que son de destacar la caja “TATA”, situada antes del inicio de la
transcripcion, la secuencia GC, y la secuencia CAAT un poco mas alejada del
promotor. Una vez sintetizado el transcrito primario, en un complejo proceso, es
necesario eliminar los intrones o secuencias no codificantes para que la formacion
de mRNAs maduros.Todo este procesamiento tiene lugar en el nucleo y una vez
formado el mMRNA saldra por los poros nucleares al citoplasma donde tendra lugar
la sintesis de proteinas %%,

1.1.3 Sintesis de proteinas

La ultima etapa de la expresion génica es la que conduce a la sintesis de
proteinas, que se produce en el citoplasma y en la que intervienen los mMRNAs que
llevan la informacion, los tRNAs activados con sus aminoacidos correspondientes,
los ribosomas y una serie de factores proteicos que dirigen todas las etapas de la
sintesis proteica.

Es importante conocer como se produce el flujo de informacion de
nucledtidos a aminoacidos. Los tRNAs poseen tripletes llamados anticodones que
son complementarios a los tripletes informativos o codones de los mMRNAs. Como
el Cdédigo Genético esta degenerado, es decir hay mas tripletes distintos(64) que
aminoacidos(20) , un mismo tRNA puede reconocer varios codones distintos
siempre que soOlo cambien en la tercera posicion del codon(hipdtesis del
balanceo).Por otro lado, es importante resefiar que el cédigo genético es un
cbdigo universal para todas las especies, que en él existen codones de iniciacion,
como AUG que codifica la metionina y codones de terminacién de lectura, como
UAA,UAG y UGA, y que una vez que se empieza a leer un mensajero, se lee
ininterrumpidamente hasta que aparece una senal de terminacion.

La etapa mas comprometida de lasintesis proterica es la iniciacion de la
misma. Una vez superados complejos mecanismos, la sintesis proteica se
produce, leyéndose el mRNA en el sentido 5°-3'y formandose la cadena
polipeptidica desde el extremo NH2 — hasta el -COOH terminal, hasta que en el
lugar aminoacilo aparece un codon de terminacion eRF, el cual introduce una
molécula de H20 y separa la cadena polipeptidica del tRNA , liberando el
ribosoma y el mRNA"2 .
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Fig.4.-Sintesis de proteinas

CONSIDERACIONES FUTURAS:

Todas las etapas de expresidon de genes son extraordinariamente

complejas y estan muy reguladas, especialmente aquellas de iniciacion de la
transcripcion, mecanismo de eliminacion de intrones, vida media de los
mensajeros e iniciacion de la sintesis proteica. Se conocen muchos genes
eucarioticos que estan regulados a uno o varios de esos niveles por factores
hormonales, nutricionales, estadio del desarrollo, tipo tisular, ect..
La aparicion en linea germinal o somaticamente de alteraciones genéticas tales
como mutaciones puntuales, delecciones, amplificaciones, sobreexpresion de
genes....,conducen en muchos casos a un crecimiento descontrolado de las
células y a su malignizacion. El conocimiento molecular de los genes y de sus
procesos de expresion sera muy importante en el futuro para el disefio de terapias
geénicas 1que permitan el tratamiento y el control del Cancer en las proximas
décadas .
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2.-Oncogenes y Cancer

EI cancer es el resultado de una serie de accidentes genéticos al azar

sujetos a seleccion natural. En todos los canceres cabe esperar que participe una
alteracion de las restricciones normales sobre la proliferacion celular. Para cada
tipo celular existe un namero finito de mecanismos por los que se puede producir
esta alteracion. De hecho parece que en el cancer los responsables de la mayor
parte de la desregulacion de la divisién celular son algunos cambios en un grupo
relativamente pequeno de genes. La identificacion y caracterizacion de muchos de
estos genes ha sido uno de los grandes triunfos en biologia molecular.

000N

MUTATION
(in proto-oncogene or
tumor suppressor gene)

\MW Fig.5.- Carcinogénesis: protooncogenes y

(MO DNA genes supresores de tumores
REPAIR) . REPAIR

OG0T/

CANCER NG CANCER

Siguiendo la hipotesis genética del origen del cancer, los tumores se
producen por la expansion de una sola célula que sufre una serie de alteraciones
decisivas en su genoma. Estas alteraciones pueden ser producidas por agentes
ambientales (virus, radiaciones,..)o pueden haber sido heredadas. El proceso de
carcinogénesis se produce de forma escalonada, tanto en el ambito genotipico
como en el fenotipico ,fendmeno que se ha denominado progresiéon tumoral. En el
ambito molecular, la progresion tumoral es el resultado de la progresiva
acumulacion de lesiones en los genes. Existen cuatro clases principales de genes
involucrados en la carcinogénesis: Los protooncogenes o genes promotores del
crecimiento, los antioncogenes o genes supresores de tumores, los genes
reguladores de la apoptosis o muerte celular programada y los genes que
regulan la reparacion del DNA danado. Las tres primeras clases son genes
reguladores del crecimiento y de la muerte celular .Del ultimo grupo depende la
correcta reparacion de estos genes reguladores.
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Fig.6.- Esquema del mecanismo de acciéon de los oncogenes y genes supresores de
tumores

Mientras que los protooncogenes y oncogenes codifican proteinas que promueven
el crecimiento celular, los antioncogenes o genes supresores tumorales codifican
proteinas que limitan el crecimiento celular (el término gen supresor no es
estrictamente correcto, ya que estos genes no suprimen el tumor). Los
protooncogenes alterados (es decir, los oncogenes) son alelos dominantes,
porque basta con la alteracién de uno de los dos alelos para que se produzca su
efecto transformador celular. En cambio, los dos alelos de los genes supresores
tumorales han de estar alterados para que se produzca su efecto transformador
celular (por ello han sido denominados también oncogenes recesivos). Los genes
que regulan la apoptosis pueden ser dominantes como los protooncogenes o
pueden comportarse como los genes supresores tumorales. Ambos alelos de los
genes reparadores de DNA deben estar alterados para que estos se inactiven en
su funcion reparadora y , en este sentido, pueden considerarse también genes
supresores de tumores.> °

Los oncogenes (literalmente genes causantes del cancer), estan asociados
con la iniciacién, promocién y/o mantenimiento de la neoplasia. Derivan de los
protooncogenes —su contrapartida normal- que son genes que actuan en la
regulacion del crecimiento y diferenciacion normales celulares. Los
protooncogenes pueden convertirse en oncogenes por un fendmeno de
transduccion retroviral o mediante influencias que alteren su comportamiento in
situ, por lo que han sido divididos en oncogenes virales(v-oncs) y oncogenes
celulares (c-oncs). Los oncogenes virales fueron los primeros en descubrirse como
secuencias presentes en retrovirus con capacidad de inducir tumores en animales.
Se observé que secuencias practicamente idénticas a estos v-oncs existian
también en el DNA celular. Se considera que en la evolucion estas secuencias
fueron capturadas o transducidas por los virus mediante su recombinacioén con el
DNA de las células infectadas. Debido a su relacion con genes virales, los
oncogenes se designan con tres letras que indican el virus donde fueron
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aisladas(por ejemplo, v-fes es un oncogen viral aislado en el virus del sarcoma
felino-feline sarcoma virus-). Sin embargo. Los v-oncs no estan presentes en todos
los tumores. En algunos casos las células transformadas por retrovirus presentan
dna proviral integrado en el DNA celular en vecindad a determinadas secuencias.
Son estas secuencias-protooncogenes celulares- las que parecen alterarse como
consecuencia de esta integracidon proviral cercana, trasnsformandose en
oncogenes celulares (c-oncs). En la mayoria de los tumores no parece existir
rastro de infeccion por retrovirus y la inoculacion de DNA procedente de estos
tumores transmite a determinados cultivos celulares propiedades de las células
neoplasicas. Este hecho indica la existencia de oncogenes celulares en el DNA de
estas neoplasias. Tal es el caso del oncogen c-erbB-2, que si bien esta
relacionado con el oncogen viral v-erbB ( virus de la eritroblastosis aviar)es un
oncogen celular con distincién propia.>®

Los oncogenes codifican proteinas que promueven el crecimiento tumoral y
que son denominadas oncoproteinas. Estas son similares a los productos
codificados por los protooncogenes pero carecen de sus importantes elementos
reguladores y se producen en la célula alterada de forma independiente a las
sefales celulares externas. Pueden actuar en los diversos eventos reguladores de
la proliferacién celular normal (fig.5):

1. Unién de un factor de crecimiento (GR) a su receptor especifico localizado en
la membrana celular;

2. Activacion transitoria del receptor del GR que origina a su vez activacion de
proteinas transductoras de sefal localizadas en la cara interna de la membrana
celular;

3. Transmision de la sefal por el citosol hasta el nucleo celular a través de
segundos mensajeros;

4. Activacion de factores nucleares de regulacién que inician la transcripcion del
DNA;

5. Entrada y progresion de la célula en el ciclo celular, que resultara finalmente en
su division.

En el caso de los factores de crecimiento (GR), en situacion normal el
protooncogen codifica un receptor que, tras unirse a su GR, se activa
transitoriamente para realizar la tirosin-fosforilizacion de numerosos substratos
involucrados en la division celular. En cambio en la célula alterada, el
correspondiente oncogen codifica un receptor que presenta una activacion
permanente que no requiere de la unién a su GR. Por ello, esta oncoproteina
envia constantemente sefiales mitogénicas al interior celular >®”.
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La transformacion de protooncogenes en oncogenes puede producirse a
través de dos mecanismos:

e Uno de ellos consiste en la alteracion de la estructura del gen que da lugar
a la sintesis de una proteina anormal (oncoproteina) con una funcion
aberrante .

e El otro consiste en la alteracion de la regulacion de la expresion del gen que
da lugar a la produccién aumentada o inapropiada de su proteina promotora
de crecimiento estructuralmente normal.

Las lesiones especificas en el genoma que conducen a la activacion de los
oncogenes son las mutaciones puntuales, el reordenamiento de
cromosomas(mediante traslocaciones o inversiones) y la amplificacién del gen. En
el caso de la amplificaciéon, la activacion del oncogen desencadena la
reduplicacion de su secuencia de DNA dando lugar a la produccion de hasta
varios centenares de copias del protooncogen. Al estar amplificado el gen puede
producirse una mayor transcripcion de copias de RNA mensajero y traducirse a
una mayor cantidad de la proteina que codifica el gen, esto es, una
sobreexpresion de la proteina. Al medir la amplificacion se esta midiendo, por
tanto ,un incremento en el numero de copias del gen, mientras que al medir la
sobreexpresion estamos evidenciando una sintesis excesiva del producto
codificado por el gen. Otros mecanismos que pueden influir en que exista una
sobreexpresion de la proteina son las alteraciones en el control de la transcripcion
del RNA o las alteraciones en la eliminacién de la propia proteina.

Un hecho fundamental en la sobreexpresion de receptores de factores del
crecimiento es que puede acompafarse de una activacion constitucional y
continuada de dichos receptores. En otras palabras, los receptores
sobreexpresados pueden enviar su sefial al interior celular de forma continua y sin
necesidad de ser activados por su factor de crecimiento. Por tanto, pueden activar
diversas vias intracelulares de traduccion de sefales que pueden ocasionar una
desregulacion del crecimiento celular y posiblemente una transformacion
oncogénica’?®.
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Fig.7.- Esquema de control de crecimiento celular normal y alterado
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3.- LA HIPOTESIS DEL ONCOGEN

La existencia de oncogenes puede deducirse a partir de varios hechos; La
existencia de virus que producen tumores, que fue precisamente el origen del
descubrimiento del primer oncogen; la existencia de canceres hereditarios;la
presencia de alteraciones cromosomicas en las células cancerosas; y la relacion
entre el potencial mutagénico y la capacidad carcinogénica de diversos agentes.

Aunque ya en 1908 los daneses Vilhem Ellerman y Oluf Bang describieron
que la inyeccién de un extracto de un pollo con leucemia transmitia a otro dicha
enfermedad, este descubrimiento no tuvo repercusion debido a que entonces la
leucemia no era considerado un cancer. Sin embargo, tan sélo un afio después
Peyton Rous realizd6 en Nueva York una serie de experimentos similares
,inoculando extractos de sarcoma de pollo en el pectoral de animales sanos
,observando que rapidamente se desarrollaban tumores que causaban metastasis
en diferentes visceras causando la muerte en 4-5 semanas.Asi descubrio la
existencia del primer virus causante de tumores :el virus del sarcoma aviar ,0
como se le ha denominado ,virus del sarcoma de Rous o RSV(Rous Sarcoma
Virus).En 1966 Rous recibié el premio Nobel por este descubrimiento. Pasaron
decadas antes de que fuese aceptada la existencia de una gran variedad de virus
tumorales en practicamente todas las especies de vertebrados.®'°

La demostraciéon de que el RSV debia su accion celular a la presencia en su
genoma de un gen carcinogénico, tuvo lugar en 1970, cuando G.Steven Martin
aislé mutantes del RSV cuya capacidad carcinogénica, pero no su infectividad
dependia de la temperatura. Ello demostraba la existencia de un gen responsable
de la capacidad de causar transformacion celular, pero que no afectaba a la
replicacion del virus. Este gen fue llamado v-src (gen viral causante del sarcoma),
y se acuid el nombre de oncogén para referirse al gen causante de
canceres'°(fig.8)

Cellular gene

Retrovirus
genome
without
oncogene

Genome of
Rous sarcoma
virus

Fig.8.-Virus del sarcoma de Rous
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El descubrimiento de que el RSV contenia un gen capaz de transformar
células normales en cancerosas abrid la posibilidad de que las propias células de
animales contuvieran también genes capaces de causar canceres. Esta es la
hipdtesis del oncogén ,avanzada ya en 1969 por Robert J.Heubner y George
J.Todaro ,que atribuia el origen de todos los canceres a la expresion (activacion)
de oncogenes introducidos en la linea germinal de los vertebrados por la infeccion
ancestral de virus oncogénicos(retrovirus).

3.1.-EL PRIMER PROTO-ONCOGEN

El experimento crucial que demostré la existencia de un gen homdélogo al v-
src del virus del sarcoma de Rous se realizé en 1976 en el laboratorio de Michael
J. Bishop y Harold E.Varmus , siendo indispensable para ello el desarrollo de las
técnicas de hibridacion de acidos nucleicos ,y, sobre todo,el descubrimiento por
David Baltimore y Howard Temin de la enzima transcriptasa inversa capaz de
sintetizar cadenas de DNA a partir de un molde de RNA, los que les vali6 el
premio Nobel en 1975 ",

Estos experimentos mostraron que los retrovirus transformantes agudos se
originan por la incorporacion de genes celulares en sus genomas y, por lo tanto, la
hipdtesis del oncogén era correcta. Bishop y Varmus recibieron el premio Nobel
por este descubrimiento en 1989.

Con todo esto se abrio6 la puerta a ensayos analogos que emplearon sondas para
otros oncogenes existentes en otros retrovirus transformantes en animales, que
conllevaron al descubrimiento de nuevos oncogenes. Se denomind proto-
oncogén a la secuencia normal de las células de las que derivan los oncogenes
viricos. Los proto-oncogenes tienen importantisimas funciones en el control del
crecimiento celular, la diferenciacion y la apoptosis. No sélo no son perjudiciales ,
sino que son beneficiosos para las células ,y sera solo su expresion excesiva o
mutada la que induce a la transformacion de las células normales en
cancerosas'%'213,
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4.- LOS ONCOGENES VIRALES

Los retrovirus son los unicos virus animales de material genético RNA que
son capaces de inducir tumores. Existen virus con material genético DNA(familia
herpesvirus y hepadnavirus) ,en animales y humanos , que tienen potencial
transformante pero en cuyos genomas no se han encontrado oncogenes. Los
mecanismos por lo que estos virus producen cancer pueden ser diversos.Por un
lado, la induccidn de mutaciones, tales como la delecion de genes supresores de
tumores o la formacién de genes hibridos cuyos productos tengan actividades
oncogeénicas. Por otro lado, la inestabilidad cromosOomica originada tras su
integracion en el genoma celular, responsable de la induccién de la expresion de
genes adyacentes. Otra posibilidad es la estimulacién de la proliferacion celular
para compensar en los tejidos la pérdida de las células que mueren como
consecuencia de la infeccion'® "2,

Pero, ¢De que forma una infeccion virica genera tumores? La solucion a
este problema, como otros muchos de la biologia molecular, depende del
desarrollo de un ensayo adecuado por el cual pueda determinarse la capacidad de
generar tumores de distintas cepas de virus. El ensayo, ampliamente usado,
consiste en la proliferacion de fibroblastos sobre una placa de cultivo, al que se le
afade un virus tumoral activo , apareciendo a los pocos dias pequefias colonias
de células transformadas que proliferan anormalmente. Cada una de estas
colonias es un clon que deriva de una unica célula que ha sido infectada por el
virus y ha incorporado de manera estable el material genético del virus. Una vez
liberadas de los sistemas de division, las células crecen mas que las normales en
la placa de cultivo, siendo faciles de seleccionar. Las células transformadas sufren
un complejo grupo de anormalidades que resumimos en la tabla 119,

Como vemos, estas anormalidades, son por ejemplo, la pérdida de
inhibicion de la division celular dependiente de la densidad celular y se apilan en
capas a medida que proliferan. Ademas a menudo crecen independientes del
anclaje y son capaces de dividirse incluso cuando se mantienen en suspension;
presentan una forma alterada y se adhieren escasamente al substrato e incluso a
otras células, manteniendo una apariencia redondeada que recuerda a la de las
células normales en mitosis; pueden ser capaces de proliferar incluso en ausencia
de factores de crecimiento; son inmortales y en cultivo no alcanzan la etapa de
senescencia; por ultimo, cuando son inyectadas de nuevo en un animal huésped
adecuado, pueden generar tumores.
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CAMBIOS OBSERVADOS EN UN CULTIVO CELULAR TRANSFORMADO POR UN VIRUS

TUMORAL
)

1.-Anormalidades relacionadas con la membrana plasmatica

A.-Activacion del transporte de metabolitos
B.-Abultamiento excesivo de la membrana plasmatica
C.-Aumento de movilidad de las proteinas de la membrana plasmatica

2.-Anormalidades de la adherencia

A.-Disminucién de la adhesién a superficies(son capaces de mantener una forma redondeada)
B.-Incapacidad de los filamentos de actina para organizarse en fibras de estréss

C.-Disminucion de la red externa de fibronectina

D.-Incremento de la produccién de activador de plasminégeno, causando un aumento de la
protedlisis extracelular.

3.-Anormalidades de crecimiento y division

A.-Crecimiento hasta una densidad celular extraordinariamente alta

B.-Disminucion del requerimiento de factores de crecimiento

C.-Disminucién de la dependencia de anclagje(pueden crecer incluso sin unién a una superficie
rigida)

D.-“Inmortalidad” (pueden continuar creciendo indefinidamente)

E.-Pueden causar tumores cuando son inyectadas a animales suceptibles

|
Tabla 1

Este comportamiento desregulado de las células transformadas puede
deberse a un oncogén transportado por el virus pero que no es necesario para la
reproducciéon o supervivencia del propio virus. Esto fue descubierto por primera
vez, gracias al descubrimiento de una mutante del Virus del Sarcoma de Rous que
se multiplica de forma pero no transforma a la célula huésped. La pérdida de la
capacidad transformadora corresponde a la pérdida o inactivacién de un gen, que
recibié el nombre de src . Se trata de un gen especifico del virus del sarcoma de
Rous , responsable de la transformacién celular “in vitro”y de la generacién de
tumores “in vivo®’, pero es una carga innecesaria para el ciclo normal de
propagacion del propio virus '1°1°,

Se conocen unos 30 oncogenes presentes en retrovirus que infectan y
causan tumores en animales. Puesto que estos retrovirus no infectan al hombre, el
interés por ellos es puramente tedrico. Sin embargo, son algo mas que esto, ya
que los oncogenes que se encuentran activados en tumores humanos, coinciden
muchas veces con estos mismos oncogenes presentes en retrovirus animales.
Aunque no son las mismas versiones mutadas, suelen ser formas alteradas de los
mismos proto-oncogenes.
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Los retrovirus humanos que han sido aislados hasta el momento no
contienen oncogenes. Su accidon oncogénica es probablemente la consecuencia
de la activacion de genes celulares adyacentes a su sitio de integracién por la
accioén de un factor de transcripcion'.

4.1.-VIRUS DNA COMO AGENTES TRANSFORMANTES

Los virus tumorales causan la transformacién como consecuencia de su
capacidad de integrar su informacion genética en el DNA de las células huésped.
De forma frecuente producen una serie de proteinas que denominamos proteinas
transformantes responsables de mantener la transformacion de las células
infectadas. Estas proteinas transformantes estan codificadas por oncogenes
presentes en el genoma virico y generalmente son productos intracelulares .En
los virus DNA ,los oncogenes conocidos son parte integral del genoma virico.

Si bien todos los tipos de virus DNA pueden ser virus tumorales, nos
centraremos en un grupo de virus DNA muy pequefios , los papovavirus, de los
cuales los mas representativos son el SV40 y el polioma.

La infeccion por un papovavirus esta dividida en una fase temprana
,durante la cual éste forma una serie de proteinas viricas e induce proteinas
celulares, y una fase tardia, durante la cual el DNA virico es replicado ,se forman
las proteinas de la capsula y los nuevos viriones maduran (Fig.9)

Las células en la que la fase tardia de la infeccion virica sigue a la fase
temprana , y la sintesis masiva del virus provoca la muerte celular ,se dice que son
permisivas;en estas células se puede dar una infeccion litica o productiva.

Por tanto,los virus del polioma y el SV40(Simian Virus 40) causan infecciones en
ratones y monos, respectivamente,pero producen tumores en especies distintas a
éstas. Aunque no infectan al hombre su importancia radica en la informacion que
nos ha proporcionado el estudio de su actividad transformante sobre células de
cultivo. La transformacién de estos virus es un fendbmeno de laboratorio, y no se
conoce ningun virus que induzca el cancer en poblaciones salvajes de animales.

Es decir, los virus tumorales de DNA, igual que el resto de los agentes
causantes de cancer, causan la transformacion mediante la alteracion de los tipos
de proteina producidos en la célula®’.
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Fig.9.- Respuesta de las células permisivas y no permisivas a la infeccién por el SV40.En las
células permisivas, la infeccién por el virus lleva a la muerte celular y a la produccion de la progenie
virica.En las células no permisivas , la sintesis de proteinas viricas tempranas (antigenos T) hace
que las células se conviertan en transformadas. Si el DNA virico se integra permanentemente en el
DNA de la célula, el resultado es la transformacion permanente de las células.”®"®

4.2.-VIRUS RNA COMO AGENTES TRANSFORMANTES

La transformacion mediante retrovirus es mas complicada que la
transformacién mediante virus DNA debido a que el genoma retrovirico basico no
codifica proteinas con actividad transformante.

Todos los virus son parasitos intacelulares obligados ya que carecen de la
mayor parte de la maquinaria metabdlica.Los retrovirus son ,quizas , los parasitos
intracelulares mas extremos,debido a que pueden ligar su genoma de manera mas
0 menos estable con el de la célula huésped sin que ésta resulte danada
excesivamente. La informacion virica contenida en ellos es replicada como si fuera
parte del DNA celular y transmitida a las células hijas las cuales la transcriben en
forma de diversas particulas de forma perpetua. Asi, el ciclo de los retrovirus
difiere del ciclo de los virus DNA en dos aspectos fundamentales:

-La integracion tiene un sitio especifico en el genoma virico
-Es parte del ciclo de infeccion proliferativa

El virus no mata a la célula huésped debido a que el DNA provirico puede
digerir continuamente la sintesis de proteinas para la nueva progenie usando
solamente una pequefia fraccion de la maquinaria metabdlica de la célula
infectada , de manera que ésta puede continuar el crecimiento a un ritmo normal.
De manera ocasional , los retrovirus se integran en la linea germinal de las células
animales;de esta manera, son heredadas por todos los descendientes de ese
animal, de forma que incluso pueden llegar a formar parte de la herencia de una
especie. En el raton, por ejemplo, se calcula que entre el 0.1-1% de su genoma
consiste en DNA viral.Muchos de los retrovirus heredados, son completamente
inactivos,a diferencia de lo ,que sucede con los integrados en células somaticas®.

El genoma de muchos retrovirus, esta formado por regiones que codifican
proteinas. Estas son gag, la cual codifica una poliproteina fundamental para dar
lugar a cuatro proteinas estructurales del virion ; pol ,que codifica la transcriptasa
inversa y la integrasa;y env que codifica una glucoproteina que recubre la
superficie del virion. Todas estas proteinas retroviricas se encuentran en viriones,
y ninguna cambia las propiedades de crecimiento de los fibroblastos. Asi, al
contrario de los virus DNA, el retrovirus basico no es un virus transformante; de
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hecho, las células infectadas son dificiles de distinguir de las no infectadas por los
parametros de vida celular. Sin embargo, como ya hemos visto, muchos retrovirus
pueden causar la transformacioén celular y el cancer en animales e incluso en
humanos.

Virus de la leucemia murina

Repeticiones terminales

’—I’I I’I

vi . om | | 3
429 pol T
env
| | |
’—I 5 | | | 3
capucha I s R
(A)
pol src
DNA de la célula
huésped Exén Intrén Region que codifica el dominio de la quinasa

!||| i' E:I

5 Proto-oncogén c-src de pollo
(B)
src

oncogén

w
~

Fig.10.-Estructura del virus del sarcoma de Rous. (A) Organizacién del genoma virico
comparada con la de un retrovirus mas clasico (virus de la leucemia murina). El virus del sarcoma
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de Rous es diferente de la mayoria de los retrovirus que transportan oncogenes en que éste ha
retenido los tres genes viricos completos necesarios para el ciclo vital del virus:gag (que genera
una glucoproteina que se fragmenta para dar lugar a las proteinas de la capside viral); pol,(que
produce la transquiptasa inversa y una enzima implicada en integrar el cromosoma virico en el
genoma del huésped,y env (que produce la glucoproteina de la cubierta).En otros retrovirus
oncogeénicos, uno o varios de éstos genes viricos se han perdido total o parcialmente debido al
intercambio con el oncogén transformante y ,por lo tanto, s6lo se pueden generar particulas
infecciosas del virus transformante en una célula que sea infectada simultaneamente con un virus
auxiliar , no defectuoso y no transformante ,que suministre las funciones perdidas.( A menudo el
oncogén transformante se fusiona con un fragmento residual de gag ,conduciendo a la produccién
de una proteina hibrida oncogénica que contiene parte de la secuencia de gag). (B) Interrelacién
entre el oncogén v-src y el proto-oncogén c-src del que ha derivado.Los intrones presentes en c-
src han sido suprimidos (por maduracion por corte y empalme) del v-src. Ademas v-src contiene
mutaciones que alteran la secuencia de los aminoacidos de la proteina v-src, haciéndola
hiperactiva y desregulada como proteina tirosina quinasa especifica. El virus del Sarcoma de Rous
ha sido escogido(por los investigadores de cancer)por su capacidad de transformar células en
células neoplasicas, lo cual realiza con una velocidad y eficiencia poco habituales *'** %

4.2.1.- Un retrovirus puede transformar una célula huésped insertandose DNA en un
lugar préximo a un proto-oncogén del huésped

Existen dos caminos por los cuales un proto-oncogén puede pasar a
oncogén una vez incorporado en un retrovirus: la secuencia del gen puede ser
alterada o truncada de forma que codifique una proteina con una actividad
anormal, o el gen puede quedar bajo el control de promotores y activadores
potentes del genoma del virus , generandose producto en exceso o0 en
circunstancias inapropiadas. Los retrovirus también pueden ejercer efectos
oncogeénicos similares por otro camino. Las copias de DNA o RNA del virus
pueden ser simplemente insertadas en el genoma de la celula huésped en zonas
cercanas a proto-oncogenes o incluso en los mismos proto-oncogenes. La
disrupcion genética resultante se denomina mutacién por inserccién, y el
genoma resultante lo hereda toda la progenie de la célula huésped originaria. Las
insercciones mas 0 menos al azar , de las copias en DNA del RNA virico en el
DNA de la célula huésped ocurren como parte del ciclo vital normal del retrovirus
y, al menos en un caso bien documentado, la inserccion en cualquier lugar de una
zona de 10 000 pares de nucledtidos de un proto-oncogén puede causar una
activacion anormal de este gen.

La mutagénesis por inserccion nos proporciona un sistema importante para
identificar proto-oncogenes, que pueden ser localizados por su proximidad al DNA
del virus insertado. A menudo los oncogenes descubiertos por este camino suelen
ser los mismos que losdescubiertos por el otro sistema(como homdlogos de los
oncogenes que los retrovirus transportan de una célula a otra)pero también se han
descubierto nuevos proto-oncogenes. Un ejemplo de ellos es el gen Wnt-1,
activado por mutagénesis por inserccion en canceres de mama de ratones
infectados por el virus del tumor mamario. Este gen resulta ser estrechamente
homodlogo al gen wingless de Drosophila, que participa en la comunicacién
célula-célula que regula los detalles del patrén corporal de la mosca™.
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Sistema de deteccion

Oncogenes

Mutacién por inserccion

Amplificaciéon
Transfeccién

Traslocacion

Whnt-1(int-1), fgf-3(int-2),
Notch-1(int-3) , Ick
L-myc, N-Myc
neu, N-ras, trk, ret

bcl-2, RARa

5.- PROTOONCOGENES ACTIVADOS EN TUMORES
HUMANOS

Si los virus son responsables tan s6lo de un minimo porcentaje de
los canceres en el hombre, la hipétesis del oncogén que postulaba que el cancer
es consecuencia de la alteracion de genes celulares normales, implica la
existencia de otros mecanismos de activacién. Por tanto deben existir diversos
mecanismos por los que un proto-oncogen humano pueda ser activado,
adquiriendo capacidad oncogénica, y por tanto convertirse en un oncogen .

Esto puede ocurrir por mutaciones ,que causen tanto cambios en la
secuencia de un proto-oncogén ,como ausencia de regulacion de su expresion.
Los tipos de mutaciones que pueden activar un proto-oncogén son multiples;
pueden ser mutaciones puntuales ,con cambio de tan sélo un aminoacido de la
proteina que codifica, suficiente para activar un proto-oncogén .Puede ser por
deleccion de un fragmento de un gen originando una proteina truncada con
funcionamiento alterado; por aumento de numero de copias del gen
(amplificacion),con sobreexpresion de la proteina que codifica ;o0 por traslocacion
,con cambio de sitio del proto-oncogén causando sintesis anormal de las proteinas
codificadas.
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En ocasiones un mismo proto-oncogén ha sido hallado activado de diversas
formas en distintos tumores humanos .Por tanto, no existe un unico mecanismo de
mutacion para cada oncogén. El analisis de los reordenamientos cromosomicos,
como por ejemplo las traslocaciones que se han encontrado en células de distintos
tipos de canceres, sobre todo en leucemias, ha permitido identificar un gran
nuamero de oncogenes humanos. También es interesante sefalar que algunos
oncogenes aislados mediante la técnica de transfeccion de células NIH 3T3(
Técnica desarrollada en 1971 por Miroslav Hill y Jana Hillova, con la que
transformaron cultivos de fibroblastos de embrién de pollo mediante Ia
transferencia directa del DNA del RSV, y perfeccionada en los laboratorios de
Robert A. Weinberg, Michael Wigler y Geoffrey M. Cooper donde se comprobd
inicialmente que el DNA de células normales contenia secuencias que eran
capaces de transformar celulas de la linea de fibroblastos de raton NIH 3T3,
induciendo crecimiento excesivo. Estos resultados llegaron a la conclusion de que
las células normales contenian proto-oncogenes que se activaban durante el
proceso de transfeccion o por agentes quimicos , y que podian ser detectados
utilizando el ensayo de transfeccion de monocapas de células NIH 3T3) han
sufrido la activacién de precisamente durante el proceso de transferencia génica,
por formacion de proteinas de fusibn como consecuencia del recombinaciones
génicas con otros fragmentos de DNA, o por una expresion anormalmente
elevada'®"™.

TIPOS DE MUTACION

Secuencias cortas de DNA

Mutacién puntual:
Transicion
Transversion

Inserccidn de bases

Deleccién de bases

Secuencias largas de DNA

Deleccion génica
Amplificacién cromosémica
Inversiébn cromosdmica

Tabla 2-Clasificacion de las mutaciones segun la
Translocacién cromosémica secuencia de DNA alterada.
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5.1.1.-El cambio de un solo aminoacido puede inducir transformacion

Un ejemplo de activacion por mutacion puntual lo constituye precisamente
el H-ras , el primer oncogén humano identificado ( afio 1982 por los grupos de
Mariano Barbacid , Weinberg y Cooper, aislado en un carcinoma de vejiga, como
el homologo del oncogén v-ras presente en el genoma del virus Harvey del
sarcoma de rata). Estos autores describieron la comparacion de las secuencias
del protooncogén humano H-ras y de su version oncogénica aislada a partir del
carcinoma de vejiga. La diferencia esencial se identific6 como una mutacion
puntual G a T que ocasiona el cambio de un codon GGC, que codifica el
aminoacido glicina , aotro GTC que corresponde a una valina. Es muy
sorprendente que el cambio de un uUnico aminoacido pudiera alterar la actividad
biolégica de una proteina normal, de modo que adquiera la capacidad de inducir la
transformacion celular.

La activacién por fusion del proto-oncogen abl en las leucemias mieldégenas
cronicas, o por sobreexpresion del myc en los linfomas de Burkitt, son ejemplos de
translocaciones cromosomicas. A continuacion, veremos como ejemplo el primer
caso, donde se produce una traslocacién reciproca entre los cromosomas 9 y 22
que da lugar al caracteristico cromosoma Filadelfia, responsable de la formacion
de un gen hibrido entre un gen llamado bcr y el proto-oncogen abl .

ber/ abl

\ Cromosoma

22:9

Cromosoma 22 Filadelfia

abl

Cromosoma 9
Cromosoma 9: 22

Fig.-11.- Activaciéon oncogénica del gen abl por causa de la transformaciéon cromosémica que da
lugar al cromosoma Filadelfia.
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Fig.12.- Traslocacion 8:14 en el linfoma de Burkitt

6.- LOS ONCOGENES Y SUS PROTEINAS:
CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS.

Muchos oncogenes son similares a genes que actuan en vias de control del
crecimiento, cosa que sugiere que las proteinas oncogénicas interaccionan con los
sistemas de control del crecimiento de las células.

Existen cuatro tipo de proteinas que participan en el control del crecimiento
celular:los factores de crecimiento; los receptores de factores de crecimiento; los
transductores intracelulares de sefiales, y los factores de transcripcidén nuclear.
Cada tipo de proteina controladora del crecimiento ha dado lugar a uno o mas

oncogenes.
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' l.-Factores de crecimiento

Il.-Receptor

lIl.-Transductores
inracelulares

IV.-Factores de transcripcion

— » ARNm —™ Proteinas

NUCLEO

Fig.13.-El control del crecimiento celular comprende cuatro tipos de proteinas las cuales pueden

dar lugar a oncogenes. Son los Factores de crecimiento (1), los receptores(ll), los transductores (ll1)
y los factores intranucleares (IV).

El inicio del crecimiento celular implica que la célula se comprometa a
finalizar el ciclo celular , compromiso que se adquiere en G1 y que en el ciclo
celular de levadura se denomina START (Fig.12) .La célula detecta si los
receptores de los factores de crecimiento estan ocupados vy, si las condiciones
metabdlicas son propicias,la célula responde comprometiéndose a finalizar G4y a
pasar por S,G+ ,y M,para dar lugar a dos células similares a la original*'°.
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CELULA EN CRECIMIENTO

| G, I

@ Se compromete ‘ ‘
a dividirse;
pasa a START

Célula recién formada Entraen Gg
(célula quiescente)

S G, M

| @I'II'I | N

Fig.13-El ciclo celular.Una célula recién nacida puede permanecer quiescente o puede
continuar creciendo.El momento decisivo es el inicio de la fase G; , cuando la célula o bien pasa
por START,y entonces se compromete al crecimiento ,terminando el resto del ciclo celular y
dividiéndose (G; ,S,G 1 y M) o bien entra en el estado G  y continua metabolizando pero no crece.

La cadena de acontecimientos que llevan al crecimiento comienza con
interacciones ligando-receptor en la superficie celular como en el interior celular
( fig.12).Los receptores intracelulares estan representados por los receptores de
los esteroideos,los cuales interaccionan con ligandos lipofilicos que pasan de
manera pasiva a través de las membranas celulares y alcanzan el receptor en el
citoplasma o en el nucleo.La célula interpreta la sefial y a menudo envia
transductores intracelulares ,0 segundos mensajeros,que pueden alterar la
transcripcion ,ya sea permitiendo que se expresen nuevos genes o modificando
los niveles de expresion de genes no activos. Este concepto es fundamental para
el desarrollo de nuestros objetivos, ya que muchas proteinas oncogénicas son
modificadoras de la transcripcién.La respuesta transcripcional altera la
composiciéon proteica de la célula, proveyéndola de las proteinas criticas
necesarias para el crecimiento de la célula.La transcripcion es controlada a través
de dos tipos de secuencia de DNA:los promotores, que estan localizados cerca del
sitio de inicio de la transcripcion , y los “enhacers” que estan alejados del sitio de
iniciacidn y son capaces de actuar a distancias largas y variables. Ambos actuan a
través de proteinas de unién especificas (factores de transcripcion nucleares)
que reconocen pequenas secuencias detro de los promotores y los “enhacers”.
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Las tablas 3 ,4 y 5 muestran un listado de los oncogenes mas
representativos, clasificados segun los cuatro tipo de productos genéticos de
control del crecimiento.

ONCOGEN HALLADO EN

Retrovirus Animal Tumor no
virico
.

Naturaleza de la proteina codificada

CLASE |: FACTORES DE CRECIMIENTO

SIS sarcoma de simios Una forma del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas.

CLASE II: RECEPTORES

A.-Receptores de la superficie celular con actividad protein-tirosin-quinasa

fms sarcoma felino de Mc:Donough Receptor de CSF_1

erb-B Eritrblastosis aviar Receptor del factor de crecimiento
epidérmico

ros Sarcoma aviar Relacionado con el receptor de
de insulina

neu(erb B-2) Neuroblastoma Relacionado con el factor de

crecimiento epidérmico

B.-Receptores intracelulares

erb-A Eritroblastosis aviar Receptor de hormona tiroidea

Tabla 3.- Factores de crecimiento y receptores de factores ( Clases | y Il)
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ONCOGEN HALLADO EN

Retrovirus Animal | Tumor no virico
=

Naturaleza de la
proteina codificada

CLASE Ill: TRANSDUCTORES INTRACELULARES

A.-Protein-tirosin-quinasa(PTK)

src Sarcoma aviar de Rous

yes Sarcoma aviar de Yamaguchi \[
fps(fes) Sarcoma aviar de Fujinami J
abl Leucemia murina de Abelson

met

osteosarcoma murino

B.-Protein-serin / treonin-quinasa

N
mos Sarcoma murino de Moloney
raf Sarcoma murino
, —_—
C.-Proteinas Ras
Ha-ras Sarcoma murino Ca.de vejiga,piel,
de Harvey y mama.
Ki-ras Sarcoma murino Ca.de pulmon,colon
de Kirsten
N-ras Neuroblastoma y
leucemias

D.-Relacionados con la fosfolipasa ¢

crk virus del sarcoma aviar

Protein- quinasas que
fosforilan residuos de
tirosina

Protein-quinasas
que fosforilan
residuos de tirosina

Protein-quinasas
e
serina o treonina

Proteinas
de unién a
nucledtidos
de Guanina
> con
actividad
GTP-asa

Regiones
relacionadas con src
logas con la
asa c.

Tabla 4.- Clase lll.- Receptores intracelulares.
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ONCOGEN HALLADO EN
Naturaleza de la

Retrovirus Animal | Tumor no virico proteina codificada

CLASE IV: FACTORES DE TRANSCRIPCION NUCLEARES

. ) . Factor de
jun Virus 17 del sarcoma aviar s
transcripcion
fos Osteosarcoma FBJ AP1
myc Mielocitomatosis MC29 aviar
N .
Proteinas
N-myc Neuroblastoma posiblemente
involucradas en la
myb Mieloblastosis aviar Leucemia lacion de la
ski SKV770 aviar > transcripcion
p53
rel Reticuloendoteliosis aviar <

Antioncogen que se

RB Retinoblastoma ) Qtelnas
oncogeénicas
nucleares de virus
DNA

Tabla 5.- Factores de ranscripcion nucleares (Clase 1V)

6.1.-FACTORES DE CRECIMIENTO (CLASE 1)

Sélo se ha descubierto un oncogén (sis) que proviene de forma natural de
un factor de crecimiento. Se trata del primer proto-oncogén cuyo producto fue
identificado como un factor de crecimiento .La forma oncogénica de sis fue
identificada en el genoma del virus del sarcoma de mono a principios de los afios
setentay secuenciada por el grupo de Stuart A.Aaronson en 1983.La comparacion,
en este mismo afo entre la secuencia de v-sis y la del gen del Factor de
crecimiento derivado de las plaquetas o PDGF, revelé una elevada homologia, lo
que permitia predecir que v-sis proviene del gen que codifica la cadena B del
PDGF. La comprobacion de su potencial oncogénico proviene de experimentos en
los que la sobreexpresion del gen PDGF-B o c-sis inducia transformacién
celular.Para que esta capacidad oncogénica se exprese, es obvio que deben
existir receptores adecuados en la célula diana. Otros resultados sugieren que
PDGF-B puede causar transformacion por un mecanismo intracrino, sin necesidad
de ser secretado al exterior,mediante receptores activados localizados en el
interior celular %242
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La accidn oncogénica de sis , esta apoyada por toda una serie de
experimentos tales como la induccibn de su expresidn por promotores
tumorales,asi como su expresion y la de sus receptores en células aisladas de
distintos tumores tales como sarcomas, gliomas, y algunos carcinomas. Lo mas
llamativo es que se ha descrito una relacion entre la secrecion de PDGF-B y el
grado tumoral en gliomas humanos. Por su parte el PDGF-A es expresado en
melanomas, osteosarcomas y gliomas humanos. Ademas el PDGF-B induce la
aparicion de cancer por un efecto angiogénico, es decir, favorece la
vascularizacion de los tumores mediante la induccion del crecimiento de las
células endoteliales que forman las paredes de los vasos sanguineos.

6.2.-RECEPTORES DE FACTORES Y HORMONAS (CLASE 1I)

La unién de factores especificos al receptor que lo reconoce, es
capaz de enviar una sefal de crecimiento a la célula. Algunos receptores de la
superficie celular tienen protein-tirosin-quinasas integradas en su dominio
citoplasmatico; estos receptores probablemente envian las sefales de crecimiento
mediante la fosforilacion de los residuos de tirosina en una o varias proteinas
diana que inician una cascada de acontecimientos. Los genes de estos receptores
se convierten en oncogenes cuando son mutados de modo que el receptor
permanece activo incluso sin estar unido a su ligando. Se cree que la senal
enviada por una proteina oncogeénica es la usual, pero el receptor alterado ha
perdido el control del ligando de modo que permanece constitutivamente activo.
Una célula que contiene este tipo de oncogén crece independientemente de los
factores que habitualmente regulan su crecimiento.

El producto del oncogén erb-A deriva del receptor intracelular de la
hormona tiroidea. En este caso, el oncogén produce un receptor modificado ,el
llamado Erb-A ,que puede actuar compitiendo con el receptor enddégeno de la
hormona tiroidea, causando un crecimiento sin control. En realidad,Erb-A no
transforma directamente las células sino que trabaja de forma coordinada con Erb-
B que deriva del receptor del EGF. Tanto el oncogén erb-A como el erb-B fueron
identificados por primera vez en el virus de la eritroblastosis de ave , en el que
actuan de forma sinérgica para dar oncogenicidad completa®.

El proto-oncogén c-erbB esta amplificado en diversos tumores humanos
,como los carcinomas de mama, vejiga, rifidn, gastricos, ovaricos, glioblastomas y
melanomas, sobreexpresandose comunmente en las fases tardias de éstos
ultimos. La expresion de un numero anormalmente alto de receptores puede
provocar la proliferacion celular en presencia de concentraciones muy pequenas
de sus ligandos, EGF o TGF-a que, de otro modo no serian capaces de estimular
las células, y también pueden potenciar actividades autocrinas y paracrinas.La
sobreexpresion del proto-oncogén c-erb se ha asociado con rapidas recurrencias
en carcinomas de mama.Los genes celulares relacionados,c-erb 3 y crb-4, tienen
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una amplia expresion en muchos tejidos del organismo humano, y se encuentran
sobreexpresados en un porcentaje de lineas celulares de cancer de mama.
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Fig.14.-Mecanismo de accion de receptores de factores de crecimiento

6.3.-TRANSDUCTORES INTRACELULARES (CLASE I11)

Se trata de la clase mas amplia de oncogenes.Son genes que derivan de
proteinas que actuan como transductores intracelulares, proteinas que transmiten
sefales desde el receptor hasta su diana celular.Los transductores mas conocidos
son el grupo de las proteinas G ,una de las cuales, la Gs controla la sintesis del
AMP.. Este tipo de oncogenes derivan de una varieda de proteinas transductoras
ninguna de las cuales se conoce tan bien como el grupo de las proteinas
G.Muchos de ellos codifican protein-tirosin-quinasas que difieren de los receptores
de superficie producto de los de clase |l en que son proteinas nucleares o
intracitoplasmicas que carecen de dominio transmembrana o extracelular.
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6.4.-FACTORES DE TRANSCRIPCION NUCLEARES (CLASE 1V)

De una u otra manera todos los oncogenes pueden causar cambios
en el nucleo celular, debido a que las células en crecimiento producen proteinas
en proporciones diferentes a las de las células quiescentes. Las proteinas
codificadas por los oncogenes de clase IV, parecen ejercer directamente efectos
sobre el nucleo celular, codificando proteinas cuya funcién ,en la mayoria de los
casos ,es la regulacion(activacion o inhibicion)de la expresion génica, actuando
como factores de transcripcién inducibles. Ello hace particularmente interesantes a
estos proto-oncogenes, ya que son responsables directos del control de aquellos
genes que convertiran a las células normales en cancerosas. La actividad de los
productos de los proto-oncogenes nucleares, asi como factores de transcripcidon
estd regulada por fosforilacién,por las interacciones con otras proteinas, por
ligando y por sus niveles de expresion. El analisis de la actividad y regulacion de
los proto-oncogenes nucleares, asi como la caracterizacién y estudio de los genes
que controlan tanto los proto-oncogenes existentes en las células normales como
sus versiones alteradas oncogénicas, son clave para el conocimiento del proceso
por el que las células normales se convierten en cancerosas. Nos centraremos en
algunos de ellos.

La familia de los genes myc, compuesta por el proto-oncogén c-myc,
homologo al retroviral v-myc, y los genes relacionados N-myc y L-myc, son
frecuentemente sobreexpresados en una gran variedad de canceres humanos.
Existen ademas, otros dos genes similares llamados S-myc y B-myc que por el
contrario, parecen inhibir la transformaciéon maligna. Los tres genes(c-myc,N-myc,y
L-myc) son sobreexpresados como consecuencia de amplificaciones en distintos
tumores humanos, como neuroblastomas, carcinomas microciticos de pulmén |,
carcinomas de mama, estobmago, pulméon vy colon, neuroblastomas vy
glioblastomas;o de traslocaciones, como ocurre en el 100% de los linfomas de
Burkitt(c-myc). Ademas se han encontrado mutaciones en el promotor y en la
region de transactivacién de c-myc en estos linfomas.Sin embargo, se conocen
muy pocos genes regulados por c-myc.Se ha descrito la regulacién por c-myc de
la ornitin descarboxilasa y la protimosina-a ,y la represion de algunos otros. Todo
ello sugiere que c-myc debe actuar sobre el control de la proliferacién celular, en
concreto en la transicion de la fase Go/G1 a la fase S.Por otra parte, c-myc induce
apoptosis en fibroblastos y células mieloides tratadas con citostaticos o en
ausencia de factores de crecimiento.?*%’.

Existen otros oncogenes que codifican componentes del ciclo celular.
Veremos el gen que codifica la ciclina D1,llamado PRAD1 o bcl-1,cuya
sobreexpresion puede tener valor prondstico en el cancer de mama. Se ha
descrito la soreexpresion de PRAD1 en distintos tumores: adenomas de
paratiroides, como consecuencia de inversiones cromosomicas; en linfomas de
células B, por translocaciones entre el cromosoma 11, donde se encuentra, y el
14; y, sobre todo, en el 15-25% de los canceres de mama y quizds en un numero
superior de carcinomas de cabeza y cuello, de eso6fago y de pulmoén y en algunos
tipos de linfomas, debido a la amplificacion del brazo largo del cromosoma 11. Es
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posible, ademas, que existan otros mecanismos adicionales aparte de la
amplificacion génica responsables de que la ciclina D se sobreexprese en un 30-
40% de los carcinomas de mama.

Hay que afiadir que la sobreexpresion de la ciclina D1 puede tener un valor
prondstico en el cancer de mama, puesto que se ha observado que cuando se
asocia a la expresion de c-erbB(EGF-R) o Rb, los pacientes tienen una peor
prognosis. Ello pudiera llevar a identificar aquellos pacientes que requieran
terapias mas agresivas.

Existe otro grupo de estos oncogenes implicados en la muerte celular.
Sabemos, en resumidas cuentas, que al hablar de muerte celular nos referimos a
una mas de las opciones que una célula tiene, junto con la de continuar
dividiéndose y la de diferenciarse terminalmente. Es también una posible
respuesta ante un agente externo danino o ante la ausencia de factores que son
necesarios para su correcto funcionamiento. Mientras que la prolongacién
excesiva del periodo durante el cual una célula esta dividiéndose activamente
puede contribuir a la aparicion de tumores como consecuencia de mutaciones en
sus genes, es evidente que el proceso opuesto de muerte, cuando la célula corre
el riesgo de alteraciones genéticas o epigeneticas, disminuye el riesgo de
canceres.El bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) es un oncogén inicialmente
detectado en linfomas foliculares de células B .El gen bcl-2 resulta
sobreexpresado como resultado de una traslocacion entre los cromosomas 14 y
18, causando un aumento de la supervivencia de los linfocitos B. Esta accion es
oncogénica porque incrementa la posibilidad de acumulacion de mutaciones en
estas células,que normalmente tienen una vida media muy corta. De acuerdo con
ello, la expresion de bcl-2 en cultivos celulares no causa un aumento de
proliferacion ,sino que impide la muerte por apoptosis de células que de otro modo
no resistirian la limitacion de factores de crecimiento u otras condiciones adversas.
Se ha observado que la introduccién de genes bcl-2 exdgenos en células
tumorales tratadas con quimioterapicos o sometidas a dosis de radiacion que
ocasionan dafio en el DNA, evita la muerte celular.

Asi la expresion de bcl-2, esta asociado a un mal pronostico de distintos
canceres humanos, como neuroblastomas, carcinomas de colon, prostata y
otros.Por el contrario, los resultados en cuanto a la expresion dede bcl-2 y cancer
de mama son, de momento ,poco claros.Si bien una elevada proporcion de
canceras de mama expresan altos niveles de bcl-2, éstos parecen estar
inversamente relacionados con el numero de células apoptoéticas,y en cultivos de
células epiteliales mamarias la sobreexpresion de bcl-2 inhibe la muerte celular
pero induce morfogénesis mas que tumoreginicidad. En general, se puede afirmar
que bcl-2 parece tener un papel mas claro en la apoptosis de células
hematopoyéticas, tanto normales como cancerosas, que de tumores sélidos.

A pesar de la rapida fama e interés adquirido por el bcl-2, en los ultimos
anos, su accidn no esta plenamente esclarecida. El gen bcl-2 no es capaz de
inhibir todas las formas de apoptosis, como por ejemplo la inducida por la accién
de linfocitos T citotéxicos.
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Se sabe que este oncogén participa junto con otros en la aparicién de
carcinogénesis experimental, y no parece aventurado decir que lo haga también
en el organismo humano. Y esto, no porque colabore activamente con una accién
oncogénica directa, sino probablemente porque permite la generacion o
mantenimiento de células en las que se acumulan progresivamente oncogenes
activados y genes supresores inactivados, o en las que pueden iniciarse procesos
de inestabilidad genética que conduzcan a un fenotipo mutador. Se plantea incluso
la duda, de si es posible que la expresién de bcl-2 en células aisladas que
escapan a la reseccién quirurgica del tumor primario,puedan explicar la aparicion
de metastasis varios afios mas tarde.?®.
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7.- CICLO CELULAR Y APOPTOSIS. IMPLICACIONES
ONCOLOGICAS

7.1.-EL CICLO CELULAR

La serie de sucesos por los que una célula da lugar a dos células hijas,
duplicando su material genético, se denomina ciclo celular,y comprende el periodo
entre dos divisiones mitéticas. El ciclo celular se divide en dos fases diferenciadas:
una de sintesis (fase S), en la que el material cromosémico se duplica, y otra de
mitosis (fase M), durante la cual la célula condensa sus cromosomas y los alinea
en un haz microtubular, para posteriormente separarlos hacia polos opuestos de la
misma, antes de la division celular.Las fases S y M no se solapan sino que estan
separadas por dos periodos conocidos como G1y G2, que dividen el ciclo celular
en cuatro fases. La progresion celular a lo largo del ciclo esta perfectamente
regulada. Dicho control se materializa a través de una serie de procesos
interdependientes en las que se hallan implicados kinasas, vias proteoliticas y
alteraciones cromatinicas. Para una correcta transmision del material genético es
esencial que el DNA se replique con absoluta fidelidad, teniendo para ello las
células unos mecanismos de vigilancia denominados checkpoints , que permiten la
monotorizacién de la replicacion del DNA , asi como la reparacion o la muerte
celular programada (APOPTOSIS) de aquellas celulas en las que la replicacion del
material genético se ha visto comprometido en distintas circunstancias (errores de
replicacion, radiaciones, quimioterapia otros mutagenos).

G2 {mitosis) Gl

Fig.15.-El ciclo celular:

Periodo G1: Chequeo del codigo genético
Periodo S: sintesis del DNA. Comienza la
duplicacién del acido desoxirribonucleico

Periodo G2: Preparacion para la division final

Células MITOSIS: Division celular
Fases ﬁm':] Periodo GO: las células no se estan
{Sintesis de ADN) reproduciendo, salen del ciclo celular y entran en

un estado quiescente.

A pesar de la heterogeinicidad de las enfermedades neoplasicas , todas las
células cancerosas tienen en comun el haber perdido su capacidad de controlar la
proliferacion (ciclo celular) y/o la muerte celular programada(apoptosis). Ello tiene
importantes consecuencias. En primer lugar la célula tumoral se duplica
repetidamente de forma no controlada , lo que conlleva un crecimiento tisular
ininterrumpido. En segundo lugar , la pérdida de los checkpoints de control
conduce a la acumulacién de mutaciones y otros errores genéticos en las células
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hijas, lo que se conoce como “inestabilidad genémica”. El mejor conocimiento de
los factores que regulan el crecimiento y muerte celulares, asi como sus
alteraciones en los procesos tumorales, permitira el desarrollo de regimenes
terapeduticos dirigidos a modular la progresién del ciclo celular, los checkpoints de
control y la apoptosis.

7.1.1.-La transicion G1/G0 : salida y entrada en ciclo celular

La fase G1 (del inglés Gap o intervalo) es el periodo de 6-12 horas que
sigue a una divisidn celular, previo a la sintesis o replicacién del DNA. Durante G1
la célula crece, controla su microambiente y su propio tamafo, asi como la
integridad de su material genético. Posteriormente entrara en la fase S, lo que
conlleva la replicacion de su material genético. Sin embargo si se ha producido
algun tipo de dafio del DNA (radiaciones, quimioterapicos, deprivacion de
nucleodtidos o toxicos ambientales), el ciclo celular se mantiene en G1 mientras se
repara el DNA. Esta parada del ciclo, estda mediadapor proteinas especificas como
p21, p53, Rb y kinasas dependientes de ciclina. El papel de estas proteinas lo
veremos mas adelante.

La gran mayoria de células de mamifero no se hallan habitualmente en
ciclo, a pesar de que la proliferacion celular es esencial para la supervivencia de
los organismos. En el hombre, mientras las neuronas y las células musculares
esqueléticas no se dividen nunca, las células epiteliales se dividen diariamente.
Cuando no proliferan, las células pueden permanecer en un estado especializado
de “no crecimiento” o quiescencia, denominado GO. La deplecién de factores de
crecimiento permite a la célula entrar en fase de quiescencia. Durante la misma, la
célula permanece en activo pero su maquinaria del ciclo se halla inactiva. Bajo una
estimulacion apropiada con factores de crecimiento, las células pueden reentrar en
el ciclo mediante la accidn de ciclinas y kinasas dependientes de ciclina.

Privacion de nutrientes ARNM

Proteina

G1 GO

Fig 16.-Cuando se priva a la célula de nutrientes o de factores de crecimiento, ésta entra en una
fase quiescente a la que nos referimos como GO
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Mitégeno

ARNmM

Proteina

Fig.17.- Cuando las células quiescentes (GO) se estimulan con factores de crecimiento, vuelven a
entrar en el ciclo celular.

7.1.2.-La fase S: Sintesis de ADN

La fase S (de Sintesis de DNA) corresponde al tiempo (6-8 horas) durante
el cual se replica el DNA. Cada cromosoma pasa a tener dos cromatidas , es
decir , dos moléculas de DNA de cadena doble , que son copia la una de la otra ,
que seran transferidas a las células hijas en la mitosis (M).Aparte de la duplicacion
del DNA , durante la fase S se sintetizan enzimas que participan en la sintesis de
DNA y proteinas implicadas en la organizacion de los cromosomas como las
histonas.

Al igual que ocurre en G1, la fase S consta también de un sistema de
vigilancia que monitoriza la integridad del material genético. A diferencia de lo que
ocurre en G1 en la que los dafos genéticos estan producidos por agentes
externos, en la fase S éstos se generan habitualmente por replicacion defectuosa
e incorporacion incorrecta de nucledtidos. La deteccion de este tipo de lesiones
resulta en una disminucion de la velocidad de sintesis de DNA , lo que
presumiblemente permitiria la reparacion de los dafos genéticos. Es interesante
observar que algunas de las proteinas que participan en la vigilancia y reparacion
del DNA dafado durante la fase S son las mismas que se hallan implicadas en el
checkpoint de G1 , lo que parece decir que la pérdida funcional de dichas
proteinas conduciria a un crecimiento celular no controlado y a una acumulacién
de errores genéticos.
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7.1.3.- La transicion G2/ M : Produccion de células “hija”

El periodo comprendido entre la finalizacion de la replicacion del DNA vy el
inicio de la division es la fase G2 (3-4 horas). Durante ella , las células se
preparan para la escisiéon en dos células hija. En esta fase existe un tercer punto
de control G2-M , en la que la célula debe comprobar dos condiciones antes de
dividirse :Una, que ha duplicado la masa de modo que puede dar lugar a dos
células hija, y otra, que ha completado la replicacion del DNA, monitorizando la
existencia de posibles roturas acontecidas durante la fase S como resultado de
una defectuosa reparacion del DNA. La deteccion de dichas roturas previene o
retrasa la progresion a M, permitiendo la reparacion de las lesiones genéticas
mencionadas. Las deficiencias en este tercer checkpoint conlleva la aparicion de
numerosas anomalias cromosdémicas, tales como delecciones, reordenamientos, y
amplificaciones en las células hija.

La entrada en mitosis esta mediada por la kinasa dependiente de ciclinas
cdc2, cuya funcion se halla regulada al mismo tiempo por los productos génicos
cdc25 y wee-1. Microscdpicamente la primera manifestacién de que la célula entra
en mitosis es la compactacion de la cromatina en cromosomas, haciéndose
visibles como entidades individuales, y los microtubulos se organizan a partir de
dos cuerpos polares que se situan en ambos extremos de la célula formando el
huso acromatico que va a servir como guia a los cromosomas. Durante la primera
fase de la mitosis (profase), desaparece la membrana nuclear. A continuacion ,
los cromosomas se unen por medio de cinetocoros, unas estructuras asociadas a
sus centromeros, a los microtubulos en la zona media celular formando la placa
ecuatorial (metafase).Es en este momento donde existe otro punto de control M,
que no permite seguir adelante si todos los cromosomas no estan correctamente
alineados sobre el huso. Si esto es asi, una senal desconocida hace que las
cromatidas hermanas se separen , yendo cada una hacia un polo de la célula (
anafase). Cuando llegan a los extremos (telofase) , la célula comienza a
escindirse (citocinesis) por la zona media dando lugar a dos células hija. El reparto
de los demas componentes tiene lugar practicamente por el flujo de citoplasma,
sin que se conozca ningun mecanismo que asegure una distribucion igualitaria
como ocurre con los cromosomas. La membrana nuclear vuelve a formarse y los
cromosomas a descondensarse.

La existencia de puntos de control es clave, ya que permiten que todo el
proceso tenga lugar cuando la célula esta correctamente preparada mediante
varias comprobaciones de que se han dado las condiciones necesarias para que
la célula pase a la siguiente fase. Ademas los puntos de control sirven de freno
durante el ciclo, asegurando que una fase no se inicia antes que la anterior haya
finalizado , y permiten el control del ciclo por sefales externas.
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7.1.4 La regulacion del ciclo celular: Ciclinas y quinasas dependientes de
ciclina

La maquinaria del ciclo celular esta constituida por enzimas denominadas
quinasas o protein-quinasas capaces de fosforilar otras proteinas mediante la
transferencia de grupos fosfato o aminoacidos especificos. El resultado de la
fosforilacidon de una proteina es un cambio en su actividad o en su capacidad para
formar parte de una estructura. En la proliferacion celular y en otros muchos
procesos celulares, la fosforilacion tiene un papel esencial como método para
poder modular, activar o inactivar la funcionalidad de proteinas. Cada quinasa
puede fosforilar un cierto numero de proteinas sustrato, y por ello producir un
amplio rango de respuestas simultaneas. Las quinasas que coordinan los
complejos procesos de control del ciclo celular se denominan quinasas
dependientes de ciclina o CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) porque su
actividad de fosforilar proteinas esta regulada por la asociacion reversible de otras
proteinas: las ciclinas. Las oscilaciones en la concentracion de ciclinas son
criticas , existiendo un ciclo de sintesis y degradacién durante cada ciclo de la
division. Ademas las quinasa pueden ser tambien reguladas al ser desfosforiladas
por otras quinasas.

Durante las distintas fases del ciclo celular se forman y destruyen diferentes
complejos activos de ciclinas y CDKs ,cuya actividad fosforilando determinadas

= proteinas , dirige el avance de] .ciclo

HOmona. . orecimim | celular. El control se ejerce a distintos

RN St o g Do niveles , sobre la transcripcién de los genes

r . e ced M T :

PR de las ciclinas , sobre su degradacion y
‘fe.," sobre la modificacion de las CDKs por
== = 229 desfosforilacién e inhibicion de su actividad.
g ' Existen dos clases principales de
" i 5 we it ciclinas: las ciclinas G1 , que se unen a

g S I .
‘_.;: el ; ’ CDKs durante la fase G1 y son necesarias
/ 1) Febmea \ pessa | para el inicio de la fase S, y las ciclinas

| franscrgeitn | raseipodn iy s gn
4 | i mitoéticas, que se unen a CDKs durante la

o - iy
G;‘ R;.-ﬂ‘-‘i' = [f 4 fase G2 siendo esenciales para la entrada

‘% STIERS 08 ADN en mitosis?®.
t‘fm{? u.,.,“,.! ootk Fig.18.-Regulacion del ciclo celular: Ciclinas®
Micies 4

De la misma forma que las ciclinas regulan positivamente la actividad
enzimatica de las CDKs, existen otras proteinas que las inhiben y se han
denominado por ello inhibidores de la CDK (CDKI).Dado que su participacion en la
progresion fisioldgica del ciclo celular es critica, parece légico pensar que tanto
ciclinas ,CDK como CDKI pueden estar implicados en procesos oncogeénicos. Es
mas : ya que la suspension de los distintos chekpoints del ciclo, particularmente
los de la interfase G1 / S, se hallan frecuentemente asociados a carcinogénesis,
la pérdida de controles negativos como CDKI o el incremento en la funcion de
reguladores positivos como ciclinas y CDK puede, con toda seguridad, conducir a
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un estado de tumorogenicidad. Estas consideraciones estan sustentadas por la
observacion de que la expresion y la actividad de muchos de estos reguladores
del ciclo se encuentran alteradas en un gran numero de lineas celulares tumorales
y tumores primarios. Asi, por ejemplo, los genes p15 y p16 se encuentran
deleccionados, reordenados o mutados en una gran mayoria de las lineas
celulares tumorales, lo que sugiere que fisiolégicamente participan en la supresion
tumoral.La expresion de ciclina E esta desregulada en carcinomas de mama,
colon y prostata. El gen de ciclina D1 esta amplificado y sobreexpresado en gran
numero de tumores humanos como el carcinoma de mama, el esofagico, el
carcinoma escamoso de cabeza y cuello, el cancer de pulmén, cancer de vejiga y
el carcinoma hepatocelular.

7.2.-MUERTE CELULAR PROGRAMADA: APOPTOSIS

El fendbmeno de apoptosis, o muerte celular programada, implica la
activacion de mecanismos especificos que conducen a la muerte de las
células.Aunque a primera vista pueda resultar paraddjico la existencia de estos
mecanismos, el fenomeno de muerte celular programada es mucho mas comun
de lo que inicialmente pudiera pensarse. Se produce apoptosis de modo natural
durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano en multiples tejidos. Es un
fendmeno esencial en el mantenimiento de la homeostasis durante el desarrollo, la
diferenciacion y la regeneracion de los organismos pluricelulares. Durante la
embriogénesis, por ejemplo, mas de la mitad de las neuronas necesarias para el
establecimiento inicial de conexiones sinapticas estan programadas para morir,
con la intencién de permitir un desarrollo normal del sistema nervioso®®>".

A diferencia del proceso de necrosis o de la muerte celular accidental, la
apoptosis es un proceso extremadamente regulado, que se caracteriza por
cambios morfoldgicos distintivos como fragmentacién del DNA, deformacién de la
membrana plasmatica y distorsion del volumen celular. La apoptosis, se diferencia
asimismo de la necrosis en que se trata de un proceso activo, que implica la
transcripcion de nuevos genes y la sintesis de nuevas proteinas. La muerte celular
apoptaotica tiene dos fases:

e Fase de determinacion: en ella, las células reaccionan ante un
estimulo(o ante su ausencia) decidiendo iniciar el proceso de muerte.

e Fase de ejecucion: Las células sufren una serie de alteraciones
estructurales que conducen a la muerte. En esta fase, se produce
una disminucién de la adhesion celular y los contactos intercelulares,
cambios en la superficie celular y protusiones que causan un
aumento de la movilidad, una reduccion del volumen celular y la
condensacion de la cromatina en zonas discretas, sobre todo, en la
periferia del nucleo.

Estas alteraciones se acompafian y son probablemente debidas a la
activacion de unas enzimas llamadas proteasas que degradan proteinas y de otras
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que producen cortes en el DNA llamadas nucleasas y que son quiza activadas por
las anteriores.

7.2.1.-Caspasas

La fase de ejecucion de la apoptosis comienza con la accién de una familia
de proteasas relacionadas con la ICE (Interleukin-13 Converting Enzyme) , por su
capacidad de hidrolizar la molécula de interleucina. Se trata de las caspasas ,de la
familia de las cistein-proteasas. Las caspasas poseen un residuo cisteinico en su
centro activo y degradan proteinas, por lo que su nombre es una abreviatura de
Cystein-requiring-ASPartate-proteASE. Todas las caspasas se sintetizan en un
estado inactivo o de proenzima; en presencia de los estimulos apropiados siguen
un proceso autocatalitico que resalta en la induccion de su actividad proteolitica.

Sefial apoptosica
Sefal apoptosica intracelular
externa

Caspasa Caspasa

Activada

proteasa

Fig.19.- La activacion de las caspasas mediante diversas sefales apoptdsicas
provoca cambios en el nucleo, la mitocondria y la membrana plasmatica.

Tras su acuvacion se proauce una cascada ae renomenos apoprtoucos: 1/
Pérdida de los enzimas requeridos para la reparacién del DNA.2/ destruccion de
proteinas estructurales, como lamininas y actinas , criticas para la integridad del
citoesqueleto y el nucleo,3/ Reordenamiento de los fosfolipidos de la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica y 4/ Fragmentacion del DNA.

La homeostasis tisular es un balance entre proliferacién y muerte celulares.
Por ello, y como ocurre con la proliferacion celular , la muerte celular programada
debe de estar perfectamente regulada para asegurar un adecuado desarrollo y la
supervivencia de los organismos. Recientemente se han identificado una nueva
familia de genes que codifican proteinas denominadas |AP, o Inhibitors of
Apoptosis Proteins. Dichas proteinas actian mediante la inhibicion de la actividad
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caspasa, lo que permite detener la cascada apoptdtica y el rescate de la célula
30,32
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Fig.20.- Mecanismos de activacion de la apoptosis celular; Participacion de cespasas, p53,
Bcl2 y Bax.

7.2.2.- Las proteinas Bax y Bcl-2: inductores e inhibidores de la apoptosis

En los ultimos anos, se han identificado una gran familia de proteinas con
capacidades anti y pro-apoptoticas. La descripcion del primer grupo, Bcl-2, se
realizd en linfomas de células B, en los que se observd que este gen estaba
intimamente relacionado con el punto de rotura de la t(14;18), que tiene lugar en la
mayoria de los linfomas foliculares. Dicha traslocacion cromosdémica conlleva la
sobreexpresion de la proteina de Bcl-2, o que a su vez conduce a la inhibicion de
la muerte celular programada, contribuyendo, de esta forma al proceso neoplasico.
Bcl-2 se expresa en la mayoria de los tejidos normales, donde actua como un
potente inhibidor de la apoptosis.
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El mecanismos de accidn de Bcl-2 es desconocido. Sin embargo, se ha
observado que Bcl-2 y las distintas proteinas de su familia se heterodimerizan las
unas con las otras, lo que sugiere que sea ésta su forma de ejercer su funcion. La
identificacién de Bax, otro miembro de la familia con capacidad pro-apoptaética, y la
observacion de que Bax y Bcl-2 se heterodimerizan, ha permitido hipotetizar que
Bcl-2 ejerce su funcién anti-apoptética a través de su union a la proteina Bax, con
la consiguiente inhibicion de ésta ultima. A pesar de que no se conocen con
exactitud los mecanismos a través de los cuales los homodimeros Bax-Bax
inducen apoptosis, parece relativamente claro que los niveles relativos de los
distintos miembros de la familia Bcl-2 son criticos para que la célula "decida entre
la vida y la muerte".®3"333 (Figura 21).

P53

Acumulacion celular

apoptosis

Normal

Fig.21.- Equilibrio entre las proteinas bax y bcl-2 y la decisidon entre apoptosis o acumulacion
celular
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7.3.-APOPTOSIS Y CANCER

En muchos casos , y en numerosos tipos de células este fendmeno de la
apoptosis es dependiente del gen p53. Cuando una célula con la proteina p53
normal presenta un dafo limitado en el DNA, se induce una parada del ciclo
celular en G1. De esta manera, la célula tiene tiempo de reparar la lesidén vy
posteriormente reiniciar la progresion del ciclo convirtiéndose la célula dafiada en
célula normal. Sin embargo, si el dafio en el DNA es excesivo, los altos niveles de
p53 inducidos, en lugar de parar el ciclo, activan el mecanismo de apoptosis
mediante regulacién de proto-oncogenes como bcl-2 y bax, de manera que la
célula que esta excesivamente dafada, muere.

Cuando este gen supresor de tumores no se expresa como resultado de
una deleccidén o de su bloqueo transcripcional, o cuando la actividad de la proteina
que codifica esta alterada por mutaciones, no se produce la muerte de las células.
Entonces tiene lugar la replicaciéon del DNA , con el resultado de la generaciéon de
células hijas conteniendo cromosomas mas o menos aberrantes; es decir, la
transmision de mutaciones que puede originar la pérdida de control de la
proliferacion y la aparicion de canceres.

La importancia de la apoptosis para la aparicion de canceres se manifiesta
no sélo porque el p53 es un gen supresor de tumores, sino porque la expresiéon
inadecuada(excesiva) de la proteina codificada por el oncogén bcl-2 provoca la
inhibicion de la apoptosis: asi la proteina bcl-2 es oncogénica porque impide la
apoptosis de numerosos tipos celulares. De esta manera, al prolongar la vida de
las células, bcl-2 aumenta la posibilidad de generacion de las células cancerosas.
Aun mas, la expresion de bcl-2 se asocia a la resistencia de algunos agentes
quimioterapicos que producen alteraciones del DNA.

Hoy se cree que la accidén antitumoral de muchos agentes quimioterapicos
citotéxicos empleados en clinica se debe principalmente a su accion inductora de
apoptosis, y no, como se aceptaba hasta hace poco tiempo, a su efecto letal
directo sobre las células en crecimiento activo como consecuencia de danar su
DNA. Dos son los motivos de este cambio de razonamiento: uno,el hecho de que
estas drogas son efectivas destruyendo las células tumorales a dosis bastante
menores que las necesarias para causar un dafo directo en el DNA; y por otra
parte, la inexistencia de correlacién entre la capacidad de crecimiento de los
tumores y su sensibilidad a drogas que acttian sobre el DNA.%37 .
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Si éstas actuaran mediante su incorporacion al DNA que se esta replicando
en células en crecimiento activo, deberia ser mas eficaces frente a tumores de
crecimiento rapido frente a los de crecimiento mas lento, hecho que no ocurre.
Estos datos indican, por tanto, que su verdadero modo de accidén debe ser
indirecto, probablemente mediante la induccidn de la apoptosis.

53



Introduccién

8.- EL PROCESO BIOLOGICO DE LAS METASTASIS

El hecho determinante mas importante que caracteriza que caracteriza a las
células malignas es su capacidad de invasion y de generacion de metastasis,
siendo este proceso el responsable de la mayoria de las muertes por cancer.

Conocemos que en aproximadamente un 30% de los tumores malignos
existen metastasis a distancia en el momento del diagndstico, mientras que otro
30 % presentan micrometastasis. Por lo tanto, puede considerarse que el
fendmeno metastasico es un hecho biolégico muy temprano, que ademas
aumenta con el tiempo. Se trata asi mismo, de un proceso poco uniforme y muy
hetereogéneo a pesar de que los tumores malignos son de origen monoclonal.

Tumor no detectable

10 micras 1ug 1mg 19 1kg
CELULA UNICA (1 cm)
« 9 5 : :
20 : :
< > : :
30 | - :
< . > :
40 : :
deSdOblam|entOS LA R R RN R RN R RN RN NN L

Tipo de metastasis

Fig.23.-Crecimiento tumoral y metastasis. Desde el inicio del proceso neoplasico en una célula
Unica y hasta que el tumor tiene 1 gramo (equivalente a 1 cm) se precisan 30 desdoblamientos.
Con 40 desdoblamientos un tumor tedricamente tendria 1 kg de masa tumoral. El tiempo durante el
cual el tumor puede originar metastasis oscila entre 25 y 35 desdoblamientos™.
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Habitualmente, cuando un tumor puede llegar a detectarse clinicamente
tiene 1 cm de diametro. Para llegar a esta situacidn se necesitan unos 30
desdoblamientos desde la primera célula. El tiempo en el que se desarrollan
metastasis oscila entre 25 y 40 desdoblamientos, por lo que cuando un tumor mide
1 cm pueden haberse producido ya metastasis (fig.7). Por lo tanto , aunque
muchos tumores no desarrollan metastasis sino cuando ya se encuentran en una
etapa clinicamente detectable, otros muchos , por tempano que sean
diagnosticados, ya leas han desarrollado. Un ejemplo claro, es el cancer de
mama, tumor considerado como metastasico casi desde el inicio y motivo por el
que el tratamiento adyuvante en este tipo de tumores ha adquirido un
importantisimo papel .>>°.

Las dos vias mas importantes por las que un tumor maligno se disemina
son la via linfatica y la sanguinea. Se considera tipico de los sarcomas, su
diseminacion via sanguinea mientras que los carcinomas lo hacen
preferentemente por via linfatica, para a partir de ahi hacerlo por via sanguinea.
No es preciso recordar que ambos sistemas, linfatico y venoso se encuentran
interconectados y que no pueden ser contemplados de manera independiente.

El proceso metastasico es un fendbmeno en cascada en el que pueden distinguirse
diversas etapas. Hoy se establece que las células han de pasar por una serie de
pruebas antes de poder establecerse definitivamente como una segunda colonia,
en un proceso que se ha denominado decatldn de la célula tumoral. Se trata de un
proceso selectivo que podria resumirse en los siguientes pasos:

e Crecimiento tumoral progresivo

e Adhesién de las células tumorales a la matriz extracelular que separa
los distintos tejidos.

e Proteolisis y disolucion de la membrana basal de la matriz
extracelular por parte de las células tumorales.

e Migracion de las células tumorales a través de la membrana basal
hacia el estroma intersticial.

e Creacion de una red de vascularizacion del tumor que asegure su
estabilidad (angiogénesis).

e Entrada de las células tumorales en los vasos linfaticos y sanguineos
y posterior circulacidon de las células tumorales.

e Llegada y parada de las células tumorales en el lecho vascular de las
vénulas y arteriolas.
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e Migracién transendotelial de las células tumorales en las vénulas y
arteriolas.

o Establecimiento y crecimiento de la nueva colonia tumoral en el tejido
u organo destino (metastasis).

e Generacion de una nueva red de vasos (angiogénesis) en las
metastasis.’®%’

A todo lo anterior hay que afadir que éstas supercélulas deben sobrepasar todos
los mecanismos inmunoldgicos existentes en los diversos niveles por los que
vayan pasando. Por lo tanto, no hay que extrafarse de que estas células sean
consideradas como supercélulas. Aun mas, para su segundo viaje (metastasis de
metastasis), estas células han adquirido una superespecializacion tal que hace
que todo el proceso sea mucho mas sencillo y eficaz.

Una caracteristica importantisima de los tumores malignos es su capacidad
para generar una rapida diversificacion celular con fenotipos celualares malignos
hetereogéneos. Aunque la heterogenicidad no sea un hecho exclusivo de la célula
tumoral, es mucho mas pronunciado que en las células benignas correspondientes
a tejidos celulares normales. Cuando las células normales son separadas de su
microambiente, el fenotipo se hace mucho mas diverso, motivado por los cambios
de expresion geénica que estas células deben hacer para adaptarse a su nueva
situacion.La diferencia con las células malignas es que éstas los cambios se llevan
a cabo incluso sin separarlas de su microambiente.

La poblacion de un tumor maligno, aunque de origen monoclonal, esta
constituida por diferentes poblaciones celulares lo que determina un
comportamiento  diferente  en relacion a distintos parametros como
inmunogenicidad, velocidad de crecimiento, cariotipo, produccion de hormonas,
receptores y quimiosensibilidad "%3°.

8.1.-INVASION TUMORAL: Teoria de los tres pasos.

En la invasién tumoral local pueden resumirse tres etapas:
e Adherencia o unién a la matriz extracelular (MEC)
e Proteolisis local de la membrana basal

e Migracién o motilidad celular
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8.1.1.- Unién a la matriz extracelular

La matriz extracelular es una unidad de tejido conjuntivo que separa los
diferentes tejidos del organismo y se encuentra compuesta por la membrana basal
y el estroma intersticial subyacente. Las células basales estdan unidas a la
membrana basal y en circunstancias normales jamas se desplazan y entremezclan
con el estroma. La membrana basal estd formada por glicoproteinas, laminina,
fibronectina y colageno y el estroma intersticial por células estromales, fibroblastos
y miofibroblastos. Dado que los poros existentes en la membrana basal no son
suficientes como para dejar pasar células, la invasion tumoral debe ser un
fendbmeno activo para que una vez en el interior del estroma las células tumorales
puedan llegar a los vasos tumorales puedan llegar a los vasos linfaticos vy
sanguineos. 32373839,

La unién de las células tumorales a la matriz extracelular se puede realizar
por diferentes mecanismos:

1. Las células tumorales se adhieren a las glicoproteinas de la matriz
(laminina, fibronectina) utilizando receptores especificos

2. Union a proteinas extracelulares citoesqueléticas de la matriz gracias a
las integrinas

3. Interaccionando con otras células mediante algunas moléculas de
adhesién como las integrinas y las cadherinas

La laminina esta constituida por tres brazos cortos (cadena B1 y B2) y uno largo
(cadena A) estando unidas entre si por puentes disulfuro. Esta molécula es
esencial para la adhesiéon celular, diseminacion celular, desplazamiento celular,
mitogénesis y morfogénesis entre otras. Muchas células tumorales poseen
receptores de alta afinidad para la laminina. El bloqueo de estos receptores puede
traducirse experimentalmente en una abolicién de la generacion de metastasis.

Las moléculas de adhesion (CAMs) se clasifican dependiendo de las secuencias
de aminoacidos que contienen. Tres de ellas son muy importantes para la
morfogénesis : la superfamilia de las integrinas, la superfamilia de las
inmunoglobulinas, y la superfamilia de las cadherinas.

Integrinas. Son glicoproteinas de la superficie celular y actuan como
receptores celulares que median la adhesion con la matriz extracelular (MEC). Las
integrinas se encuentran implicadas en el desarrollo de la embriogénesis, muerte
celular programada, crecimiento tumoral, metastasis,activacion leucocitaria,
reabsorcién 6sea y respuesta a los mecanismos de estrés. Las integrinas estan
formadas por subunidades transmembranales de tipo o o B. De las alfa se
conocen 16 subtipos y de las beta 8. Las integrinas unen las proteinas de la matriz
extracelular a las proteinas citoesqueléticas y a los filamentos actinicos de la fase
citoplasmatica. Entre las proteinas citoesqueleticas, la actina, une proteinas que a
su vez se adhieren a las integrinas en su porcién citoplasmatica. El ensamblaje de
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estas dos proteinas tiene dos funciones:1.-Estabilizar la adhesion celular y regular
el tamafio celular, morfologia y motilidad y 2.-regulacién de la traduccién de
sefales.

Varias tirosin quinasas han sido implicadas en la activaciéon de
practicamente todas las integrinas. De ellas la mas importante es la denominada
kinasa de adhesién focal (FAK). Se trata de una kinasa fosforilada en tirosina que
requiere para su activacion el dominio citoplasmatico de la subunidad beta de las
integrinas 19:3%4

Cadherinas. Las cadherinas son también glicoproteinas de membrana que
regulan la adhesion celular para lo cual precisan de calcio. Esta familia se divide
en varias subclases, habiéndose descrito tres tipos en los mamiferos, la E (para
las células epiteliales), la N (para las células neuronales) y la P.Actuan como una
molécula supresora de la invasién ya que una alta expresion de ésta disminuye el
fenotipo tumoral invasor, mientras que un deterioro en su regulacién facilita la
invasion tumoral °,

8.1.2.- Proteolisis local

Una de las caracteristicas de mas importantes de las células tumorales es
la capacidad de generar un desequilibrio en la proteolisis lo que favorece
claramente la invasion. Efectivamente el bloqueo de ciertas proteinasas previene
la invasion y las metastasis.

Las células cancerosas generan enzimas proteoliticas que producen la
degradacion local de la matriz extracelular. Estas proteasa son producidas como
consecuencia de la interaccion de las células tumorales con las células del
estroma, y en ella intervienen decisivamente las integrinas alfa y beta. De entre las
proteasas pueden diferenciarse dos familias; La familia de las serinproteasas,
dependientes del sistema plasmina activador del plasminégeno,y la familia de las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), de las cuales se han identificado 9. El
ejemplo mas tipico de las ultimas es la gelatinasa A o 72K, o MMP2, que degrada
el colageno de tipo IV y V, elastina y laminina 3°%%4142

Las células del estroma en respuesta a la interaccion con las células
tumorales generan pro-proteinasas no activadas, como la pro-gelatinasa A y la
pro-uroquinasa. Las pro-proteinasas se unen a la célula cancerosa gracias a la
existencia en éstas de receptores especificos, MT-MMP para las MMPs y un
receptor tipo fosfatidil inositol glicosilado para las pro-uroquinasas. La gelatinasa A
produce una cascada proteolitica y en definitiva la degradacién de la matriz , pero
ademas la uroquinasa transforma el plasminégeno en plasmina , el cual por via
directa produce también la degradacion de la matriz. Ademas la plasmina
indirectamente activa las pro-metaloproteinasas generando MMPs que también
degradan la matriz.(fig.24).

Todo lo expuesto indica la importancia en la invasividad tumoral de la
actividad proteolitica de las células tumorales o estromales que las rodean. En
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gran parte, el fenotipo invasivo parece ser el resultado del balance entre las
proteasas y sus inhibidores **%*'

Cascada

Gelatinasa A ﬁ proteolitica

Via directa
{ Degr.adacién dela ]
PLASM'NA ,.............................> matriz
Via indirecta
UROQUINASA
PLASMINOGENO Pro-MMPs . MMPs

Fig.24.- Mecanismo de activacion de la cascada de proteolisis y degradacién de la matriz.

8.1.3.- Migracion celular

La tercera etapa de la invasividad tumoral es la movilidad celular. Las
células tumorales altamente invasivas y metastasicas muestran una mayor
movilidad que las normales y las de menor potencial metastasico. Tras
despegarse de sus vecinas y degradar la matriz circundante, las células tumorales
deben desplazarse para alcanzar los vasos y diseminarse . Las células se pueden
mover al azar(quimiocinesis), o en respuesta a gradientes de factores solubles
(quimiotaxis), también hacia proteinas insolubles de la matriz extracelular
(haptotaxis), o bien induidas por factores secretados por ellas mismas. Diversos
factores de crecimiento funcionan también como agentes quimiotacticos atryendo
a las células o estimulando su movilidad con una accién mas o menos especifica
del tipo celular. Se conocen algunos factores potenciadores de la movilidad
celular: el HGF (Hepatocyte Growth Factor), el AMF (Autocrine Motility Factor), el
FGF acido y basico, ademas del PDGF, IGF-1, IGF-2, IL-6, e IL-8. EI primer factor
caracterizado fue el HGF, que es capaz de disociar las células epiteliales e inducir
su movilidad, de ahi su otro nombre SC o Scatter Factor.

Las células tumorales parecen tener un movimiento ameboide similar al de
los leucocitos. Hoy se cree que el mecanismo subyacente implica la formacién
secuencial de protrusiones como filopodios, lamelipodios y pseuddpodos,
consecuencia de ciclos de ensamblaje y desorganizacion de redes de filamentos
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entrelazados de actina en zonas concretas bajo la membrana celular. En estos
procesos parecen tener un importante papel las integrinas que sirven de anclaje al
sustrato, ademas de varias quinasas como la PI3K y las FAK, PKC y PKY,
proteinas G de las familias Rho, Rac y Cdc42, y otras que pueden unir actina y/o
entrelazantes como vinculina, a-actina y paxalina presentes en las uniones
focales. También se ha descrito que factores de crecimiento como el HGF y
citoquinas como la IL-8, e incluso componentes de la matriz que inducen la
desorganizacién de las uniones focales, o que son antiadhesivas como la
tenascina y la trombospondina-1 (TSP-1), aumentan la movilidad celular.

En principio, parece légico que las células que forman uniones focales muy
fuertes sean poco méviles. Sin embargo, en realidad se cree que para la movilidad
es oOptimo un nivel intermedio de adhesividad al sustrato. Si la adhesion es
demasiado fuerte, las células no pueden liberarse convenientemente el sustrato,
pero si es demasiado débil no puede establecerse una traccion suficiente, en la
que la concentracién tanto de integrinas, como de vinculinas y a-actina es
importante.

Durante su movimiento, las células tumorales necesitan adherirse al
sustrato para realizar tracciones y para anclarse a las nuevas posiciones. Por ello,
se piensa que las células tumorales probablemente expresen menores cantidades
de aquellas proteinas de adhesion propias de las células normales que servian
anteriormente para mantener su posicion en el tejido, en el caso de células
epiteliales, para unirse a la membrana basal. Por el contrario, es posible que las
células tumorales expresen ademas otras proteinas distintas mas apropiadas para
el tipo de contactos dinamicos que necesitan establecer con los compnentes del
sistema conectivo, ya que este tejido constituye el sustrato sobre el que se
desplazan activamente. Es ejemplo de ello, la correlacion existente entre la
expresion de la integrina a4 0 VLA-4, normalmente asociada a la migracion de
linfocitos, con la capacidad metastasica de diversos carcinomas humanos®®.

Direccion de la migracion

>

P —

Adhesidn al sustrato
- < >

Fig.25.- Interacciones dinamicas de adhesion al sustrato durante el movimiento celular.
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8.2.-LAS METASTASIS

La invasividad tumoral no es suficiente, sin embargo, para dar lugar a
metastasis. Para formar tumores secundarios en tejidos distantes del tumor
original , las células necesitan aun adquirir otras capacidades e inducir otros
mecanismos que veremos a continuacion.

8.2.1.- Angiogénesis

El crecimiento local y a distancia de un tumor debe estar asegurado con el
aporte de flujo sanguineo adecuado, para lo cual obviamente precisa de la
formacion de nuevos vasos. El tumor en principio avascular dispone de las células
endoteliales de los capilares normales para que convenientemente estimuladas
formen nuevos vasos. El estimulo necesario es la produccion por parte de las
células tumorales de factores de crecimiento angiogénicos. También las células
normales pueden contribuir a su produccién, bien directamente o a través del
estimulo que ciertas citoquinas generan en las células normales.

Se conoce que para que se produzca la angiogénesis no solo se precisa la
actividad de factores angiogénicos positivos, sino que es necesario también una
disminucién en la produccion de inhibidores de la angiogénesis. En esencia, estos
factores actuan como estimulos angiogénicos que actuan sobre las células
endoteliales de los capilares normales, o que genera una produccién de proteasas
que determina la disolucion de la membrana basal de los capilares, dejando la
puerta abierta para la migracion y la mitosis de las células endoteliales. Es asi
como se van formando redes capilares , dando definitivamente un tumor
vascularizado %34,

Celulas endoteliales
capilares normales

Estimulo

angiogénico Proteasas

Tumor
avascular

Disolucién de la membrana basal

Tumor
vascularizado

Redes capilares . Fig.26.-
-Canalizacion C. endoteliales Angiogénesis
-Ramificacion -Migracion tumoral.
-Formacion memb.basal -Mitosis
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8.2.2.- Intravasacion y extravasacion

Durante la progresion tumoral , las células contactan y degradan la matriz
que recubre a los vasos sanguineos o linfaticos y atraviesan sus paredes
penetrando en el torrente circulatorio. Esto es esencial para la diseminacién de las
células a distancia , invadiendo bien los vasos neoformados, o bien capilares de
vasos preexistentes.

Las células tumorales entran en la circulacion de manera aislada o por
grupos. Se calcula que un tumor de 1 cm. cada dia pueden pasar a la circulacion
sanguinea millones de celulas , pero menos del 0.01% son capaces de generar
una segunda colonia tumoral. También las células tumorales pueden nvadir los
vasos linfaticos. Las células tumorales entran en el sistema linfatico y llegan a los
ganglios linfaticos regionales donde son almacenadas en el seno subcapsular.
Esta parada suele durar entre 10 y 60 minutos y después alcanzar los linfaticos
aferentes y desde alli pasar a la circulacién general. La invasion sanguinea y
linfatica van en paralelo y de ning(m modo puede considerarse la estacion linfatica
como un mecanismo de barrera®*.

8.2.3.- Parada y extravasacion

La parada y extravasacion de las celulas tumorales puede hacerse en las
vénulas o bien en las arteriolas. En el primer caso las células tumorales alcanzan
el endotelio bien de manera aislada o bien agrupadas , en este ultimo caso
formando agregados homotipicos con otras células tumorales o heterotipicos con
diferentes células ( leucocitos,plaquetas) o con fibrina. Establecida la adhesion al
endotelio y tras un perédo de 1-4 horas se produce la retraccion de las células
endoteliales, paso previo para que tras 8-24 horas se lleve a cabo la disolucién de
la membrana basal. Finalmente se produce la extravasacion de las células
tumorales que quedan establecidas como una colonia tumoral si consiguen
escapar a los mecanismos de defensa inmune locales. Por ultimo esta colonia
tumoral inicia los pasos para conseguir la debida neovascularizacion, que se
realiza de forma idéntica a la seguida en el crecimiento local, ya anteriormente
descrita.

No todas las colonias metastasicas son activas, sino que alguna de ellas
pueden quedar de forma “dormidas” y no desarrollarse. La explicacion de tal
fendmeno no es facil habiendo barajado varias posibilidades: que la colonia quede
en equilibrio entre muerte y proliferacion celular, posiblemente en relacién con un
control del sistema inmune; que dicha colonia dependa de factores de crecimiento
del huesped, y que existan problemas de vascularizacion %43,
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Fig.27.- El proceso de las metastasis®

.2.4.-Oncogenes supresores de metastasis.

El proceso de metastasis esta regulado genéticamente. Algunos de los
genes identificados son:

1.- Oncogen supresor nm23. Este gen fue identificado sobre la base de su
reducida expresion a nivel del RNA en una serie de siete lineas celulares
derivadas del melanoma murino k-1735. La expresion reducida de nm23RNA se
ha demostrado en cuatro modelos metastasicos. Este hecho a sido también
demostrado en los tumores de mama humano de modo que el cancer de mama
con ganglios positivos expresa bajos niveles de RNAnm23 frente a las mujeres sin
afectacion axilar.

2.- Inhibidores de las metaloproteinasas (MMPs). Las metaloproteinasas
se encuentran en equilibrio con la produccién de los niveles tisulares de las
metaloproteinasas (TIMPs). Estas ultimas son producidas por las células
tumorales y las células normales, y en esencia provocan una inhibicién de la

proteiolisis y de la angiogénesis lo que determina una inhibicién de las metastasis
35,39,45,46,47
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I1.-BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE
MAMA

1.- INTRODUCCION

El cancer de mama es el de mayor incidencia en mujeres , suponiendo el
18,4 % y muestra un aumento anual alarmante. En la Comunidad Europea , el
cancer de mama ocupa el primer lugar dentro de las neoplasias malignas*® . En
1990 se registraron 157.000 nuevos casos y 68.000 muertes por esta causa, lo
cual representa el 24% de todos los casos de cancer y el 19% de todas las
muertes por cancer *°

Con el descubrimiento de los genes implicados en el cancer y la aplicacién
de las técnicas de Biologia Molecular, se han redefinido y caracterizado los
tumores, con resultados muy importantes desde el punto de vista clinico.

La base genética del cancer de mama ha sido un area de intensa
investigacion en los ultimos afios. En este tiempo, se han hallado diversas
alteraciones genéticas relacionadas con el cancer de mama, incluyendo la pérdida
de material genético asociada a susceptibilidad, la sobreexpresion
reordenamiento o amplificacion de genes normales y proto-oncogenes , y las
mutaciones que resultan en la activacion de oncogenes o inactivacién de genes
supresores *° .

En el cancer de mama, estan implicados un grupo complejo de alteraciones
genéticas. Los tres tipos de alteraciones genéticas en el cancer de mama se
pueden agrupar en :

-Genes de susceptibilidad hereditaria al cancer
-Amplificacion y sobreexpresion de proto-oncogenes
-Inactivacion de genes supresores

2.- MUTACIONES CONSTITUCIONALES: Genes de
susceptibilidad al cancer de mama.

La predisposicion genética al cancer de mama se ha establecido por los
descubrimientos de los genes que confieren susceptibilidad a ciertos tipos de
cancer o sindromes asociados con canceres.
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El analisis reciente de los datos del estudio de Cancer y Hormonas
Esteroideas (CASH), que comprendia el analisis de un grupo de 4730 pacientes
con cancer de mama y un grupo control de 4688 mujeres sanas, ha demostrado
que el riesgo de desarrollar cancer de mama depende no sélo de qué familiares
han sido diagnosticados previamente de cancer de mama, sino también de las
edades al diagndstico de la enfermedad °'. El modelo estadistico del estudio
CASH predice que el cancer de mama se transmite como un rasgo autosémico
dominante, y que la mayoria de los canceres de mama no son portadores del alelo
o alelos propuestos.

En la actualidad se cree que aproximadamente un 5% de los canceres de
mama son hereditarios, mientras que un 82% son esporadicos. La proporcion de
cancer hereditario es mayor (10%) cuando se consideran los canceres de
aparicion precoz (antes de los 40 afos).

Los sindromes hereditarios asociados a cancer de mama son :sindrome de
Li-Fraumeni, enfermedad de Codwen, cancer de mama asociado a cancer de
ovario o colon y cancer de mama familiar no asociado a otros tipos de cancer.

Son tres las regiones del genoma humano implicadas en el cancer de
mama hereditario hasta la fecha:

-El gen BRCA 1: localizado en el cromosoma 17g21. se ha demostrado
que las mutaciones en esta region confieren un riesgo de cancer de mama del
85% de las portadoras antes de los 70 afios y un riesgo de cancer de ovario del
63%. Se considera en la actualidad que BRCA 1 es responsable de un 45% de los
canceres familiares de mama y del 80-100% de los casos familiares de cancer de
mama y ovario. Es importante la observacion demostrada en varios trabajos de la
no asociacion de cancer de mal prondstico con la mutacion en BCRA 1.

-El gen BCRA 2: localizado en la region 13q12-13, de mas reciente
descubrimiento, que parece ser el responsable de un 40% de los canceres de
mama, pero al contrario que BCRA-1 no parece guardar relacién con el cancer de
ovario. Se ha encontrado particularmente relacion en casos de cancer de mama
masculinos gaproximadamente un 6% de los casos), lo cual no se ha observado
con BCRA 12
-El gen p-53 del que hablaremos mas adelante, pero que en las formas
hereditarias esta implicado en el sindrome de Li- Fraumeni.

3.- AMPLIFICACION Y SOBREEXPRESION DE PROTO-
ONCOGENES EN EL CANCER DE MAMA.

Se han encontrado amplificadas tre regiones que contienen genes que
codifican factores de crecimiento o sus receptores : el proto-oncogen Myc, c-Erb-
B2 y la banda cromosomal 11913, en el 15% de los tumores de mama.
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= PROTO-ONCOGEN MYC: fue uno de los primeros estudiados.esta
situado en la region 8924 codificando una proteina nuclear de 64 kDa
y estd implicado en el control del crecimiento, diferenciacion y
apoptosis actuando como un factor transcripcional. La frecuencia de
amplificacion de este proto-oncogen varia entre autores, habiendo
sidoi publicadas cifras entre un 4 a un 41%.

= PROTO-ONCOGEN ERBB2: Tambien llamado HER2 o neu, es un
gen localizado en el cromosoma 17q12. se halla amplificado en
aproximadamente el 20% de los carcinomas de humanos, entre ellos
el cancer de mama.asi es frecuente encontrar la sobreexpresion en
canceres de ovario, de vejiga, y menos frecuentemente en cancer de
colon y pulmén. El 20% de los tumores invasivos de mama tienen
amplificacion y sobreexpresion de ERBB2 *, y el 40% de los
comedocarcinomas®.La amplificacién de este oncogén conlleva la
sobreexpresion de la oncoproteina ERB-2, que es una proteina
caracterizada por una estructura clasica de receptor de factores de
crecimiento, presentando un dominio extracelular de union ligando,
un dominio hidrofébico de transmembrana y un dominio intracelular
con actividad tirosina quinasa.

El numero de copias detectadas por FISH es muy superior en
lineas celulares que en tumores.
Dedicaremos el capitulo siguiente a este proto-oncogen en el

que centramos nuestras investigaciones.

= AMPLIFICACION EN 11qg13: la banda 11913 esta amplificada en
un 15-20% de los tumores de mama. Los dos genes que mapean en
esta region y que se han encontrado frecuentemente coamplificado
en tumores primarios de mama fueron el FGF3 y el FGF$ (llamado
anteriormente INT2 y 6HST respectivamente), ambos codificados por
factores de crecimiento fibroblasticos.

4.- INACTIVACION DE GENES SUPRESORES EN
CANCER DE MAMA: p53.

Ya vimos en el capitulo anterior, como el gen p53 esta localizado en el
cromosoma 17p13 (brazo corto del cromosoma 17) codifica una proteina de
nuclear de 53 kDa, cuyo papel parece ser regular el ciclo celular y contribuir por
tanto a mantener la integridad del DNA. p53 se ocupa de controlar el crecimiento
celular mediante la regulacion del paso de las fases G1 a S del ciclo celular y
mediante la determinacion de la muerte celular por apoptpsis.

Las alteraciones de p53 son las alteraciones genéticas mas frecuentemente
encontradas en canceres humanos, observandose en un 40% de los casos. Estas
alteraciones son sobre todo mutaciones, aunque también delecciones e
inserciones, y suelen asociarse a la pérdida de la funcion normal de p53.
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La proteina p53 posee una vida media muy corta y se halla en cantidades
muy pequefias en las células normales. Las mutaciones de p53 resultan un
aumento de la vida media de la proteina, de modo que se detecta en cantidades
muy elevadas en las células malignas.

La acumulacion de p53 puede detectarse facilmente por métodos
semicuantitativos como la inmunohistoquimica y bla inmunotransferencia y por
métodos cuantitativos como la inmunoabsorbencia enzimatica (ELISA).

En cancer de mama, se observan mutaciones en el 20-50% de los casos.
Debido a la gran heterogenicidad de los canceres de mama, se considera muy
importante estudiar el espectro de mutaciones de p53 en subpoblaciones
especificas ya que estas mutaciones tienen especificidasd histopatolégica, no
encontrandose en tumores mucinosos infiltrantes o carcinomas papilares *°

Se ha visto también en cancer de mama una relacion entre mutaciones de
p53 y estadios avanzados del tumor indicando que las mutaciones de p53
constituyen un evento tardio que contribuyen a la progresion del tumor y a una alta
tasa de proliferacion celular °.

La inactivacion de la funcién normal de p53 puede inducir a una mayor
resistencia a la muerte celular y una menor sensibilidad a los quimioterapicos y a
la radioterapia , aparentemente medida por un déficit en los mecanismos de
apoptosis celular.

Asi en el estudio realizado por Koechli y cols,estudiando especimenes de
cancer de mama de 40 pacientes operadas, se estudio la citotoxicidad in vitro a la
combinacion de CMF y los niveles de p53, con una correlacion significativa
aunque débil(p=0,018), sugiriendo que la acumulacion de p53 se asocia a una
grgwayor quimioresistencia.Otros estudios han venido ha demostrar datos similares >’

Ademas los datos de otros investigadores sugieren que la quimioresistencia
ocurre también con farmacos de tipo hormonal °.

El restablecimiento de la funcion de genes supresores mediante la
transferencia génica ha sido un objetivo de investigacion en los ultimos afos.las
enfermedades metabdlicas en las que se estudia la terapia génica (como la
Fibrosis Quistica)se deben a la alteracion de un solo gen. Por el contrario, el
cancer es una enfermedad multigénica, y el restablecimiento de un gen
determinado puede no ser suficiente para una curacion completa. Estudios
iniciales demostraron que células de carcinoma de colon con defectos en el gen
p53 podian convertirse en n o tumorogénicas al transferirles plasmidos que
expresaban un alelo p53 normal.

In vitro, la transferencia de p53 ha avanzado mediante la construccién de
moléculas compuestas por el gen p53 normal y un promotor, insertados en un
virus desprovisto del material genético necesario para su replicaciéon pero que
mantiene su capacidad de infectabilidad. Inicialmente se emplearon retrovirus,
para posteriormente usar adenovirus, debido a su tropismo por el epitelio
aerodigestivo, asi como por su capacidad de infectar células que no estan
proliferando y al caracter transitorio de su infeccion. El restablecimiento de p53
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mediante estos vectores en células malignas portadoras de mutaciones o
delecciones de p53, provoca un enlentecimiento de las lineas celulares in vitro. In
vivo, se han empleado tres modelos de terapia génica empleando vectores viricos
portadores de p53 normal. El primero de ellos, compuesto por un vector
consistente en un adenovirus , el promotor de CMV y p53 , que fue inyectado via
subcutanea en la vecindad de tumores en ratones formados por células humanas
de canceres epidermoides de cabeza y cuello. Se demostré un enlentecimiento en
el crecimiento tumoral de hasta 60 veces respecto a los controles, y ademas en un
30% de los casos se obtuvo una desaparicion clinica ye histolégica de los tumores
subcutaneos®. En la mayoria de los casos, sin embargo, la curacion no fue
conseguida.

El segundo modelo, sigue el patrén del anterior, pero administrando p53
antes de que los tumores sean palpables (todos los tumores en el modelo anterior
tenian al menos 6mm), emulando de alguna manera, el modelo residual
microscopico que existe tras la extirpacion de tumores. En este modelo, se
observé que la administracion de p53 preveia en todos los casos la aparicién de
tumores respecto a los controles. La eficacia del vector, disminuia si se aumenta el
namero de células cancerigenas implantadas, o si se dejaba transcurrir mas
tirempo desde su implantacién.

El tercero es un modelo de tratamiento tépico, desarrollado en un sistema
de crecimiento endobronquial de células de cancer de pulmén®’.

Ninguno de estos modelos con de tratamiento mediante transferencia del
gen p53 es aplicable al tratamiento del cancer de mama actualmente, sin
embargo abren las expectativas de las consideraciones futuras acerca de la
terapia génica en cancer de mama, como podria ser el tratamiento de la mama
restante en canceres de mama a los que se les aplica cirugia conservadora, o la
combinacion de quimioterapia junto con la transferencia de p53. En un estudio
realizado por Fujiwara®, se inyectd una combinacién de adenovirus-p53 en
tumores implantados en ratones seguida de la administracion de cisplatino, lo que
indujo a una destruccion masiva por apoptosis de los tumores.

5.-EXPECTATIVAS TERAPEUTICAS.

Los avances en el entendimiento de las bases moleculares del cancer de
mama conduciran, sin duda, a nuevas estrategias terapéuticas basadas en estos
conocimientos.

Ya hemos comentado los avances respecto a terapia génica en relacion a la
transferencia de p53 en ratones desnudos portadores de células cancerosas
humanas, y se han realizado ensayos similares en cancer de mama demostrando
cierta reversibilidaad en determinadas alteraciones genéticas. Se estan
ensayando, ademas mensajeros antisentido frente a factores de crecimiento (FGF
familiar, ligando de ERBB2) y frente a receptores de factores de crecimiento.

La falta de especificidad de la quimioterapia convencional podria ser paliada
mediante terapia génica.
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Sin embargo, es dificil predecir la utilidad y eficacia de estas técnicas en la
practica clinica , debido a que han de ser avaluadas las consecuencias de tratar
de regular a un individuo desregulado genéticamente.

I1..-FACTORES PRONOSTICOS EN CANCER DE
MAMA

Basandonos en el trabajo realizado por el Colegio de Patdlogos
Americanos, que conllevdé a la publicacion en Julio del 2000 de los factores
Prondsticos de Cancer de mama %, se clasifican los factores prondsticos en
cancer de mama en tres categorias:

e CATEGORIA I: factores de demostrada importancia pronodstica y
utilidad clinica.

e CATEGORIA II: factores que han sido estudiados extensamente
tanto desde el punto de vista biolégico como clinico, pero cuya
importancia debe ser validada en estudios estadisticos rigurosos.

e CATEGORIA III: todos los demas factores no estudiados
suficientemente para demostrar su valor pronéstico.

CATEGORIA I CATEGORIA II CATEGORIA III

Tamafio tumoral C-erb-B2 Analisis
DNA:diploide/aneuploide

Afectacion axilar P53 Angiogénesis tumoral
Invasion vascular EGFRx*
Ganglio centinela Ki-67 TGF=*
Grado histoldgico Analisis DNA: Bcl-2

Fraccién en fase S del
Tipo histoldgico ciclo celular PS2

Receptores * Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico
hormonales # Factor Transformante del Crecimiento
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Tabla 6.- Factores prondsticos en cancer de mama.

1.-CATEGORIA I

1.1.-TAMANO TUMORAL

El tamafo tumoral es uno de los factores prondsticos mas importantes en
cancer de mama. La frecuencia de metastasis en tumores mayores de 1 cm es del
10-20% y la supervivencia libre de enfermedad a los 10 afos es de alrededor de
un 90% en las pacientes con ganglios negativos y tumores < de 1cm.

La exploracién manual da una idea aproximada del tamafio tumoral, pero se
ve influenciada por la subjetividad y la experiencia del explorador , asi como
factores locales como fibrosis, hemorragia tras puncion o edema. El estudio
mamografico aporta mayor precision, y en genmeral suele variar poco en sus
precisiones del estudio anatomopatologico, pero puede verse también influenciado
por reacciones histoléogicas como edema o fibrosis, asi como presencia de
microcalcificaciones en areas no malignas proximas al tumor. La evaluacion
macroscopica tras la seccidn de la pieza es la que aporta el tamano definitivo que
se utiliza para el estadiaje.

Para disminuir al minimo las variaciones interobservador, existen las
siguientes recomendaciones:

= Eltumor debe ser medido en dos dimensiones, y la medida mayor del tumor
infiltrante es la que debe ser usada para determinar el estadiaje.

= El tamafio tumoral medido tras evaluacibn macroscopica ha de ser
verificado con la evaluacién microscopica de la pieza. EI componente
invasivo medido de forma microscopica es el que debe usarse como
determinacién del tamano tumoral apto para el estadiaje.

= Para tumores pT1 o para aquellos con extenso componente in situ, la
medida del tamafo tumoral ha de hacerse por estudio microscopico
detallado.

» Para aquellos tumores que tienen componente in situ y componente
invasivo, unicamente servira como medida la del componente invasivo.

= Cuando en la misma pieza se hallan 2 o mas tumores invasivos, deberemos
medirlos de manera separada, no pudiendo ser combinados en una soéla
medida.
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1.2.-AFECTACION LINFATICA AXILAR.

La afectacion ganglionar axilar constituye el parametro mas importante en la
prediccion de intervalo libre de enfermedad y supervivencia. Sélo el 20% al 30%
de las pacientes con ganglios negativos desarrollan recurrencia a los 10 afios en
comparaciéon con alrededor de un 70% de pacientes con afectacion axilar.
Pacientes con 4 o mas ganglios positivos tienen peor prondstico que aquellas con
menos de 4 ganglios afectados.

Los factores que pueden afectar a la evaluacion correcta de la afectacion axilar

son .

La extension de la diseccion axilar

Método empleado para localizar los ganglios en la pieza quirurgica en el
estudio anatomopatolégico

Estudio de cada uno de los ganglios frente al estudio de unicamente
ganglios representativos.

Emisién de informe anatomopatolégico con el numero concreto de
ganglios afectados.

Detallar no so6lo la localizacion del ganglio de mayor tamafo afectado,
sino la localizacion del resto de ganglios infiltrados.

Detallar el tamafio del ganglio de mayor tamafo encontrado frente al
tamano de la mayor metastasis linfatica encontrada.

El significado exacto de la extension tumoral en el area adyacente a
ganglios afectados es tema de controversia. La extensién perinodal
parecié sugerir en varios estudios un aumento del riesgo de la
recurrencia , pero estudios mas recientes han mostrado que no existen
diferencias en cuanto al prondstico en pacientes controladas por axila
positiva.

Las recomendaciones publicadas para unificar criterios, son:

El patdlogo responsable del estudio del espécimen adecuara el método
para la localizacion de ganglios en la pieza que mas se ajuste a su
experiencia.

Los ganglios linfaticos de gran tamafo han de ser seccionados para su
correcta fijacion y estudio.

El informe anatomopatolégico debe detallar claramente el numero de
ganglios examinados, el numero de ganglios afectados, y la dimension
del foco metastasico mayor hallado.

1.3.-MICROMETASTASIS.
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Varios estudios retrospectivos han demostrado que el prondstico en pacientes
con presencia de micrometastasis en ganglios axilares, definidas como < de 2mm
de tamafo, es el mismo que en pacientes con axila negativa en el estudio
anatomopatolégico, mientras que otros han venido a demostrar un peor pronéstico
asociado.

El porcentaje de focos microscépicos de tumor metastasico es del 9-13% de
los canceres de mama “axila-negativa” cuando se estudia con técnicas de
Hematoxilina-Eosina frente al 15-20% cuando se estudian con técnicas de
Inmunohistoquimica **el significado pronéstico de estos focos de micrometastasis
demostrados por IHQ es controvertido °>%

Los factores que pueden afectar a la evaluacion correcta de la existencia de

micromestastasis son :

e El uso de técnicas de hematoxilina-eosina, Inmunohistoquimica (IHQ) o
analisis molecular, como técnicas de PCR , difieren en la deteccién de
micrometastasis

e Las micrometastasis tradicionalmente se han definido como la existencia
de focos tumorales detectados histolégicamente que miden < de 2 mm
de tamano. Algunos autores, consideran tambien como micrometastasis
la existencia de focos tumorales inaparentes desde el punto de vista
histolégico demostrables unicamente por técnicas de hematoxilina-
eosina o Inmunohistoquimica . El significado de estas micrometastasis
demostradas por IHQ no esta actualmente consensuado.

e Las pacientes con existencia de micrometastasis demostrables
unicamente desde el punto de vista de la IHQ deberan ser agrupadas en
el mismo estadio que aquellas con micrometastasis segun la definicion
clasica, es decir, como N1a.

A menos que estudios multicéntricos demuestren la importancia real del
hallazgo de micrometastasis demostrables unicamente por técnicas de IHQ, la
deteccion y el estadiaje tumoral basado en su hallazgo puede basarse
unicamente en el empleo de técnicas de Hematoxilina-Eosina. Si disponemos
de técnicas de IHQ , el hallazgo de micrometastasis por éstas técnicas debera
ser especificado aparte en el informe anatomopatolégico.

1.4.-GANGLIO CENTINELA.

La biopsia del ganglio centinela es un procedimiento que se ha popularizado
rapidamente como una alternativa a la diseccién axilar para el estadiaje del cancer
de mama y tiene gran especificidad y sensibilidad en la prediccién del estadio
ganglionar axilar ®/la diseccién axilar es considerada como un procedimiento
dirigido al estadiaje, aunque ha demostrado tener beneficios terapéuticos en
algunas pacientes; sin embargo, el empleo de radioterapia y quimioterapia, las
cuales pueden reducir las metastasis axilares, hacen mas dudoso el beneficio de
la linfadenectomia .
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La biopsia del ganglio centinela sin diseccion axilar completa es atractiva debido a
la reduccion de morbilidad asociada a la linfadenectomia axilar , pero este
procedimiento no ha demostrado tener periodos libres de enfermedad vy
supervivencia equivalentes a las pacientes con linfadenectomia axilar. La tasa de
falsos negativos con este procedimiento es del 0-28 % segun los estudios
consultados. Existen ademas controversias en cuanto a la importancia del
hallazgo de micrometastasis en el estudio pormenorizado de los ganglios linfaticos
en la diseccion axilar clasica frente a la biopsia del ganglio centinela® .Mientras
que la presencia de micrometastasis puede tener un significado prondstico, como
hemos visto con anterioridad, no esta claro que la identificacion de éstas, sobre
todo las de tamafio menor de 1mm, tenga un significado clinico tan importante
como para considerar la administracion de terapia adyuvante.

Debido a el alto valor predictivo demostrado en varios estudios de la biopsia
del ganglio centinela, es razonable considerar su utilidad, siempre que su uso se
incluya en alguno de los protocolos publicados. Debido a que el cirujano en las
pacientes con biopsia del ganglio centinela positiva elegira completar en la
mayoria de los casos la diseccion axilar completa, el asesoramiento
intraoperatorio por parte del anatomopatdélogo es fundamental para realizar toda la
intervencion en el mismo acto quirurgico.

1.5.-GRADO HISTOLOGICO.

El grado histoléogico es un importante determinante del pronédstico de la
enfermedad.

Las variaciones a tener en cuenta para su correcta evaluaciéon son:

e Existen diferentes sistemas de gradacion

e El grado de tipos especiales de tumores: la mayoria de los tipos
especiales de tumores de mama estan asociados a un mejor prondstico,
pero esto es realmente cierto sélo cuando éstos muestran ademas un
bajo grado histoldgico.este no es el caso del carcinoma medular de
mama, el cual presenta mejor prondstico que el que sugiere el grado
histoldégico en su estudio.

1.6.-TIPO HISTOLOGICO.

Las recomendaciones para la correcta evaluacion del tipo histoldgico:

e El carcinoma lobulillar infiltrante clasico sera diagnosticado unicamente
cuando el tumor conste de una unica linea de patron de crecimento, una
poblacion de células similares de muy bajo grado nuclear, y una baja
densidad celular. Ello es debido a que muchos tumores muestran un tipo
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lobular pero solo los que estan asociados a un bajo grado nuclear y baja
densidad de células se asocian a un mejor prondstico que que el
carcinoma lobulillar clasico u otros subtipos de carcinoma lobulillar. Los
carcinomas lobulillares con estas caracteristicas descritas, vienen a
representar solo el 4% de los carcinomas invasivos de mama.

e Los tumores con un patron de invasion difuso que no cumplen los
criterios de carcinoma lobulillar deben ser reflejados en el informe
primariamente segun el grado nuclear afiadiendo a continuacién “con
caracteristicas lobulillares” o bien “variante lobulillar”.

e El diagndstico de carcinoma mucinoso puro requiere la presencia de un
bajo grado nuclear y la existencia de mucina extracelular en al menos el
90% del tumor. Aquellos con una extension de mucina menor deben ser
reflejados primariamente segun el grado nuclear afiadiendo “con
componente mucinoso”.

e Los patélogos deberan tener normas estrictas para el diagnéstico de

carcinoma medular de mama.

1.7.-NUMERO DE MITOSIS.

Definimos indice mitético como el numero de mitosis en un area
determinada del tumor, y se usa como estimacion del indice de proliferacién
tumoral. Un alto indice de mitosis esta asociado a un peor prondstico de la
enfermedad ®°. El indice de mitosis debera reflejarse como el numero de
figuras de mitosis contadas en 10 campos consecutivos de 10 o 50 aumentos,
segun la medida usada (HPF.High-power field) en la zona de mayor actividad
mitotica del tumor. Deben reflejarse en el informe de forma especifica afiadidas
al grado tumoral.

Solo se deberan incluir en el recuento las figuras claramente identificadas
como mitosis. No deben ser incluidas los nucleos hipercromaticos o los nucleos
apoptaoticos.

1.8.-RECEPTORES HORMONALES.

La determinacion del estado de los receptores de estrégenos vy
progesterona forma parte de la rutina habitual en el estudio de la piezas de
cancer de mama, teniendo gran valor predictivo en la respuesta del tumor a la
terapia hormonal adyuvante™ .

El método que ha sido demostrado como mas efectivo en determinar el
estado de los receptores hormonales es la Inmunohistoquimica.

Las recomendaciones para la correcta evaluacion del estado de los
receptores hormonales, son:
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e Como técnica de laboratorio la mas recomendada es |la
inmunohistoquimica.

e Cuando se dispone para su analisis la pieza tumoral y ganglios
metastasicos, el analisis se realizara preferentemente de la pieza del
tumor primario.

e Debe especificarse el kit comercial usado, y deben incluirse los
controles (con zona tumoral y epitelio benigno adyacente).

e El porcentaje de células que expresan el antigeno debe ser especificado
en el informe anatomopatolégico, no usando el término “positivo” o
“negativo” a menos que nos basemos en estudios clinicos aceptados y
consensuados.

2.-CATEGORIA 1

2.1.-C-ERB-B2 (HER2-NEU).

Del que hablaremos ampliamente en el proximo capitulo.

2.2.-P53.

Aproximadamente un tercio de los canceres de mama presentan
mutaciones del gen supresor tumoral p53, lo cual se asocia a una mayor
agresividad tumoral y mayor grado histoldgico """,

Los datos que disponemos de estudios realizados sobre mutaciones en p53
estan generalmente basados en la secuencia de exones desde el 5 al 9, debido a
que es la zona donde por el momento se han conseguido localizar estas
mutaciones.. Los estudios basados en la secuencia genética de estas mutaciones
estan limitados debido a la complejidad molecular de la secuencia de este gen,
aunque se estan consiguiendo grandes avances debido al desarrollo de técnicas
de alta resolucién para el estudio genetico.

Las técnicas de inmunohistoquimica generalmente detectan la
sobreexpresion de este gen, cuya consecuencia resulta generalmente en la
prolongacion de la vida media de la proteina codificada.

Mientras que la mayoria de las mutaciones del p53 ocurren de forma
espontanea sobre células somaticas, cuando esta mutacibn se asocia a
alteraciones sobre células germinales (como en el sindrome de Li-
Fraumeni), existe ademas una mayor incidencia de cancer de mama "*. Se ha
demostrado ademas una relacion entre BRCA1 y p53 en cancer hereditario de
mama, de tal manera que la mutaciopn en p53 actuaria de cofactor en estos
pacientes’®.
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P53 es considerado de forma habitual como uno de los marcadores en el
cancer de mama, particularmente en la enfermedad sin afectacion linfatica,
aportando ademas ayuda para identificar pacientes que van a responder mejor a
la quimioterapia y radioterapia ® Dado que en la mayoria de articulos al respecto
existe consenso en que los pacientes sin enfermedad linfatica consideradas de
alto riesgo deben ser tratadas con quimioterapia, el significado de los marcadores
en estas pacientes es de particular importancia.

Las recomendaciones respecto a la determinacion de p53 son:

e Pese al reconocimiento de que las alteraciones en p53 estan asociadas
a un peor prondstico en las pacientes con cancer de mama, no existe
aun consenso en la determinacion rutinaria de p53 en la practica clinica.

e Su utilidad como marcador predictivo ha sido publicada y estudiada,
pero es necesario estudios extensivos de validacion para llegar a un
consenso sobre su utilidad exacta como marcador.

e El método de laboratorio mas usado para la determinacion de p53 es la
Inmunohistoquimica,mas simple que otros métodos, considerandose un
sustituto del analisis molecular de p53.la especificidad y sensibilidad de
la Inmunohistoquimica se ve afectada por multiples factores, con lo que
la confirmacion con técnicas de analisis molecular en algunos casos,
esta justificada (PCR).

2.3.-INVASION VASCULAR PERITUMORAL.

La invasion vascular peritumoral esta relacionada con un peor prondstico en
cuanto a la recurrencia local y al tiempo medio de supervivencia’’. A este
respecto, la mayoria de las lineas de estudio se encaminan a definir el especio
peritumoral distinguiendo la verdadera invasion vascular de los artefactos de
retraccidon en la zona. Han sido usadas distintas sustancias para distinguir este
espacio, como colageno tipo IV, laminina, CD31, CD34, Factor VIII’®.

2.4.-KI1-67.

Ki-67 es una proteina nuclear, no-histona ,labil, que no se puede detectar
en Go, pero es detectable desde G1 a M en el ciclo celular. Los estudios que
han usado esta proteina como marcador de la proliferacién celular, han
demostrado que la determinacién del porcentaje de Ki-67 en las células
(detectado por tinciones anti-Ki-67 ) puede ser usada para estratificar los
pacientes en grupos de riesgo, en funcidn de mejor o peor prondstico para la
enfermedad ”°.
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2.5.-ANALISIS DEL DNA.

La determinacion del numero de células en fase de sintesis de DNA (Fase
S del ciclo celular), ha sido usado como indice de proliferaciéon celular. Existen
estudios publicados en los que se relaciona un alto porcentaje de células en la
fraccidn S del ciclo celular con un peor prondstico y supervivencias mas bajas en
pacientes con cancer de mama, tanto con afectacion linfatica como sin ella .

3.-CATEGORIA III

3.1.-ANGIOGENESIS TUMORAL.

El crecimiento y el riesgo de metastasis en el cancer de mama depende
aparentemente del crecimiento de neovasos en la zona adyacente al tumor.
Existen muchos articulos que relacionan la densidad del area de crecimiento de
neovasos con la existencia de metastasis. Sin embargo, también existen estudios
en los que esta relacién no existe®!" 82,

3.2.-RECEPTOR DE FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un receptor de
membrana que se ha relacionado con un efecto estimulador de crecimiento de
algunos canceres de mama®®. La sobreexpresion de EGFR se ha demostrado en
algunos canceres de mama y se ha relacionado con ausencia de receptores
estrogénicos y pobre respuesta al tamoxifeno®. Los estudios relacionados con
este factor como marcador de prondstico en cancer de mama muestran resultados
discordantes.

3.3.-bcl-2.

Bcl-2 ha sido publicado como marcador de buen prondstico y buena respuesta
al tratamiento con tamoxifeno. En el estudio publicado por Elledge vy
colaboradores, la presencia de bcl-2 se correlacion6 con la presencia de
receptores de estrogenos y con mayor tiempo libre de enfermedad en relacion a
tumores bcl-2 negativos .

3.4.-pS2.

pS2 es una proteina citoplasmatica que se expresa unicamente tras la
estimulacion estrogénica y cuya funcibn es esencialmente un factor de
crecimiento. Dado que pS2 es unicamente producido en presencia de receptores
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de estrogenos. Tedricamente su determinacion podia servir como predictor del
comportamiento tumoral y la respuesta a la terapia hormonal. Muchos estudios
han relacionado la presencia de pS2 con mejor prondstico y mayor respuesta al
tratamiento con tamoxifeno .

3.5.-CATHEPSINA D.

Se trata de una proteina lisosomal que estd sobreexpresada en algunos
canceres de mama. La sobreexpresionm de Cathepsina D esta relacionada con
factores de mal prondstico, como alto grado histolégico, gran tamafo tumoral ,
presencia de ganglios positivos, asi como aumento del riesgo de recurrencia y
tiempo libre de enfermedad reducido. &%
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IV.-SOBREEXPRESION DE CERB-B2 EN
CANCER DE MAMA

HER-2, HER-2/neu, c-neu o c-erbB-2 son distintos términos que se han
empleado para denominar a un mismo oncogén celular localizado en el brazo q
del cromosoma 17 humano®. El v-erbB fue, en 1984, el primer oncogén
identificado como un receptor con actividad tirosin-quinasa de un factor de
crecimiento. La busqueda de secuencias homodlogas a la del receptor del EGF
(Epidermal Grow Factor) por el grupo de M. Waterfield mediante ordenador en las
bases de datos entonces existentes, reveld que esta secuencia era casi idéntica a
la del oncogén v-erbB del virus de la eritroblastosis aviar. Ello indicaba que el v-
erbB derivaba del gen que codifica para el receptor del EGF, a partir de entonces
denominado proto-oncogén c-erbB. El trabajo pionero del laboratorio de S. Cohen
entre los afios 1978 y 1980 habia permitido caracterizar al receptor de EGF como
una tirosin-quinasa.

Investigaciones posteriores confirmaron que el producto de v-erbB es una
forma truncada del proto-oncogén c-erbB al que le falta el dominio extracelular y el
extremo carboxiterminal del dominio citoplasmico. Ello causa una activacion
permanente de la proteina, que es capaz de fosforilar residuos de tirosina sin
necesidad de unirse a moléculas de EGF, su ligando fisiolégico. Es légico pensar
que esta actividad anormal independiente de EGF debe enviar continuamente
hacia el interior celular la sefal mitogénica que, en condiciones normales,
depende de la presencia del EGF, y, en consecuencia, debe ocasionar el
crecimiento descontrolado que lleva a la transformacion celular.

El homodlogo humano de neu fue identificado posteriormente y de forma
independiente por tres grupos de investigadores %2, Cuando fue clonado y
secuenciado se observo que estaba relacionado con el gen humano HER-1 (siglas
correspondientes a Human Epidermal growth factor Receptor-1) u oncogen c-erb
B. Por ello, el homologo humano de neu fue denominado HER-2) o c-erb B-2.

HER-2/neu pertenece a una familia de genes y codifica 1255 aminoacidos
glicoprotéicos que tienen una similitud extensa con el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR o Epidermal Grow Factor Receptor). La
familia EGFR incluye al menos dos miembros mas (HER-3 y HER-4), que también
han sido observadas sobreexpresadas en algunas lineas celulares de carcinomas
de mama®™®. La proteina codificada por HER-2/neu es denominada p185 o
simplemente proteina HER-2, c-erbB-2 o neu. Se trata de una glicoproteina
transmembrana de 185 kDa que se localiza en la superficie de todas las células.
Su dominio externo se encuentra estructuralmente emparentado con EGFR
aunque no se ha podido demostrar que tenga capacidad para fijar EGF®. Su
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dominio intracelular tiene actividad tirosina-quinasa, caracteristica de los enzimas
que intervienen en mecanismos de transducciéon de senales desde el exterior
hasta el interior celular.

Se postula que c-
erbB2 actuaria uniéndose a
un ligando especifico del
exterior que provocaria un
cambio en su conformacion
que implicaria la activacion
de su dominio tirosina-
quinasa. Mediante
fosforilizacion de una o mas
proteinas por parte de este
dominio activado se
desencadenaria el proceso
de transmision de senal
externa al citosol. Los
ligandos que se unen a
estos receptores han sido
investigados y se hace
referencia a ellos
denominandolos factor de
crecimiento gp30%,

Fig.28.- Activaciéon de Her2Neu

hergulinas o factores de diferenciacion neu. Estos hipotéticos ligandos actuarian
estimulando la mitogénesis y afectando a la diferenciacion celular in vitro en lineas
celulares de carcinomas de mama %. Parece que el denominado factor activador
de neu (NAF) es el ligando especifico de ERB-2, aunque su significacion parece
ser menor que la de la hergulina %,

La mutacién mas comun de todos lo oncogenes es, como en el caso de v-
erbB, la delecion del dominio extracelular. Aunque con menor frecuencia, se han
encontrado también mutaciones puntuales activadoras de los respectivos proto-
oncogenes en los dominios extracelulares y transmembrana del receptor.

En el caso del v-erbB, ademas del dominio extracelular, se deleciona el
extremo carboxiterminal, lo que elimina una secuencia reguladora negativa de la
actividad quinasica del receptor. Es relativamente frecuente que la sobreexpresion
de los receptores normales, que también causa un aumento de la actividad
quinasa, induzca transformacioén celular in vitro. Esta observacion se corresponde
con las amplificaciones encontradas en ciertos canceres humanos de estos proto-
oncogenes, como el erbB,y el erbB/neu.
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La transfeccion de multiples copias del gen HER2 en cultivos celulares que
expresaban bajos niveles de proteina c-erb B2 ha dado lugar a la sobreexpresion
de la proteina en estos cultivos®'%. La amplificacién del gen ha sido observada
en el 92% de los canceres de mama que presentan sobreexpresion de la proteina
HER2, lo que indica que la sobreexpresion de esta proteina ocurre sélo rara vez
en ausencia de amplificacion del gen 191 'Mientras que una célula normal puede
contener de 2 a 4 copias de HER-2/neu, la célula con amplificacion de este gen
puede llegar a presentar 20 o mas copias. La transcripcion de los genes HER2
aumenta los niveles de ARN mensajero de HERZ2 y la concomitante sintesis de la
proteina HER2. En las células con sobreexpresion puede producirse un
incremento en la cantidad de la proteina de entre 10 y 100 veces mas con
respecto al epitelio mamario normal adyacente102 . Asi, mientras que una célula
normal presenta en su membrana unas 50.000 copias de c-erbB-2, una célula que
la sobreexprese puede estar presentando 150.000 copias (x30) de esta proteina.
Con la sobreexpresion, la proteina HER2 puede estar activa de forma
constitucional, sin requerir de la activacion por parte de su ligando externo 193 En
aproximadamente un 10% de los casos no se observa amplificacién pero si existe
un aumento de la expresion de la proteina. En estos casos parece que debe existir
algu1r34tipo de alteracion en la regulacién transcripcional o postranscripcional del
gen .

Se desconoce cual es el determinante de que se produzca la amplificacion
y sobreexpresion de este gen. Ademas de en la mama, se ha observado también
amplificacion o sobreexpresion de c-erb B-2 en otras localizaciones como en el
cancer de ovario'®, cancer de endometrio’® | cancer gastrico'® cancer de
pulmén'® o cancer de glandula salival'® .

La funcion de la proteina c-erbB-2 es conocida de forma rudimentaria. Su
similitud a EGFR y su persistente sobreexpresion en una proporcion significativa
de carcinomas de mama con pobre prondstico implica que debe jugar un papel
importante en la regulacion del crecimiento celular. La transfeccion de multiples
copias del gen HER2 en cultivos de células tumorales humanas mamarias u
ovaricas les proporciona un incremento en la sintesis de ADN y un mayor indice
de crecimiento en agar, asi como una mayor tumorogenicidad y un mayor
potencial metastasico cuando se transplantan en ratones®'%®. El empleo de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra su dominio extracelular consiguen un
efecto antitumoral en cultivos de células obtenidas de carcinomas de mama y en
células transformadas mediante neu mutada''®. Ademas, se sabe que la expresién
de EGFR en el cancer de mama esta asociada a un peor prondstico’""'"2. El
empleo de anticuerpos monoclonales dirigidos contra EGFR inhibe el crecimiento
de células carcinomatosas positivas para EGFR in vitro y retarda el crecimiento
tumoral en ratones con tumores que expresan EGFR’. Por ello, se postula que
tanto c-erb B2 como EGFR son componentes de un mecanismo responsable del
desarrollo o progresiéon del cancer de mama. Se ha demostrado de puede actuar
como substrato para la tirosina-quinasa'" y que la combinacion de la expresién de
EGFR y c-erbB2 transforma las células de forma mas eficiente que cada uno de
ellos por separado'™. Por tanto, su funcién parece deberse a una elevada
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activacion de la tirosina-quinasa mediante la que se promoveria la replicacion
celular.

Aparte de su efecto estimulador del crecimiento celular, c-erbB2 podria
jugar un importante papel en la motilidad de las células tumorales a través de la
activaciéon de un factor de motilidad que se sabe que actua como ligando
especifico para la proteina neu. Se cree que este factor de motilidad induce la
quimiotaxis en los carcinomas mamarios que sobreexpresan neu y por ello podria
incrementar el potencial metastatizante de estos tumores. Se ha observado
sobreexpresion de c-erbbB2 en el 90% de los casos de Enfermedad de Paget del
pezon y se piensa que un factor de motilidad secretado por los queratinocitos
podria atraer por quimiotaxis a las células neoplasicas que sobreexpresan esta
oncoproteina 11116 117,

Algunos estudios involucran la sobreexpresion de HER2 con el desarrollo
de resistencia al tamoxifeno. Se ha observado que en células de canceres de
mama la activacion de HER2 condujo a un descenso en la actividad de los
receptores de estrégenos''®. Cuando los genes HER2 fueron transferidos a
células cancerosas con receptores de estrogenos positivos, éstas dejaron de
exhibir un crecimiento ER-dependiente y se volvieron positivas para receptores de
progesterona y resistentes a la accion del tamoxifeno. Otros estudios in vitro o in
vivo sugieren que la sobreexpresion de HER2 no confiere una sensibilidad o
resistencia especial a los canceres de mama humanos. Los pacientes con
sobreexpresion de HER2 pueden responder individualmente a la quimioterapia de
forma similar a los pacientes sin sobreexpresion. La mayor recidiva de estos
tumores parece deberse a su mayor indice de crecimiento, que podria atribuirse a
la funcion promotora del crecimiento por parte de HER2''®. En el momento de la
recidiva, la sobreexpresion de HER2 podria conducir a una regulacion a la baja de
la funcidbn de los receptores estrogénicos que produciria la resistencia al
tamoxifeno observada en canceres mamarios que sobreexpresan HER2 %°.

1.-SOBREEXPRESION DE C-ERB-B2 EN EL CANCER
DE MAMA.

HER 2/neu esta amplificado y sobreexpresado en aproximadamente el 25-
30% de los canceres de mama. La proporcién de casos con amplificacién o
sobreexpresién es mayor en los carcinomas intraductales, donde aparece en
aproximadamente el 50% de los casos y donde existe una asociacion con el tipo
comedocarcinoma®. Aunque resulta tentador especular con que estos carcinomas
in situ con sobreexpresion podrian tener mayor propension a desarrollar un
componente invasivo, no existe hasta el presente ninguna evidencia que apoye
esta hipotesis. La sobreexpresion de HER 2 también es mayor en la enfermedad
de Paget del pezdén, donde aparece hasta en el 90% de los casos'". La
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amplificacion de HER 2 se correlaciona con cada uno de los tres parametros-
patrén arquitectural, atipia nuclear y numero de mitosis- que definen el grado
histologico de diferenciacion del tumor’2. Si un tumor primario no sobreexpresa c-
erbB-2 sus metastasis subsecuentes pueden sobreexpresar esta proteina; en
cambio, si el tumor primario sobreexpresa esta proteina sus metastasis retienen la
sobreexpresion en todos los casos.

En general diversos estudios clinicos han asociado la alteracion de HER 2
con variables pronosticas negativas asi como con mayor frecuencia de recidiva
tumoral, periodos libres de enfermedad mas cortos y acortamiento de la
supervivencia, tendiendo a considerar que la sobreexpresion de HER 2 se
correlaciona con peor pronostico tanto en tumores inicialmente operables como en
casos clinicamente avanzados #'?"1?2, No obstante, no todos los estudios han
corroborado estos resultados, especialmente en los pacientes con carcinomas de
mama con ganglios axilares no metastasicos'?? .

LA sobreexpresion de la proteina HER2 en la superficie de las células de
cancer de mama sugirié que podria ser un blanco u objetivo para el tratamiento
con anticuerpos. Investigadores de Genetech en San Francisco (California)
tomaron el dominio de unién al antigeno de un anticuerpo monoclonal murino y lo
insertaron en el gen de la inmunoglobulina humana. Esta IgG “humanizada”
retenia la reactividad del anticuerpo origina murino, que estaba dirigido contra la
proteina HER 2. Los ensayos clinicos sugieren que el tratamiento con este
anticuerpo, denominado Herceptin, produce un efecto favorable significativo en la
supervivencia de los pacientes''® . La unién de Herceptin a la porcion externa de
HER2 no dispara ninguna sefial de activacién del dominio tirosin-quinasa
intracelular, por lo que su modo de accidén parece ser debido a que impediria la
unién del HER2 a su ligando fisiolégico. El tratamiento con Herceptin esta indicado
s6lo en pacientes con amplificacion o sobreexpresion de HER2. Ademas, esta
contraindicado en pacientes sin amplificacion o sobreexpresion de HER2 por sus
posibles efectos tdéxicos secundarios como la cardiotoxicidad.

1.1.-DETECCION DE HER2 EN TEJIDOS.

Se han desarrollado diversas técnicas para detectar la amplificacion o la
sobreexpresiéon de HER2 con fines de investigacion y de cara al prondstico de la
paciente. Tales técnicas miden el ADN de HERZ2, su ARN o la proteina e incluyen
métodos de inmunodeteccion en matriz sélida o filtro sintético, inmunohistoquimica
(IHQ), hibridacion in situ fluorescente (FISH) e inmunoabsorcion ligada a enzima
(ELISA).
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Fig.29.- Deteccion de HER2-Neu en tejidos.

Las técnicas de ELISA se aplican s6lo en muestras de suero.

Las técnicas de inmunoblot en matriz sélida o filtro sintético incluyen las
técnicas de Southern blot o slot blot para la deteccion del numero de
copias de ADN; Northern blot y dot blot para la deteccion de cambios en
los niveles de ARNm de HER-2; y Western blot para la deteccion de la
expresion de la proteina. Son muy especificas y presentan
sensibilidades elevadas'®® pero su precisiéon cuantitativa es mas bien
pobre y su empleo esta limitado a laboratorios de investigacion y no se
aplican rutinariamente en los hospitales o investigaciones clinicas, ya
que requiere un gran numero de células purificadas, un equipamiento
especial o el uso de radioisétopos.

Mediante IHQ se detecta la sobreexpresién de la proteina.

FISH detecta la amplificacion del gen.

Tanto IHQ como FISH han sido desarrolladas con uso diagnéstico, pueden
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ser realizadas sobre muestras de tejido fijadas en formol e incluidas en parafina, lo
que facilita el estudio retrospectivo de los casos, al ser este tipo de muestra la que
compone la mayoria de las histotecas hospitalarias.

La deteccidon de la sobreexpresidon de c-erbB-2 por IHQ se realiza
confrontando el tejido en estudio con un anticuerpo cuyo antigeno es la propia
proteina c-erbB-2. La validez de este método se basa en que la sensibilidad de
esta técnica es tal que la cantidad de c-erbB-2 existente en las células normales
no es perceptible, mientras que la elevada cantidad presente cuando existe
sobreexpresion si es detectable. Al examen de la preparacion histoldgica con el
microscopio optico convencional, la proteina c-erbB-b sobreexpresada se observa
a través de un cromoégeno con un patron de distribucion membranoso (en la
membrana celular). La intensidad de la tincion que puede expresarse en
porcentajes o en grados semicuantitativos (por ejemplo, negativa, leve, moderada
e intensa).

Las ventajas de este método incluyen:

- Su coste relativamente bajo.

- Su mayor accesibilidad por la mayor implantacion actual de la técnica de IHQ
en los laboratorios de anatomia patolégica.

- La velocidad de resultados (pueden obtenerse en el mismo dia).

- El requerimiento de menos reactivos que FISH, y

- la posibilidad de conservar los portaobjetos permanentemente.

Se han empleado anticuerpos policlonales o monoclonales contra distintos

epitotopos de la proteina c-erbB-2 con resultados variables'?® (Gusterson BA,

Press MF et al). La variabilidad observada en cuanto a los resultados del valor

pronéstico y del valor predictivo de la sobreexpresion de c-erbB-2 probablemente

estan relacionados en parte con la variedad de anticuerpos anti-HER2 que han

sido empleados en los distintos estudios IHQ. No existe un test estandar que se

aplique en todos los laboratorios de manera que la interpretacion de “positivo” en

un laboratorio empleando un anticuerpo determinado puede diferir del resultado

obtenido en otro laboratorio empleando otro anticuerpo con distinta afinidad,

distinta especificidad de epitopo o distinto grado de reactividad cruzada con

proteinas distintas a HER-2"%" .

La deteccion de la amplificacion de HER-2 mediante FISH se realiza
incubando el tejido en estudio con una sonda marcada complementaria de una
secuencia especifica del gen HER-2. Mediante un sistema de deteccion y
amplificacion se pueden observar al examen con microscopio de fluorescencia las
copias existentes del gen en cada nucleo celular. Cada copia aparece en el nucleo
celular como una senal punto brillante, considerandose que existe ampliacion si se
observa una media superior a cuatro copias por nucleo. En la actualidad este
método presenta grandes inconvenientes con respecto a la IHQ:

- Su desarrollo requiere mas tiempo (incubaciones de 16 horas)

85



Introduccién

- Es una técnica aun no implantada en la mayoria de los laboratorios de
anatomia patologica

- Requiere mayor y especial equipamiento

- El cost1<34de sus reactivos es sensiblemente mas elevado que los empleados en
la IHQ " .

La amplificacién del neu aparece principalmente en neoplasias mamarias '%°;

e Taly Cols mediante southern blot evaluaron la amplificacion del neu en 88
adenocarcinomas no mamarios y en 29 tumores malignos de otra
histologia, hallando amplificacién en sélo 4 adenocarcinomas.

¢ Resultados similares han publicado Cline y Cols , con amplificacion sélo 1
de los 26 tumores pulmonares estudiados.

e Slamon y Cols detectaron amplificacion del neu en el 25% de 120
pacientes con carcinoma ovarico. Por el contrario, no se detectd
amplificacion en 139 tumores de origen no mamario u ovarico.

e Mc Cann detectd expresion del neu por inmunohistoquimica (IHQ) en el 4%
de 23 adenocarcinomas colorrectales, 2% de 48 carcinomas de vejiga y en
el 1% de los carcinomas pulmonares estudiados. Asimismo no detecto
presencia de la oncoproteina en ninguno de los carcinomas prostaticos o
neoplasias cutaneas estudiadas.

e Voravud y cols, evaluaron la expresion oncogénica durante el desarrollo
embrionario hepatico y en neoplasias hepaticas. Mediante IHQ detectaron
expresion en el 94% de los colangiocarcinomas.

La expresion del neu estaba relacionada con la diferenciacion, con positividad
en el 79% de los tumores bien diferenciados, y en el 100% de los indiferenciados.
Por el contrario, no se detectd expresion en ninguno de los tejidos embrionarios,
ni en los tejidos adultos normales. Potter y cols '?° evaluaron la expresion de la
oncoproteina inducida por el neu en lesiones mamarias no neoplasicas, tejido fetal
y adulto mamario normal y en diversos tejidos fetales como rifidn, intestino y
glandulas sebaceas. No detectaron presencia de esta proteina en el tejido normal
0 en lesiones benignas mamarias. No obstante, se pudo detectar alguna tincion
granular a nivel del citoplasma, sin reaccion en la membrana citoplasmatica, de
algunas células mioepiteliales y mamarias no neoplasicas. No existe una evidencia
clara de si esta reaccion citoplasmatica es o no especifica.

En conclusion, la mayoria de estudios indican que la existencia de
amplificacion y/o hiperexpresion del HER-2/neu esta rara vez presente en
neoplasias no mamarias y ovaricas.

La sobreexpresion de ERBB2 en tumores humanos ocurre tanto por
amplificacion como por desregulacion transcripcional y post-transcripcional. A
diferencia de los adenocarcinomas de pulmén, pocos tumores de mama muestran
sobreexpresion de ERBB2 sin amplificacion. La sobreexpresion de ERBB2 puede
presentarse temprano en la tumorogénesis mamaria, pero no se ha encontrado
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nunca en hiperplasias y displasias'?®, presentandose mas tarde en diferentes
estadios del tumor (carcinomas in situ, tumores invasivos y metastasicos) '?’. La
alta frecuencia de sobreexpresion que tienen los comedocarcinomas sugiere que
el carcinoma ductal in situ (DCIS) del tipo comedo, es una entidad bioldgica
separada con su propia progresion tumoral, que implica una gran desregulacion
temprana de ERBB2. Esto podria explicar la capacidad proliferativa de este tipo de
tumores los cuales presentan una clinica mas severa y microinvasion.

La amplificacion de oncogén neu puede ser detectada en el 15 a 33% de los

adenocarcinomas de mama humanos'?®. Esta gran variabilidad de resultados
puede ser debida, como sugiere Slamon y cols al estudio de un numero escaso
de pacientes, o a diferencias en la técnica empleada. El estudio de la amplificacion
genética no es facil y necesita tejido fresco, de ahi que los estudios deban ser
prospectivos. No obstante, otros métodos pueden ser empleados para el estudio
del oncogén neu. Diversos autores han obtenido anticuerpos especificos frente a
esta proteina inducida por el neu. La expresion de esta proteina esta directamente
relacionada con la existencia de amplificaciéon del neu. EI empleo de estos
anticuerpos en IHQ permite el estudio de grandes series de pacientes, de una
manera mas econdmica, facil y sencilla. Mediante IHQ se ha podido detectar la
presencia de la proteina inducida por el oncogén neu entre el 14 y el 33% de las
neoplasias mamarias. Estos resultados son muy similares a los descritos
estudiando la amplificacién genética. No obstante, existen estudios que indican la
presencia de esta oncoproteina en un porcentaje muy superior de tumores
malignos: 58 y 84%. Esta gran discrepancia de resultados puede estar debida a
las caracteristicas de los anticuerpos empleados en IHQ y a los criterios para
considerar o no su positividad. La mayoria de los anticuerpos detectan la proteina
p185 en la membrana citoplasmatica, coincidiendo con la hipotesis de que esta
proteina seria un receptor de un factor de crecimiento.
No obstante algunos autores como Venter ' o Wright'®® y cols utilizan
anticuerpos con reaccion en el citoplasma. Una posible explicacion de esta
positividad citoplasmatica, seria la reaccién cruzada del anticuerpo con algunas
sustancias presentes en el citoplasma celular.

Muchos de estos estudios refieren correlacidon entre la deteccion de la
oncoproteina neu en citoplasma y amplificacion. Asimismo, la incubacion del
anticuerpo con el péptido especifico, se acompana de desaparicion de la sefial.
Gusterson y cols sugieren como explicacion, que esta proteina neu seria un
receptor que tras unirse con el factor de crecimiento especifico se internalizaria
pudiendo en este periodo ser detectado a nivel citoplasmatico. En los estudios que
refieren presencia de esta proteina neu en citoplasma hay que distinguir dos
grupos, unas con resultados porcentuales muy similares a los hallados con los
anticuerpos con reaccion a nivel de la membrana citoplasmatica y otros con una
sensibilidad muy superior. En estos ultimos, no existe una relacion entre expresion
y amplificaciéon del gen y ademas es posible observar tincion supuestamente
especifica en tejidos no neoplasico, asi como en células del tejido conectivo y
mioepiteliales. Estos resultados hacen pensar, que estos trabajos utilizan
anticuerpos con una menor especificidad o emplean condiciones técnicas no
adecuadas, con una pérdida notable de especificidad. En las técnicas que
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emplean extractos tumorales, como por ejemplo las empleadas para evaluar la
amplificacion o para determinar el ARN mensajero especifico, no existe una
visualizacion directa u otro mecanismo que permita conocer las caracteristicas del
tejido estudiado. No es infrecuente en las neoplasias mamarias hallar un
porcentaje importante y variable de estroma, tejido vascular, células inflamatorias
y tejido no neoplasico. Todas estas células y proteinas presentes pueden ejercer
un efecto de dilucion en los resultados obtenidos. Por el contrario, la IHQ permite
visualizar las células neoplasicas, observando si existe positividad en la expresion
del oncogén y si esta positividad es o no especifica.

Slamon et al "*®evaluaron comparativamente diferentes técnicas para estudiar
el oncogén: el Souther Blot (amplificacion), Northern Blot (MRNA), Western Blot
(WB) e IHQ (expresion) en tejido fresco. La amplificacion del gen fue detectada en
51 de los 187 pacientes. Resultados similares se observaron con los distintos
métodos con concordancia al menos por tres métodos en 182 de los 187
pacientes estudiados. Las discrepancias entre amplificacion e IHQ fue del 1%, del
2% con relacion al Northern Blot y 6% en relacion al WB. Estos resultados,
permiten concluir que utilizando las mismas muestras, se obtienen resultados
similares, en la mayoria de ocasiones.

Otra posible causa de error y por tanto de diferencias en los resultados seria el
tipo de material empleado. Las técnicas que evaluan la amplificacion u expresion
del gen por medio de extractos tumorales, emplean tejido fresco. La IHQ puede
ser realizada en tejido fresco o en bloques de parafina.La posibilidad de estudiar el
oncogén en bloques de parafina tiene la ventaja de poder estudiar muestras
antiguas, del archivo de un hospital y por tanto conocer pronto las posibles
aplicaciones clinicas del oncogén. Asi mismo facilitaria el estudio del oncogén al
permitir un transporte y conservacion mas facil. Con el objetivo de evaluar si los
resultados obtenidos en tejido precedente de bloques de parafina es comparable
al obtenido en tejido fresco, se realizé un estudio en el Health Science Center de
San Antonio, comparando la expresion del neu en bloques de parafina mediante
IHQ y en tejido fresco a través de Western Blot en 301 pacientes con carcinoma
de mama axila positiva'?® .

¢ EI16,6% de las enfermas fueron consideradas como positivas por WB,
con concentraciones de esta proteina superiores a 100 U/mg de
proteina.

¢ EI16,3% de las enfermas presentaron a su vez, reaccion especifica en
la membrana citoplasmatica por medio de IHQ.

La concordancia entre ambos métodos fue del 95% (286/301). En ocho
casos se hall6 WB + y IHQ - , mientras que siete pacientes presentaban por el
contrario IQ + y WB -. En seis de los ocho casos discordantes con WB +, las
concentraciones de esta proteina neu se hallaban cerca del dintel de positividad
(100-125 U/ml). Asimismo en tres de los siete casos discordantes con IHQ +, la
concentracion de proteinas por WB se hallaba muy cerca del punto de corte de la
normalidad (80-99 U/mg). Las diferencias en los 6 casos restantes, que
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representan soélo un 2% de los resultados, pueden atribuirse a la heterogeneidad
tumoral que provocaria que unas zonas fueran positivas y otras negativas dentro
del mismo tumor. Estos resultados permiten considerar a las muestras parafinadas
tan utiles como las obtenidas en tejido fresco para el estudio del oncogén.

Asimismo, estos resultados indican que las mismas muestras, dan
resultados similares, independientemente de la técnica empleada, tal como habia
indicado anteriormente Slamon y cols.

El oncogén neu esta tedricamente relacionado con la duplicacion y/o
diferenciaciéon celular. Diversos autores han evaluado la posible relacion entre
expresion y/o amplificacion este oncogén y la malignidad o agresividad del tumor.
En general la mayoria de autores coinciden en que la amplificacion y/o expresién
del gen se asocia al grado histolégico y nuclear de diferenciacién, con predominio
en los tumores mas indiferenciados.

La sobreexpresion de c-erbB-2 esta habitualmente asociada con amplificacion,
pero ambas pueden ocurrir de forma independiente. Han sido asociadas a
parametros de mal prondstico en cancer de mama °*'?2'%*3si como a mala
respuesta a tratamiento en pacientes con ganglio positivos'?®, aunque la
amplificacion y sobreexpresion de c-erbB-2 coincidian sélo en parte. En
numerosos estudios la relacion entre sobreexpresién/amplificacion de c-erbB-2
con el peor pronéstico ha sido investigada de forma independiente. No se ha
prestado mucha atencién a la comparaciéon de las muestras de tumores que
sobreexpresan c-erbB-2 en presencia o ausencia de amplificacion con respecto a
los parametros pronosticos.Para clarificar este punto, Farabegoli et al 130
investigaron la amplificacion y sobreexpresion en 79 muestras de carcinoma de
mama tras la cirugia entre enero de 1993 y septiembre de 1995. La
sobreexpresion fue determinada mediante IHQ y la amplificacién de c-erbB-2
mediante FISH. Esta técnica, comparada con Southern blot and slot blot, tiene la
ventaja de determinar el numero de copias del gen en células individuales asi
como de distinguir un bajo aumento del numero de copias de c-erbB-2 debido a
una polisomia del cromosoma 17. Con la base de FISH e IHQ, se compararon las
caracteristicas bio-patoldgicas de las muestras de tumores que sobreexpresaban
c-erbB-2 en presencia o no de amplificacion con los parametros prondsticos
utilizados normalmente en el estudio del cancer de mama. Los resultados tienen
consistencia con la hipotesis de que sélo la amplificacidon muestra correlaciéon con
los parametros de mal prondstico.Los resultados de la comparacion entre
amplificacion-sobreexpresion en las muestras de tejido, se expresan en la
siguiente tabla:

FISH IHQ* ++ IHQ+ IHQ- TOTAL
Amplification 18 1 0 19
3-10" 6 9 18 33
2 2 2 11 15
1 1 2 9 12
TOTAL 27 14 38 79
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('Y Numero de copias de c-erb-2.
(%) ++: positividad intensa; +: positividad débil.

Tabla 7.- Comparacion entre amplificacion — sobreexpresion en muestras de tejido
En el citado estudio se evalud si la sobreexpresion de c-erbB-2, con
o sin amplificacion estaba asociada a factores prondsticos del cancer de mama.
En base a los resultados de FISH e IHQ, se dividieron las muestras en tres
grupos:
1. Grupo I: 19 muestras presentaron sobreexpresion y amplificacion.
2. Grupo Il: 22 muestras presentaron sobreexpresion pero no amplificacion.
3. Grupo lll: 38 muestras inmunonegativas.

Se estudiaron en los diferentes grupos, la edad, tamano tumoral, grado histolégico
y nuclear, ganglios afectados, receptores de estrogenos y progesterona, grado de
ploidia del DNA, ki-67. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la edad de la paciente y el tamafo tumoral, grado
histolégico y nuclear y el status ganglionar.

El grupo | mostr6 mayor porcentaje de aneuploidia y mayor proporcion de
receptores hormonales negativos que los otros dos grupos, resultando dicha
diferencia estadisticamente significativa. No se encontraron diferencias en la
fraccidon de crecimiento detectada mediante ki-67 en los tres grupos.

Los resultados del estudio confirman la hipotesis de que sodlo la
amplificacion muestra caracteristicas biolégicas mas agresivas, lo que ha sido
previamente demostrado utilizando otras técnicas®®. La aneuploidia y los
receptores hormonales negativos se asocian con amplificacion o sobreexpresion
evaluados independientemente en numerosos estudios. En el estudio de la
universidad de Bolonia, la sobreexpresion sin amplificacidon muestra caracteristicas
similiares a los tumores inmunonegativos.

La posible relacion entre la expresién del oncogén neu y los receptores
esteroideos (RE, RP), no estan unanimemente aceptados. La amplificacion y
sobreexpresion de erb-B-2 se ha correlacionado con factores prondsticos
adversos como el tamafno tumoral, la afectacion ganglionar axilar, el estadio
clinico, el grado histoldgico o la fraccion de fase S™' . En una serie del Hospital 12
de Octubre de Madrid 2, se encontré que la expresién de ERB-2 ocurre en el
13% de las pacientes con estadios I-lll de cancer de mama. ERB-2 aparece con
mayor frecuencia en las pacientes con estadio IV (con metastasis a distancia) en
el momento del diagnéstico (36%), lo cual parece indicar un papel de ERB-2 en la
metastatizacion precoz . La porcidn extracelular de ERB-2 puede detectarse en la
circulacion periférica. En este mismo estudio se comprobd que el 50% de las
pacientes que se encontraban en progresion clinica de su enfermedad tenian
niveles elevados de ERB-2, y que estos niveles no se correlacionaban con los
niveles del marcador tumoral CA 15.3'% .
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n Erb-B-2 positivo pb3 positivo
Canceres primarios 240 13% 29%
Estadios Il
Canceres primarios 42 36% 31%
Estadio IV

Tabla 8.-Frecuencia de alteracion de los genes erb-b-2 y p53 en canceres primarios de mama

Otro aspecto interesante es la posible relacion entre la expresion del
oncogén neu y tipo histolégico'® :

¢ Van de Vjver y cols **indicaron mayor expresion del oncogén neu en los
carcinomas in situ (38%) que en los carcinomas invasivos (15%) o en los
carcinomas lobulillares (7%).

¢ Allred y cols "**observaron expresién del oncogén neu en el 11% de los
carcinomas ductales invasivos (n=408), 0% de los carcinomas
lobulillares infiltrantes (n=21) y en el 27,9% de los carcinomas in situ o
de los carcinomas infiltrantes con areas in situ (n=301). Dentro de los
carcinomas in situ, la positividad fue del 6,87% en los
comedocarcinomas (n=90), y del 11,2% en otras variedades histoldgicas
(n=206), sin incluir los carcinomas lobulillares in situ donde no se
detectd positividad.

¢ Resultados similares han descrito Marx y cols con expresion del neu en
el 33% de los carcinomas ductales invasivos y en todos los pacientes
con comedocarcinomas (9/9). Por el contrario, sélo 1 de 20 carcinomas
lobulillares infiltrantes fue positivo.

¢ Lammie y cols'” estudiaron el neu en la enfermedad de Paget del
pezoén, patologia asociada al carcinoma de mama. El 91% (41/45) de los
pacientes estudiados tenian expresion del gen. Esta elevada positividad
puede ser debida a la presencia de areas de comedocarcinoma en 40
de los 45 pacientes estudiados. La asociacion entre expresion del
oncogeén neu y los comedocarcinomas, es particularmente interesante si
consideramos que esta variedad histolégica se asocia a una elevada
actividad proliferativa.

El componente intraductal extenso es un rasgo histolégico que se
correlaciona con alto riesgo de recurrencia local en la cirugia conservadora del
cancer de mama'®*"*® | E| papel de los marcadores bioldgicos como c-erbB-2 en la
evaluacion del comportamiento biolégico de estos tipos de tumores no ha sido
bien estudiado aun, aunque los pocos estudios existentes indican que son, hasta
cierto punto utiles para evaluar el prondstico de estas pacientes. Ademas el grado
histologico y el tipo de tumor se consideran factores prondsticos esenciales. Jing
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et al"™” han estudiado 187 pacientes con carcinoma invasivo y 4 con carcinoma
ductal in situ para observar las diferencias entre los diferentes factores biolégicos
prondsticos (c-erbB-2, p53, bcl-2 y MIB-1) para el componente intraductal extenso
en los carcinomas in situ e invasores. También han analizado la correlacién entre
el componente intraductal y otros factores prondsticos como tipo y grado
histoldgico, invasién vascular y linfatica y afectaciéon ganglionar.Las caracteristicas
histologicas del componente intraductal fueron similares a las de los carcinomas
ductales in situ. Sin embargo, la expresion de c-erbB-2, p53 y otros marcadores
biolégicos en los carcinomas con extenso componente intraductal fue similar a la
de los carcinomas invasivos (ver tabla 9). La sobreexpresion de c-erbB-2 fue
encontrada mas frecuentemente de forma estadisticamente significativa en el
grupo con extensién intraductal (p<0.01), que a su vez se observé mas veces, de
forma estadisticamente significativa, en el grupo de tumores con invasion vascular
y linfatica (p <0.005). La presencia de margenes quirurgicos de reseccion positivos
estuvo estrechamente relacionada con el componente intraductal (p< 0.0001).

Componente intraductal  N° P53 (%) c-erbB-2 (%) Bcl-2 (%)

Positivo 86 33(38.37) 63(70.08) 43 (50.00)

Negativo 101 34 (33.66) 55(51.43) 48 (47.52)

Total 187 67 (35.83) 118(63.10) 91 (48.22)
Valor de p 0.5035 0.0075 0.7357

Tabla 9.- : Relacion entre el componente intraductal y los marcadores biolégicos.

El hecho de encontrar sobreexpresion de c-erbB-2 mas frecuentemente en
carcinomas con extenso componente intraductal, indica que estos tumores poseen
un mayor potencial metastasico e invasivo y peor prondstico con respecto a la
cirugia conservadora.

Anteriormente se ha indicado también la asociacién entre expresion e
indiferenciacién. Se ha evaluado la expresion del oncogén neu en relacion a la
fraccidn celular en crecimiento utilizando para ello el anticuerpo monoclonal Ki 67.
El 50% de las pacientes con elevada capacidad duplicativa (Ki 67 + ) tenian
expresion del oncogén en contraste con solo el 29% de los casos con Ki 67
negativo.

La mayor expresion del oncogén neu en carcinomas in situ que en
carcinomas infiltrantes sugiere desde un punto de vista morfolégico, que la
aparicion de esta proteina es un evento relativamente precoz en la carcinogénesis,
y que define un subconjunto de tumores mamarios con tendencia a la agresividad
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de forma muy temprana. Entre un 50-60% de los carcinomas de mama in situ
tienen c-erbB-2 positivo. Estos datos sugieren también que el estudio de esta
oncoproteina en patologia benigna puede permitir identificar un subgrupo de
pacientes con un elevado riesgo de carcinoma mamario.

Gusterson y cols 'Pestudiaron la expresion del oncogén neu en 149 tejidos
mamarios con patologia benigna. En 3 pacientes hall6 una positividad
citoplasmatica clara mientras en otros 35 detecté una débil sefial. Ninguno de
los 149 tejidos estudiados presentd positividad a nivel de la membrana
citoplasmatica.
Allred y cols'® evaluaron la expresion del oncogén neu durante la tedrica
evolucion de un carcinoma mamario. No se detecté positividad de Ia
oncoproteina inducida por el oncogén neu en el tejido mamario normal,
muestras de tejido benigno incluyendo enfermedades proliferativas sin atipia e
hiperplasia ductal atipica. Por el contrario, en el 55,9% de los carcinomas
ductales in situ y en el 76,9% de los comedocarcinomas existia expresion.

Azadeh Stark, B et al. determinaron si la presencia de amplificacion y/o
sobreexpresiéon de erbB-2 en enfermedades mamarias benignas estaba
asociada un incremento en el riesgo de cancer de mama. Para ello realizaron
un estudio de casos-control en el que los casos fueron el grupo de mujeres
diagnosticados de enfermedad benigna de mama en la clinica Mayo y que
posteriormente desarrollaron cancer de mama. El resto de las mujeres de este
grupo constituyo el control (137 casos y 156 controles).

Entre los controles, siete (4.5%) muestras mostraron bajos niveles de
amplificacion de de HER-2/neu, muentras que 13 muestras de tejidos benignos
(9.5%) y 18 muestras de cancer (18%) de los casos mostraron amplificacién. La
amplificacion de HER-2/neu en las biopsias de patologia benigna se asoci6 con
un aumento del riesgo de cancer de mama con un odds ratio=2,2; 95% de
intervalo de confianza, valores que se aproximan a la significacion estadistica.
Los riesgos de cancer de mama asociados con diagndstico histopatologico de
benignidad tuvieron un odds ratio= 1.1 con 95% de intervalo de confianza para
las lesiones que presentaban proliferacion sin atipia y un odds ratio=1.5 con
95% de intervalo de confianza para aquellas lesiones que presentaron
hiperplasia ductal atipica. Aquellas mujeres que presentaron proliferacién con o
sin atipia en el diagndstico y que también presentaron amplificacion de erbB-2,
el riesgo de cancer de mama fue mayor de 7 veces: odds ratio=7.2 con un
intervalo de confianza de 95%. La sobreexpresion de la proteina de HER-2/neu,
definida como la presencia de “manchado” en el 10% o mas de las células
epiteliales, se encontr6 en el 30% de los tumores de mama pero no se detecto
en ninguna de las muestras de tejido mamario benigno. Los casos que
presentaron amplificacién del gen HER2/ neu en el tumor maligno de mama,
también la presentaron con mayor frecuencia en las muestras de tejido mamario
benigno (previas al desarrollo del tumor), sin que esta asociacion fuese
estadisticamente significativa (p=0.06). Por tanto, podemos concluir tras
observar los resultados de este estudio, que mujeres que en biopsias benignas
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de mama presentan amplificacion del gen HER-2/neu y proliferacion en el
diagndstico histopatolégico, tienen un riesgo elevado (>7) de desarrollar cancer
de mama.

El porcentaje de expresion del neu desciende progresivamente a lo largo de la
evolucion tedrica de los carcinomas mamarios, con positividad del 11,2% en los
carcinomas invasivos puros. Estos resultados sugieren que la expresion del
oncogén tendria un papel importante en las primeras etapas del carcinoma
mamario pero no posteriormente en su progresion.

En la actualidad, dos de las aplicaciones clinicas de erbB-2 son su valor
pronéstico y su valor predictivo. Una tercera aplicacion de erbB-2 es su papel
como diana terapéutica para los nuevos tratamientos que estan dirigidos contra la
proteina o el propio gen erbB-2 .

2.-C-ERB-B2 COMO FACTOR PRONOSTICO.

Un factor prondstico es aquel que, independientemente del tratamiento que
se utilice, indica una evolucion clinica mejor o peor. Un ejemplo tradicional de
factor pronéstico en cancer de mama primario es la afectacién ganglionar.

¢ Cuando un marcador biolégico puede afectar a las decisiones clinicas? La
aplicacion mas comun de la informacidon prondstica en pacientes con estadios
precoces de cancer de mama es definir qué pacientes poseen bajo riesgo de
recidiva en las que la quimioterapia no esta justificada. Generalmente todos
clinicos recomiendan quimioterapia adyuvante a todas las pacientes con ganglios
positivos, independientemente de otros factores prondsticos. Asi, para que un
marcador tenga utilidad clinica, debe definir en parte el prondstico de pacientes
con ganglios negativos en el diagnéstico inicial. Debe anadir informacion
independiente de otros factores prondsticos de rutina, como el tamafo tumoral, y
sus resultados deben ser confirmados por analisis multivariantes.

Como expusimos en el capitulo Ill, bajo los auspicios del Colegio Americano
de Patdlogos, un grupo multidisciplinario de clinicos, patdlogos y estadisticos
clasificaron los diferentes factores prondsticos del cancer de mama en una serie
de categorias que reflejan la fuerza de las evidencias publicadas ™. Los factores
incluidos en las dos primeras categorias fueron evaluados en funcién a las
variaciones en el método de andlisis, la interpretacion de los hallazgos en los
diferentes estudios, y el analisis estadistico de los datos encontrados. Se hicieron
recomendaciones detalladas para mejorar cada factor, basadas en las siguientes
premisas:
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A. Evaluacion anatomo-patolégica completa y uniforme de cada tipo
tumoral.

B. Mejora en la calidad de los datos recopilados acerca de cada factor.

C. Mejora en el cuidado del paciente.

La relacion existente entre expresion del oncogén neu y factores
prondsticos del cancer de mama asi como con la duplicacion celular, sugiere su
posible aplicacion como parametro prondstico. Diversos estudios se han publicado
indicando un menor intervalo libre de enfermedad y supervivencia en los pacientes
con amplificacion u expresion del oncogén neu. No obstante, no existe unanimidad
y hay estudios que niegan el interés pronostico del neu o por el contrario, existen
discrepancias entre su aplicacion prondstica en el intervalo libre de enfermedad o
supervivencia. La razon de estas discrepancias puede estar relacionada con el
numero de pacientes incluidos en cada estudio o con el intervalo medio de
seguimiento. Otro factor que puede influir es las caracteristicas de la poblacién
estudiada: el porcentaje de pacientes incluidos en estos estudios con o sin
invasion axilar, el porcentaje de casos con RE + etc, que pueden influir en la
evaluacion de del interés prondstico del oncogén.

Para obviar la posible interrelacion entre los distintos factores prondsticos,

se debe realizar un estudio multivariante, valorando simultaneamente los distintos
factores prondsticos que intervienen en la supervivencia del carcinoma mamario.

2.1.-CERBB2 EN PACIENTES CON AFETACION AXILAR.

En este sentido existe una gran controversia en el resultado obtenido por
diversos autores, debido a dos circunstancias adversas como son los diferentes
métodos de inmunodeteccion empleados y la heterogeneidad en las muestras,
correlaciones y estudios estadisticos empleados.

Slamon vy cols'® demostraron que en los pacientes con cancer de mama
axila positiva, la amplificaciéon del neu es, después del numero de ganglios
invadidos, el factor prondstico mas importante. Hallé que, en 189 casos de cancer
de mama primario en los que se determin6é la amplificacion del gen erbB-2
mediante Southern blot, las pacientes con mas de 3 copias del erbB-2 tenian un
tiempo a la recaida y una supervivencia global peores que las pacientes sin
amplificacic')n140 )

En una revision reciente se han analizado 47 estudios clinicos en los que se
evalud la expresion de erbB-2 en mas de 15.000 pacientes . En 41 de los
estudios se observd que erbB-2 se asociaba a un valor prondstico. EI método de
estudio y el aino de publicacion tuvieron importancia en los resultados. Mientras
que los estudios de Southern blot, los mas antiguos, hallaron valor prondstico a
erbB-2 en el 80% de los casos, los estudios de FISH, mas modernos, han hallado
una asociacion pronéstica en el 100% de los casos (tabla 10).
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En una serie de 412 pacientes con cancer de mama revisada en el Hospital
Universitario 12 de Octubre de Madrid'' , en las que erbB-2 se evalu6 con ELISA,
observamos que la sobreexpresion de erbB-2 tiene valor prondstico, con un
intervalo libre de enfermedad claramente menor en las pacientes con erbB-2
positivo, mas evidente a partir de los 22 meses de periodo de evolucién de las
pacientes.

Resultados similares fueron publicados en el Health Science Center de San
Antonio evaluando la expresion de este oncogen por WB. En este estudio no se
observé diferencias en el intervalo libre de enfermedad o supervivencia de las
pacientes sin invasion axilar (n=378). Por el contrario, en las pacientes con axila
positiva (n=350), se observd un menor intervalo de enfermedad (p=0.014) y
supervivencia (p=0,0001) en las enfermas con elevadas concentraciones de la
oncoproteina inducida por el oncogén neu'’.

En 1992 Singleton y Strickler revisaron los resultados de varios estudios
previos concluyendo que la amplificacion de neu es un factor prondstico
independiente, de menor supervivencia, sélo en pacientes con metastasis a
nodulos axilares.

Champeme et al en 1994 concluyeron que la amplificacion del ERB-2 per se
puede ser un factor prondstico independiente.

Meétodo Anos de Numero de Numero con valor
publicacion estudios/pacientes pronéstico (%)
Southern blot/slot blot 1987-1993 10/2.736 8 (80%)
Inmunohistoquimica 1988-1997 30/11.630 26 (87%)
ELISA/western blot 1990-1997 6/1.075 6 (100%)
FISH 1996-1998 4/730 4 (100%)

Tabla 10. Relacion entre el valor prondstico de erbB-2 y el método de determinacion de
erbB-2 (elaborado a partir de: The HER —2/neu Oncogene in Breast Cancer: Prognostic
Factor, Predictive Factor, and Target for Therapy. Oncologist 1998.

En el estudio multivariante, el oncogén neu era un factor prondstico
independiente en pacientes con axila positiva, tanto en el intervalo libre de
enfermedad como en la supervivencia, pero no en los casos sin invasion axilar.
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En resumen, existe una mayoria de estudios que considera al neu un
parametro pronodstico en las enfermas con axila positiva. El interés prondstico del
oncogeén neu en las pacientes con carcinoma mamario axila negativa, no esta
claro. En 3 de 8 estudios publicados en relacién a este aspecto, citan menor
intervalo libre de enfermedad y supervivencia en los casos con expresion del
mismo'?® .Por el contrario, existe un nimero similar de trabajos que niegan la
aplicacién de este oncogén como parametro pronostico, mientras otros encuentran
interés prondstico principalmente en relacion a la supervivencia, pero no en el
intervalo libre de enfermedad'?®.

Para intentar resolver estas discrepancias, se realizé un estudio en el
Health Science Center de San Antonio, evaluando para ello una poblacién
numerosa de pacientes axila negativa: 677 casos. Estas pacientes fueron
estratificadas en dos diferentes grupos, segun su riesgo: las pacientes con
tumores de menos de 3 cm de diametro, mayor y con RE+. Las pacientes de alto
riesgo fueron randomizadas en dos grupos, uno con tratamietno quimioterapico
complementario y otro con abstencion terapéutica.

En el grupo total de pacientes y en el subgrupo de alto riesgo, no se
observaron diferencias en el intervalo libre de enfermedad o en la supervivencia
en funcion de la expresion del oncogén evaluado mediante IHQ. Por el contrario,
en las pacientes de bajo riesgo con expresion del neu se observé un menor
intervalo libre de enfermedad (p<0.0001) y supervivencia (p<0,0001)'% .

Tagliabue'™? et al., en una revision de 1210 pacientes tratadas
quirargicamente del cancer de mama entre 1968 y 1971 en el Instituto Nacional
del Cancer de Milan, sin quimioterapia adyuvante y con 20 afios de seguimiento,
observaron sobreexpresion de p185 en el 23% de los tumores y relacién con
menor supervivencia en pacientes con ganglios positivos, pero no en aquellas con
ganglios negativos. Ulteriores analisis encaminados a analizar esta divergencia en
el potencial predictivo del c-erbB-2 en relacion con la extension de la enfermedad
indican que la sobreexpresion de c-erbB-2 esta directamente relacionada con el
tamano y grado del tumor, asociados a mal prondstico, y con un incremento en la
“densidad de infiltracion linfoplasmatica” (LPI), que esta asociada a un prondstico
favorable. Analisis del valor prondstico de c-erbB-2 en relacion con la presencia de
LPIl y el estado ganglionar demuestran que en pacientes con ganglios negativos
sin LPI la sobreexpresion de p185 muestra el mismo nivel de correlacion con mal
prondéstico que en pacientes con ganglios positivos, mientras que en pacientes con
ganglios negativos y LPI positivo, la sobreexpresion de p185 se correlaciona con
buen prondstico. Estos resultados indican que p185 es inmunogénica y que esta
respuesta inmune puede disminuir la progresion del tumor durante estadios
precoces de la enfermedad, debido a la presencia de anticuerpos especificos
contra la oncoproteina p185.

Otros autores han encontrado un valor prondstico al c-erbB-2 en pacientes
con ganglios negativos en grupos de pacientes seleccionados con otros factores
pronosticos asociados, como RE + y bajo grado nuclear. Debido a estas
controversias, en las “Pautas para la Practica Clinica en el uso de Marcadores
Tumorales en el Cancer de Mama”, propuestas recientemente por la Sociedad
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Americana de Oncologia Clinica, se propugna que los datos existentes son aun
insuficientes para recomendar como practica de rutina el uso de C-erbB-2 como
factor prondstico en pacientes con ganglios axilares negativos.

Paik y cols encontraron resultados similares en un subgrupo de bajo
riesgo,clasificado en funcién del grado nuclear de diferenciacion.En las pacientes
de alto riesgo de recidiva, sin expresion del oncogén neu, el tratamiento adyuvante
mostré un beneficio en relacién a las enfermas con abstencion. Por el contrario,
este efecto beneficioso de la quimioterapia no se observd en las enfermas con

expresion de este oncogén™ .

Jasminka Jakic-Razumovic han publicado recientemente un trabajo en
Tumori'** cuyo objetivo fue evaluar la importancia pronéstica de la sobreexpresion
de c-erbB-2 en asociacion con otros factores prondsticos. Se incluyeron 149
pacientes que fueron operadas de cancer de mama entre 1975 y 1982.
Unicamente se incluyeron los carcinomas ductales invasivos, lo que supuso la
exclusién de 31 pacientes. Otras 25 fueron también excluidas debido a que no se
siguieron correctamente. El numero final de pacientes con carcinoma ductal
invasivo y con seguimiento completo fue de 93, tratadas con cirugia radical y
linfadenectomia axilar. Todas las pacientes recibieron quimioterapia adyuvante u
hormonoterapia en funcidon de sus receptores hormonales. Fueron seguidas hasta
su muerte o hasta 1993.

Los parametros analizados fueron: edad, menopausia, presencia de metastasis a
distancia, tamafo tumoral, grado histoldgico, afectacion ganglionar, RE y RP de
forma independiente y de coexpresion de ambos receptores, c-erbB-2 y catepsina
D.

El 59.1% de las pacientes fue mayor de 50 afos, con un porcentaje similar de
premenopausicas y postmenopausicas (49.5% vs 50.5%). El 59.1% de las
pacientes tenia afectacion axilar y la distribucion de metastasis a distancia fue:
pulmoén: 12.9%; hueso: 24.7%; higado: 8.6%; y cerebro: 7.5%. Segun el score de
Bloom-Richardson, las pacientes se dividieron en tres grupos: grado |: 23.7%,
grado Il: 54.8% y grado lll: 21.5%. El 16.1% de los tumores fueron menores de 2
cm y el 83.9% entre 2-5 cm. Ningun tumor fue mayor de 5 cm. Con respecto al
status de los receptores hormonales, distinguimos los siguientes grupos:

RE —: 58.1%

RP-: 64.5%

RE/RP -: 44.1%

Positividad en uno de los dos receptores:34.4%.

. RE/RP+: 21.5%.

El analisis de DNA revelé que un 43% de los tumores presentaban DNA
aneuploide y el 57% diploide, asi como que el 83.9% de los tumores tenian mas
de un 4% de las células en fase S del ciclo celular.

Un 52.7% de la muestra presento c-erbB-2 positivo y un 77.4% de catepsina D
positiva en los macrofagos del estroma.

En las muestras de este estudio, la proporcion de tumores que expresaban
c-erbB-2 no se correlacionaron ni con el grado histolégico ni con el tamano
tumoral. Sin embargo, c-erbB-2 se expres6 en un elevado porcentaje de tumores
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con RE y RP negativos, de forma estadisticamente significativa. También se
encontré correlacion estadistica tanto con la presencia de afectacion ganglionar
como con el numero de ganglios afectados (>3 ganglios). El analisis univariante de
los diferentes factores prondsticos mostroé que la afectacion axilar, la expresion de
RE, RP y su coexpresion presentaban valores estadisticamente significativos en
cuanto a periodo libre de supervivencia. La sobreexpresion de c-erbB-2 mostré
una p de 0.059, en los margenes de la significacion estadistica. En el analisis
multivariante de los datos unicamente la afectaciéon axilar y la presencia de
coexpresion de RE/RP fueron encontrados factores prondsticos independientes.

Correlacionando la sobreexpresion de c-erbB-2 con otros factores
pronésticos y con la supervivencia se llega a la conclusion de que c-erbB-2
cuando se sobreexpresa, identifica a un grupo de pacientes con un pronostico
desfavorable: por ejemplo, cuando el c-erbB-2 es positivo en el grupo de pacientes
con score |, éstas pacientes tienen un periodo de supervivencia menor. Lo mismo
ocurre en pacientes con tumores mayores de 2 cm, aneuploidia y con catepsina D
+ comparados con las pacientes del mismo grupo que no expresan el c-erbB-2.

En este estudio la incidencia de c-erbB-2 + fue de 52.7%, tasa superior a la
encontrada normalmente en la literatura. Esta discrepancia puede ser reflejo de la
diferente composicidén en la cohorte de pacientes examinada. El no encontrar una
significacion estadistica clara al estudiar la sobreexpresion de c-erbB-2 como
factor prondstico independiente, si refleja otros muchos datos encontrados en la
literatura.

Hay que considerar c-erbB-2 en el contexto de otros factores prondsticos
como un “complemento” al estudio de las pacientes con carcinoma de mama. Asi,
existe una correlacion negativa en la mayoria de los estudios entre el status del
receptor hormonal y el c-erbB-2. No esta tan clara la correlacion con la afectacion
axilar: los resultados de este estudio muestran que no existe una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a la supervivencia entre pacientes con
ganglios positivos 0 negativos en funcion de la sobreexpresiéon de c-erbB-2.

La importancia de c-erbB-2 + en la progresion del cancer de mama
ha sido evaluada de forma muy extensa en los ultimos afos debido a que las
técnicas de IHQ con muy sencillas. Aunque existen todavia algunas
controversias'**, la mayoria de los estudios sugieren que c-erbB-2 es un indicador
de biolégico de agresividad tumoral, y que puede ser potencialmente util en la
prediccion de la evolucion de pacientes con cancer de mama. De hecho, en este
estudio, no se han encontrado datos estadisticamente significativos con respecto a
la supervivencia, pero si se ha observado que la sobreexpresion de c-erbB-2
puede ser utilizada de forma muy efectiva para identificar pacientes de alto riesgo
(score Il, tumores mayores de 2 cm, DNA aneuploide y con catepsina D +), con
pronéstico desfavorable y con tumores muy agresivos.

Takashi Yokota'® ha estudiado la correlacion de p53, la proteina c-erbB-2 y
los receptores hormonales con otros rasgos clinico-patolégicos del cancer de
mama como la edad, menopausia, estadio, tipo histoldgico y afectacion ganglionar
axilar (que es el factor que mejor se correlaciona con el prondstico en pacientes
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sometidas a cirugia potencialmente curativa). Se evaluaron 70 muestras de
tumores de mama obtenidas tras tratamiento quirurgico entre 1995 y 1997. La
edad media de las pacientes fue de 53.2 afos (28-84); La clasificacién por
estadios (TNM) fue: I:21 casos; Il: 27; lll: 13; y IV: 3 casos. 64 mujeres se
sometieron a cirugia radical y el resto (6), cirugia conservadora. En todas se
realizé linfadenectomia axilar. En el postoperatorio, aquellas pacientes con
ganglios negativos recibieron 100 mg/dia de 5-fluoracilo y 20 mg/dia de
tamoxifeno, durante 2 o 3 afios. Las pacientes con ganglios positivos recibieron
CMF y tamoxifeno, durante 2 o 3 afos.

La mayoria de los tumores eran ductales infiltrantes y la mitad de ellos
tenian ganglios + en el momento de la cirugia (35/70). 27 tumores primarios eran
menores de 2 cm.

La distribucion de los marcadores tumorales fue:

- RE positivos: 38,6%.
- RP positivos: 52.9%.
- P53 positivo: 27.1%.
- C-ERB-2 positivo: 48.6%.

La expresion del RE se correlaciono con la de RP (p=0.0101) y de forma
inversa con p53 (p=0.0026).

Los RE, RP, p53 y c-erbB-2 no se asociaron con la edad, la presencia o no
de menopausia, ni con el estadio tumoral. Tampoco hubo correlacién entre el
tamano tumoral y la expresion de los 4 marcadores, ni con el subtipo histolégico
(ductal infiltrante, mucinoso, medular, lobulillar). Unicamente se observd una
asociacion estadisticamente significativa entre la expresion de RP y los ganglios
positivos (p=0.0166). Se observo una clara tendencia hacia la asociacion entre la
sobreexpresion de c-erbB-2 y el grado de afectacion ganglionar, pero sin llegar a
ser estadisticamente significativo (p=0.0826): 40% de positividad en pacientes con
ganglios negativos, 48% en pacientes en estadio N1 y 80% en pacientes con
estadio N2. No se observd asociacion a la invasion vascular. El unico marcador
que mostroé relacién con la invasion linfatica fue el RP.

Estudios previos confirman la correlacion estadistica entre la diferenciaciéon
histolégica del tumor y la sobreexpresion de c-erbB-2. Se ha sugerido que la
sobreexpresion de c-erbB-2 puede llevar a una proporcion mas alta de crecimiento
de las células tumorales y su asociacion con la proporcion de células en la fase S
del ciclo celular ya ha sido demostrada.

En conclusion, la amplificacién y/o expresion del oncogén neu, se
detecta principalmente en el carcinoma de mama, donde su expresion no
siempre se correlaciona con otros factores pronésticos: RE, grado
histolégico y nuclear de diferenciacion, tipo histolégico etc. Su estudio
permite establecer subgrupos de pacientes con elevado riesgo de recidiva
tumoral tanto en las enfermas con axila positiva como en determinados
subgrupos de pacientes sin invasion axilar.
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2.2.-CERBB2 EN PACIENTES SIN AFETACION AXILAR.

El cancer de mama con ganglios negativos tiene un prondstico muy
favorable, pero aun mueren un 30% aproximadamente de mujeres a causa de su
enfermedad. En este grupo de pacientes, el tamafio del tumor primario, el grado
histolégico y el tipo histolégico constituyen los factores prondsticos mas
importantes. Los marcadores biolégicos como p53 c-erbB-2 RE y RP, a pesar de
que han demostrado ser factores prondsticos en pacientes con axila positiva, aun
presentan controversias en los estudios de mujeres con cancer de mama y axila
negativa.

Autores como Reed W' han publicado un analisis multivariante de los
factores pronodsticos en 613 pacientes con cancer de mama y ganglios negativos
seguidas durante 14-30 anos.En este estudio, los factores prondsticos
mencionados fueron evaluados junto con parametros clinicos e histolégicos en dos
series de un total de 613 pacientes con ganglios negativos:

- 228 pacientes fueron escogidas del grupo SACGS. Todas recibieron cirugia
radical, quimioterapia postoperatoria. Ninguna tamoxifeno o radioterapia.

- 385 pacientes pertenecientes al grupo HOST, fueron tratadas con cirugia
radical y radioterapia ovarica.

No se encontraron diferencias significativas en ambas series en los
valores de p53, c-erbB-2 RE y RP, siendo p53 + en el 29% de los tumores, c-erbB-
2enel 10% y RE en el 57%. El valor estadistico de Kappa evaluando la variacion
interobservador en la graduacion histologica fue de 0,69, que se considera un
fuerte grado de acuerdo. No hubo diferencias en la supervivencia comparando los
casos en los que los cuatro marcadores eran positivos con aquellos tumores que
no los expresaban. Sin embargo, tanto el periodo libre de enfermedad como la
supervivencia global fueron tras 10 afos de seguimiento mejores en el grupo
T1NOMO que en el T2NOMO [81% vs 67% (p<0.0001) y 85% vs 70% (p<0.0001)].
La tasa de periodo libre de enfermedad tras 10 afios en aquellas pacientes
con grado histoldégico 1 vs grados 2-3 (de acuerdo con la modificacion del método
de Bloom-Richardson de Elston and Ellis) fue de 90% y de 70% respectivamente
(p<0.0001), y la tasa de supervivencia global en los mismos grupos de 94% y de
81% respectivamente (p=0.0002). Tras 30 afos de seguimiento, la tasa de
supervivencia global en las pacientes con grado histolégico 1 vs grados 2-3 fue de
87% y 68%, y de 78% y 66%, respectivamente, para pacientes con tumores < 20
mm versus aquellos con tumores >20-50 mm. Aproximadamente el 35% de las
pacientes con tumores >20mm y con grado histolégico 2-3 habian muerto tras 10
anos de seguimiento, contrastando con un 6% de pacientes muertas con tumores
<20 mm y grado histologico 1. La radioterapia postoperatoria en la mama y region
axilar mejoraron de forma global las tasas de supervivencia y periodo libre de
enfermedad en comparacion con el tratamiento quimioterapico postquirargico y la
radioterapia ovarica.

En un articulo publicado en American Journa se demostraba que la
radioterapia después de la mastectomia y la quimioterapia adyuvante mejoraba de
forma significativa la supervivencia en mujeres premenopausicas de alto riesgo.

I 147

101



Introduccién

En este estudio, la radioterapia mejoro tanto la supervivencia como el periodo libre
de enfermedad en mujeres pre y post-menopausicas con enfermedad en estadio I.
Esto puede explicar las idénticas tasas de recurrencia y supervivencia en los dos
grupos de pacientes del estudio incluso cuando el tamafo del tumor era mayor en
el grupo HOST. En este estudio la sobreexpresion de la proteina c-erbB-2 fue de
un 10%. Otros autores han encontrado hasta un 44%. Al igual que en otros
estudios, la expresion de la proteina se correlacion6 de forma significativa con
factores prondsticos desfavorables como la falta de RE y RP y el alto grado
histologico. Contrariamente Rosen et al. no encontraron ninguna asociacion entre
el grado histologico y el status de los receptores hormonales en relacion con c-
erbB-2. Una explicacion puede ser que su frecuencia de sobreexpresion fue
demasiado alta (44%) para mostrar una asociacién con subgrupos.

La sobreexpresion de c-erbB-2 se relacioné en este estudio con tumores de alto
riesgo, aunque no con el prondstico, lo que coincide con otros estudios'*® 49122,
Otros autores han encontrado asociacion con peor pronéstico °*'°"%2_ En otros
grupos, la significacién estadistica con respecto al prondstico se limité a un grupo
de pacientes con ganglios negativos: bajo grado nuclear '*®, RE positivos'*y
carcinoma sin componente in situ '

En conclusién, tanto c-erbB-2 como p53 se correlacionaron con
tumores de “alto riesgo”, y la expresion del receptor hormonal se
correlacioné con tumores de ‘“bajo riesgo” basandonos en parametros
clinico-patolégicos. Ninguno de estos factores tuvo valor prondstico
independiente.

2.3.-CERBB2 vy pacientes con colonizacion metastasica.

Existen datos adicionales de la importancia de la amplificacion de ERB-2 en
el mantenimiento del fenotipo maligno y la progresién del cancer de mama:

e En primer lugar, se ha demostrado que la sobreexpresion celular de
ERB-2 favorece la eficiencia del trasplante de tumores mamarios
malignos a ratones inmunodeprimidos, lo cual indica que ERB-2
proporciona una ventaja en el crecimiento tumoral'®*,

e En segundo lugar, en un estudio de biopsias de médula 6sea en
pacientes con cancer de mama, se ha observado una elevada incidencia
de expresion de ERB-2 (67%) en las células micrometastasicas en la
meédula ésea, lo cual sugiere que ERB-2 puede ser un factor favorecedor

de la colonizacion metastasica’™® .

En los estudios que disponen de seguimiento clinico, se ha correlacionado
la expresion de ERB-2 con la aparicion de recaidas y con la supervivencia global
en pacientes con cancer de mama. Esta correlacion no se ha observado siempre,
y ha ocurrido sobre todo en series grandes, con seguimiento clinico prolongado,
siendo mas aparente en los casos que no presentan otros factores adversos
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(como en tumores bien diferenciados, con receptores hormonales positivos, o con
receptores de factor epidérmico de crecimiento negativo) *'. Ademas, se han
descrito importantes variaciones en la deteccién de ERB-2 en relacion con los
métodos de fijacién y con el anticuerpo empleado para la deteccién ¢, lo cual sin
duda puede afectar la significacion clinica de la determinacion.

A Scorillas™, ha realizado determinaciones de la amplificaciéon de c-myc
en cancer de mama y evaluado su valor prondstico junto con c-erbB-2, catepsina
D y otras caracteristicas anatomopatolégicas en 152 pacientes con cancer de
mama, que recibieron tratamiento quirdrgico radical (32.9%) o conservador
(67.1%). Las pacientes con ganglios positivos recibieron CMF (70 pacientes). 102
pacientes recibieron tamoxifeno mientras que 115 fueron radiadas. El 13.8% (21
mujeres) desarroll6 recurrencia locorregional. La media de seguimiento por
paciente fue de 5 afios (4-8 afios). Altas concentraciones de catepsina D, asi
como la amplificacion y sobreexpresion de c-myc, demostraron ser las mejores de
las nuevas variables examinadas para predecir la recidiva precoz (antes de los 3
afnos). Después del analisis multivariante sélo la catepsina D permanecio
significativa, lo que sugiere que el poder pronéstico de estas variables fue similar.
Utilizando el analisis univariante se demuestra que la amplificacion vy
sobreexpresion de c-myc fue estadisticamente significativa para el periodo libre de
enfermedad y la supervivencia global, aunque en el analisis multivariante la
sobreexpresion fue significativa solo para el periodo libre de enfermedad y la
amplificacion solo para la supervivencia global. Con respecto a c-erbB-2, solo la
sobreexpresién es estadisticamente significativa para el intervalo libre de
enfermedad y la supervivencia global, aunque después del analisis multivariante
su poder prondstico fue mas débil.

La presencia de ganglios linfaticos axilares positivos en el momento de la cirugia
tuvo valor estadisticamente significativo tanto en la evaluacion de la recurrencia
temprana como en el periodo libre de enfermedad y la supervivencia global, no
teniendo valor prondstico en el caso de la recurrencia locorregional.

En las tablas siguientes, se resumen los resultados obtenidos:

103



Introduccién

95% I.

FACTOR P univariante P multivariante R. Relativo Confianza
Amplificacion c-myc 0.012 NS - -
Sobreexpresiéon c-myc 0.0088 NS - -
Catepsina D <0.0001 0.0001 3.12 2.32-4.19
Amplificacién c-erbB-2 NS NS - -
Sobreexpresion c-erbB-2 NS NS - -

RE 0.018 NS - -

RP NS NS - -

SCORE 0.0084 0.035 - -
Ganglios + 0.0018 0.0012 2.15 1.32-3.51
Tamano tumor 0.0027 NS - -
Menopausia NS NS - -

Edad 0.046 NS - -

TABLA 11: andlisis uni y multivariante para la RECURRENCIA TEMPRANA (<3 afios) en 152 tumores
primarios de mama. (NS= no significativo).

95% I.
FACTOR P univariante P multivariante R. Relativo Confianza
Amplificacion c-myc 0.0016 NS - -
Sobreexpresién c-myc <0.0001 0.0001 2.25 1.55-3.05
Catepsina D 0.0022 NS - -
Amplificaciéon c-erbB-2 NS NS - -
Sobreexpresion c-erbB-2 0.031 0.0302 1.88 1.15-3.07
RE 0.019 0.0030 0.25 0.11-0.63
RP 0.028 NS - -
SCORE 0.0074 NS - -
Ganglios + 0.0055 0.0047 2.54 1.65-3.91
Tamano tumor 0.0010 NS - -
Menopausia NS NS - -
Edad NS NS - -

TABLA 12: andlisis uni y multivariante para el PERIODO LIBRE DE SUPERVIVENCIA en 152 tumores
primarios de mama.

95% I.

FACTOR P univariante P multivariante R. Relativo Confianza
Amplificacion c-myc <0.0001 0.0006 3.10 2.18-4.41
Sobreexpresién c-myc 0.0095 NS - -
Catepsina D NS NS - -
Amplificacién c-erbB-2 NS NS - -
Sobreexpresion c-erbB-2 0.0021 0.024 1.62 1.01-2.59
RE 0.0006 0.0053 0.48 0.32-0.71
RP 0.0041 0.025 0.52 0.29-0.94
SCORE 0.042 NS - -
Ganglios + 0.0081 0.0043 3.30 2.18-4.98
Tamano tumor 0.0021 0.015 1.84 1.15-2.94
Menopausia NS NS - -
Edad NS NS - -

TABLA 13: analisis uni y multivariante para la SUPERVIVENCIA GLOBAL en 152 tumores primarios de

mama.
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95% I.
FACTOR P univariante P multivariante R. Relativo Confianza
Amplificacion c-myc 0.0024 NS - -
Sobreexpresion c-myc 0.0075 NS - -
Catepsina D 0.0016 0.0067 4.2 2.52-6.99
Amplificacién c-erbB-2  0.0022 0.0091 2.7 1.50-4.86
Sobreexpresion c-erbB-2 NS NS - -
RE 0.0063 0.019 0.32 0.20-0.52
RP 0.012 NS - -
SCORE NS NS - -
Ganglios + NS NS - -
Tamano tumor 0.018 NS - -
Menopausia NS NS - -
Edad NS NS - -

TABLA 14: analisis uni y multivariante para la RECURRENCIA LOCORREGIONAL en 152 tumores
primarios de mama.

Este mismo autor'®® con respecto a la recidiva precoz, ha estudiado el valor
pronéstico de c-erbB-2 y catepsina D en 138 pacientes con carcinoma de mama
que recibieron tratamiento quirurgico del tumor primario entre 1988-1992:

-34.7% cirugia radical.

-62.3% cirugia conservadora.

-27.5% present6 ganglios positivos y recibié quimioterapia.
-73.91% recibio tamoxifeno.

-81.9% fueron radiadas.

La media de seguimiento de las mujeres fue de 60 meses.Un 22.4% de los
tumores presentd amplificacion de c-erbB-2, mientras que la tasa de
sobreexpresion fue del 29.7%. un 46.4% de los tumores tenian altas
concentraciones de catepsina D.Los resultados de los diferentes parametros
evaluados (edad, amplificacion y sobreexpresion de c-erbB-2, catepsina D, RE,
RP, ganglios positivos, tamano tumoral, score, menopausia), con respecto a la
recidiva precoz (antes de los tres afos del tratamiento del tumor primario), periodo
libre de enfermedad y supervivencia global, se dividieron en dos grupos en funcién
de los ganglios afectados:

- Altos niveles de catepsina D tenian valor estadisticamente significativo
tanto en paciente con ganglios positivos como negativos para predecir
recidiva precoz del cancer (p< 0.0001 y p= 0.002 respectivamente) y para
evaluar el periodo libre de enfermedad y la supervivencia global en
pacientes con ganglios negativos (p = 0.0012 y p = 0.0288,
respectivamente), pero pierde su valor como predictor de la recaida en
pacientes con ganglios positivos en periodos mayores de 3 afos.

- La sobreexpresion de c-erbB-2 fue predictiva de la supervivencia global
para pacientes con ganglios positivos y negativos (p = 0.0048 y p = 0.0285),
pero su valor predictivo fue débil, aunque significativo, para la recidiva
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precoz (p = 0.0456) y el intervalo libre de enfermedad (p = 0.0455) en
pacientes con ganglios negativos y desaparecidé en pacientes con ganglios
positivos.

- La amplificacion de c-erbB-2 ofrece minima relevancia en el analisis de
estos factores.

La importancia de la amplificacion y sobreexpresién de c-erbB-2 como
factor prondstico en el cancer de mama ha sido muy estudiada desde que, el
trabajo inicial de Slamon et al demostré que la amplificacion era un valor
pronostico independiente en pacientes con axila positiva. Aunque Scorilas et
al'™"1%® demostraron previamente que existe una relacién positiva entre la
amplificacion/sobreexpresion de c-erbB-2, en este estudio han encontrado 22
pacientes (16%) que sobreexpresaban c-erbB-2 sin amplificacién. La mayoria de
ellas presentaron recidivas precoces 0 no respondieron a la quimioterapia.
También han encontrado diferencias en la relacibn entre la
amplificacion/sobreexpresion de c-erbB-2 y las caracteristicas clinico-patologicas
del tumor. Bastante interesante es que la mayoria de las muestras con
amplificacion de c-erbB-2 sean en tumores con grado histolégico I, lo que
sugiere que la amplificacion es encontrada mas frecuentemente en los tumores
proliferativos. En contraste, la sobreexpresion no muestra diferencias entre los
distintos grados histologicos. Es mas: 12 pacientes (8%) con amplificacion del c-
erbB-2 no presentaban sobreexpresion del gen. 10 de las 12 mujeres tuvieron un
largo periodo libre de supervivencia.

La amplificacion en estos casos puede ser debida a inhibicién
transcripcional. Estos datos sugieren que solo la sobreexpresion del gen, pero no
la amplificacion tiene valor prondstico en las pacientes con cancer de mama.

Aunque los estudios disponibles actualmente sugieren que este marcador
biolégico puede ser util en la toma de decisiones de tratamiento en mujeres con
cancer de mama , su utlidad clinica es aun controvertida, y existen aun
importantes problemas técnicos no resueltos como la preparacion de los tejidos,
el uso de los reactivos y el mas importante: como interpretar los resultados.

Molina ' ha estudiado los niveles en suero de c-erbB-2, CEA y CA15.3 y

su utilidad en el diagnéstico temprano del recurrencias en el cancer de mama.
Una porcion de c-erbB-2, denominada p100 puede ser determinada en suero.
Varios estudios informan de una baja sensibilidad de c-erbB-2 en cancer de
mama primario (10-12%) y en las metastasis (35-45%). Sin embargo, la
presencia de niveles anormales de c-erbB-2 se ha asociado a tumores mas
agresivos y a peor pronostico. La utilidad de c-erbB-2 en el diagndstico temprano
de las metastasis ha sido escasamente evaluado.
En este estudio se evalua la utilidad de determinaciones de c-erbB-2, CEA y CA
15.3 en suero de 250 pacientes seguidas durante 1-4 anos (media de 2.5 afios)
sin evidencia de enfermedad residual tras el tratamiento radical inicial
(mastectomia radical o mastectomia simple + radioterapia). 95 pacientes
desarrollaron metastasis durante el seguimiento.
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Los niveles anormales de c-erbB-2, CEA, y CA 15.3 previos al diagnéstico
clinico de metastasis fueron encontrados en un 28.4%, 31.6% y 46.3% de las 95
pacientes con recurrencia, con un intervalo de tiempo de 4.2 +2.4 , 5.0 £2.5y 4.6
+2.7 meses, respectivamente. Uno de los tres marcadores fue el primer signo de
recurrencia en el 69.5% de las pacientes. La especificidad fue de un 100% en
pacientes sin metastasis.

La sensibilidad de los marcadores estuvo claramente relacionada con el lugar de
la metastasis, siendo muy baja en caso de metastasis loco-regionales y muy alta
en pacientes con metastasis en higado o hueso.

La sensibilidad de cerbB-2 fue mucho mas alta en pacientes que ya lo
sobreexpresaban en el tejido primario (10/12, 83.3%) que en las que no (1/34,
2.9%) (p=0.0001). Igualmente, se encontraron altos niveles de sensibilidad y de
adelanto en el diagnodstico clinico de metastasis para c-erbB-2 y CA15.3 en
pacientes con RE + (CA15.3) o RE — (cerbB-2) (p<0.015).

De los tres marcadores, c-erbB-2 fue el que tuvo menor sensibilidad: 28,3%. Sin
embargo, estos resultados no son bajos si tenemos en cuenta que el c-erbB-2 no
se eleva en suero si previamente no se ha sobreexpresado en el tejido; de hecho,
tuvo una sensibilidad de 83.3% en el diagnostico precoz de recurrencias en
pacientes que lo sobreexpresaban en tejido. Es interesante el hecho de que
pequefas elevaciones de sus niveles (la mayor de 25.3 U/mL) con respecto a los
considerados normales (< 20 U/mL) fueron encontradas en pacientes con
metastasis y sin sobreexpresion de c-erbB-2 en tejido. Estos resultados sugieren
que la alta sensibilidad encontrada en c-erbB-2 lo hace susceptible de ser
introducido en el seguimiento de pacientes con carcinoma de mama que
presentaron sobreexpresion del marcador en el tejido.

La relacion de c-erbB-2 y CA 15.3 con respecto a los receptores
estrogénicos puede tener utilidad en la seleccion del tratamiento sistémico. Niveles
anormalmente elevados de c-erbB-2 se encontraron en pacientes con RE- en los
que el tratamiento con quimioterapia sera mas efectivo que la hormonoterapia.

En resumen, CEA, CA15.3 y c-erbB-2 son utiles en el diagnostico
temprano de recidiva-metastasis, siendo un método sencillo, sensible (76.3%),
especifico (100%), barato y con baja mortalidad en el seguimiento de las pacientes
con cancer de mama. Anadir al protocolo de seguimiento con CEA y CA15.3 c-
erbB-2, principalmente a aquellas pacientes que sobreexpresen c-erbB-2 en
muestras de tumor primario, incrementa la sensibilidad del diagndstico temprano
en un 10.5%.
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Considerando el c-erbB-2 como parametro pronoéstico del cancer de
mama, podemos concluir que:

1. CON RESPECTO A AXILA POSITIVA:

¢ Para obviar la posible interrelacion entre los distintos factores prondsticos, se
debe realizar un estudio multivariante, valorando simultaneamente los distintos
factores prondsticos que intervienen en la supervivencia del carcinoma
mamario.

¢ La mayoria de los estudios disponibles consideran al neu un parametro
prondstico en las enfermas con axila positiva.

+ Correlacionando la sobreexpresion de c-erbB-2 con otros factores prondsticos
y con la supervivencia se llega a la conclusion de que c-erbB-2 cuando se
sobreexpresa, identifica a un grupo de pacientes con un prondstico
desfavorable.

¢ La importancia de c-erbB-2 positivo en la progresion del cancer de mama ha
sido evaluada de forma muy extensa en los ultimos afios debido a que las
técnicas de IHQ son muy sencillas. Aunque existen todavia algunas
controversias, la mayoria de estudios sugieren que HER2 es un indicador
biologico de agresividad tumoral, y que puede ser potencialmente util en la
prediccion de la evolucion de pacientes con cancer de mama.

2. CON RESPECTO A PACIENTES SIN AFECTACION AXILAR:

¢ Los marcadores biolégicos como p53, c-erbB-2 , RE y RP, aun presentan
controversias en los estudios realizados en estas pacientes.

3. CON RESPECTO A LA COLONIZACION METASTASICA:

+ Aunque experimentalmente se ha demostrado que la sobreexpresion celular de
c-erbB-2 favorece la eficiencia del transplante de tumores mamarios malignos
en ratones inmunodeprimidos, y un estudio en biopsias de médula ésea de
pacientes con cancer de mama se ha observado una elevada incidencia de
expresion de c-erbB-2 (67%) en las células micrometastasicas de la médula
0sea, lo cual sugiere que c-erbB-2 puede ser un factor favorecedor de la
colonizacion metastasica, la utilidad de c-erbB-2 en el diagndstico temprano
de las metastasis ha sido escasamente evaluado.
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¢ En cualquier caso, los trabajos a ello referidos apuntan que la sensibilidad de
c-erbB-2 en el diagndstico de metastasis fue alta en pacientes que ya lo
sobreexpresaban en el tejido primario e incluso aconsejan la posibilidad de
afnadir al protocolo de seguimiento con CEA y CA 15.3 c-erbB-2,
principalmente en aquellas pacientes que ya sobreexpresen este marcador en
el tumor primario, lo que incrementaria la sensibilidad del diagndstico
temprano en un 10.5%.

3.-C-ERB-B2 COMO FACTOR PREDICTIVO.

La prediccion de la eficacia de los tratamientos actuales contra el cancer,
como la quimioterapia o la hormonoterapia, es otra de las posibles aplicaciones de
erbB-2. Varios estudios han investigado la relacion entre la expresién de erbB-2 y
la respuesta al tratamiento en cancer de mama. Algunos de estos estudios han
evaluado la eficacia del tratamiento en la enfermedad metastasica. Los estudios
adyuvantes emplean, como parametros de estudio, variables dependientes del
tiempo (como la supervivencia libre de enfermedad o la supervivencia global),
mientras que los estudios en enfermedad avanzada pueden ademas evaluar
directamente la respuesta clinica objetiva (lo cual también ocurre con los
tratamientos preoperatorios, en los que se valora la respuesta en el cancer
primario de mama). En los estudios adyuvantes se puede realizar solamente una
estimacion indirecta de la relacién entre la eficacia del tratamiento y la expresion
de erbB-2, mientras que los estudios en cancer metastasico permiten estudiar
directamente esta asociacion y, por tanto, son metodolégicamente
mas apropiados.

3.1.-CERBB2 vy respuesta a quimioterapia

Existen numerosos datos que relacionan la expresion de ERB-2 con la
sensibilidad a agentes de quimioterapia '*°. Los primeros estudios publicados
sobre la relacion entre erbB-2 y la resistencia a la quimioterapia se realizaron en
muestras de pacientes tratadas de manera adyuvante con quimioterapia tipo
CMF'®18!  Estos estudios demostraron que el CMF es menos eficaz en las
pacientes que tienen sobreexpresion de erbB-2 respecto a las que no lo
sobreexpresan. Un trabajo reciente, “ Effect of cerbB-2 an estrogen receptor status
on survival of women with primary breast cancer treated with adjuvant
cyclophosphamide/methotrexate/fluorouracil” 182 propuso examinar la interaccion
entre la sobreexpresidon de c-erbB-2 y la quimioterapia adyuvante en 274
pacientes con ganglios positivos y cancer de mama operable.
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Se randomizaron en un estudio prospectivo para recibir, después de la

cirugia y vaciamiento axilar, seis ciclos de CMF(n=129) o ningun tratamiento
(n=145), con una media de seguimiento de 13.3 afios. CMF mejoro el periodo libre
de enfermedad y la supervivencia global en todas las mujeres. El mayor beneficio
se observo en aquellas mujeres con RE -. La media de supervivencia en aquellas
que recibieron CMF fue de 11.6 afnos comparadas con solo 2 afos en el grupo
control. Para las mujeres con RE+ la media de supervivencia fue de 11.3 afos en
el grupo que recibi6 CMF comparado con el grupo control cuya tasa de
supervivencia fue de 7.7 anos.
Cuando los beneficios de CMF fueron examinados con respecto al c-erbB-2, las
mujeres que no expresaban el marcador y recibieron CMF presentaron una
supervivencia global de 12.7 afios comparada con sélo 7.3 afios para el grupo
control. La mejora en la supervivencia fue menos marcada en el grupo con c-erbB-
2 +, con una media de 6.1 afos en el grupo que recibié tratamiento en
comparacion con 4.4 afios en el grupo control.En este grupo de mujeres (tumores
operables y ganglios +), el uso de CMF se asocié con una mejora tanto en el
intervalo libre de enfermedad como en la supervivencia global en todas ellas. Las
pacientes cuyos tumores expresaban c-erbB-2 y que no recibieron quimioterapia
tuvieron los peores resultados. Aunque la quimioterapia parece mejorar la media
de supervivencia en este grupo, la diferencia no alcanza los niveles de
significacion estadistica. EI escaso numero de mujeres con c-erbB-2 + en este
subgrupo (n=35) limita el poder de este estudio para predecir que las diferencias
observadas en la supervivencia no son debidas al azar. La incapacidad de c-erbB-
2 para predecir el beneficio de la quimioterapia adyuvante ya ha sido referida en
las recomendaciones del la Sociedad Americana de Oncologia Clinica en
1997.Cuando el efecto de CMF fue examinado en relacién con el status de RE, el
mayor beneficio se observo en aquellas pacientes con RE-, aunque también se
obtuvo un incremento significativo en la supervivencia global de las pacientes con
RE+ que recibieron tratamiento.

Stal O "' también ha demostrado que los pacientes que presentan
periodos de supervivencia mayores tras CMF son aquellos con tumores c-erbB-2
negativos. En un amplio ensayo clinico (NSABP) se constaté que aquellas
pacientes que sobreexpresaban c-erbB-2 tenian peores resultados si se trataban
con CMF en comparacion con la pauta ciclofosfamida-adriamicina. Por tanto,
parece que el tratamiento con CMF no debe dejar de emplearse en el contexto del
tratamiento adyuvante del cancer de mama.

Tres estudios independientes demostraron que el tratamiento adyuvante del
cancer de mama operado con la combinacion CMF era eficaz solamente en
aquellas pacientes que no presentaban sobreexpresion de ERB-2 en el tumor
primitivo, mientras que era ineficaz en el 20% de las pacientes que eran ERB-2
positivo'?.

Un estudio adyuvante del grupo cooperativo americano CALGB sugiri6 la
posible relacion entre la expresion de erbB-2 y la sensibilidad a la adriamicina'®®
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(c-erbB-2 expression and response to adjuvant therapy in women with node-
positive early breast cancer.Muss HB). Esta investigacion se realizé en 397
pacientes de las 1.572 que participaron en un estudio que comparaba tres dosis
de CAF (estandar, dosis bajas y dosis muy bajas). Los resultados de esta
evaluacion de los casos sugirieron que en las pacientes erbB-2 positivo, el
tratamiento con dosis muy bajas de CAF era inferior al tratamiento con dosis
estandar. Esta diferencia no se observo en los casos erbB-2 negativo.

El mismo grupo de investigacion, sin embargo, no ha validado estos
resultados en una muestra independiente de 595 pacientes extraidas del mismo
estudio clinico, aunque aparentemente esto se debié a un desajuste de factores
prondsticos'®. La interpretacion de los resultados se complica atin mas debido a
que 1.012 pacientes recibieron tamoxifeno de una manera no reglada. Otro
estudio de quimioterapia adyuvante con adriamicina ha sugerido también que
puede existir una relacion entre la sensibilidad a la adriamicina y la expresion de
erbB-2 . Sin embargo, no puede afirmarse con estos datos sobre CMF y CAF, que
la expresion de erbB-2 pueda ni deba ser un factor de seleccidén de los farmacos
de quimioterapia en el tratamiento adyuvante del cancer de mama.

Por el contrario, otro estudio demostré que la sobreexpresion de ERB-2
podia ser un indicador util para identificar a las pacientes que podian beneficiarse
de dosis mas elevadas de adriamicina, en la combinacion de quimioterapia
adyuvante CAF'# .

Las investigaciones realizadas en cancer de mama primario o metastasico
sugieren que erbB-2 puede tener valor predictivo de resistencia a quimioterapia
(tabla 15) 2. En general, las investigaciones muestran que la expresion de erbB-2
se asocia con la resistencia al tratamiento de quimioterapia. Solamente un estudio
retrospectivo que se realizo en pacientes tratadas con taxanos sugiere lo contrario.

La asociacibn de erbB-2 con la resistencia a la quimioterapia es
especialmente notable en tres estudios que se han realizado en pacientes con
cancer avanzado de mama, en las que se ha evaluado la expresion de erbB-2
circulante sérico, y que han mostrado que la eficacia de la quimioterapia puede
verse reducida a menos de la mitad en los casos erbB-2 positivos '*2.

La relacion de ERB-2 con la resistencia o sensibilidad a la quimioterapia
podria estar en relacion con la llamada resistencia multiple a farmacos “atipica”, la
cual es independiente de la glucoproteina-p y parece estar en relacion con la
topoisomerasa |1 1% 16%;

= Por un lado, se han descrito amplificaciones conjuntas de ERB-2 y el
gen de la topoisomerasa Il y que la heregulina induce la expresion de la
topoisomerasa |l.
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= Por otro lado, cuanta mas topoisomerasa Il hay en una célula, ésta
es mas sensible al tratamiento con inhibidores de la topoisomerasa
Il, como la adriamicina y el etopdsido, pero no con otros farmacos
como el cisplatino o la ciclofosfamida.

La especificidad de la relacién entre erbB-2 y la quimiorresistencia, puede
no ser una relacion causa-efecto. Se ha descrito que la resistencia a la
quimioterapia asociada a la sobreexpresion de erbB-2 es independiente del gen de
multirresistencia farmacolégica mdr-1 '®®. Ademas, estudios en animales
empleando células transfectadas con erbB-2 han sugerido que la falta de
respuesta a la quimioterapia de los tumores erbB-2 positivo esta relacionada con
la rapida proliferacion de las células tumorales que sobreviven a la quimioterapia,
y no con una resistencia intrinseca a la quimioterapia.

Una investigacion reciente, en la que se midieron los indices apoptéticos en
carcinomas de mama primarios antes y 24 horas después de recibir un régimen de
quimioterapia con adriamicina, ha demostrado que los tumores erbB-2 positivos
tienen una respuesta apoptética reducida a la quimioterapia. Por tanto, la
expresion de erbB-2 puede no indicar una resistencia pleiotropica a la
quimioterapia, sino mas bien representar una ventaja para el crecimiento celular,

al permitir el recrecimiento de las células tumorales tras el tratamiento™®”.

En un estudio publicado por Willsher et al'® | pacientes con carcinoma
avanzado de mama recibieron quimioterapia preoperatoria, mastectomia radical
modificada posteriormente junto con radioterapia locorregional y hormonoterapia.
Se randomizaron 55 pacientes que recibieron “MMM” durante tres meses:
mitoxantrona 7 mg/m? y metotrexate 30 mg/m? tres veces a la semana durante 4
cilclos y mitomycina-C 7 mg/m? seis veces a la semana dos ciclos. Los tumores
primarios fueron biopsiados pre-quimioterapia, y después de 6 semanas se realizé
la mastectomia. No se observaron cambios en la expresion de c-erbB-2 pre y post
quimioterapia. Estos resultados estan en consonancia con los de otros estudios'*?
Mientras que c-erbB-2 puede ser predictivo de quimiorresistencia, la falta de
inducciéon del mismo por el tratamiento sugiere que es improbable que el receptor
esté involucrado en los mecanismos de quimiorresistencia.

La eficacia terapéutica del taxol se ve aumentada o disminuida por la
sobreexpresion del erb-B-2 segun se desprende estudios in vitro y de andlisis
clinicos retrospectivos.
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Autor N Muestra| Farmaco Respuesta clinica Significacion
ErbB-2 ErbB-2 de
negativo positivo positividad

Cancer primario de mama

Rozan 167 Tumor FAC 20% 31% No
Makris 90 Tumor Mitoxantrona, | 93% 57% Peor
metotrexate respuesta
Vargas-Roig |60 Tumor FAC,FEC 62% 11% Peor
respuesta

Cancer metastasico de mama

Seidman 126 Tumor Taxanos 39% 59% Mejor
respuesta
Wright 66 Tumor Mitoxantrona | 58% 50% No
Fehm 80 Suero CNF 59% 29% Peor
respuesta
Colomer 55 Suero Taxol, 78% 64% Peor
adriamicina respuesta
Colomer 41 Suero Taxol, 85% 40% Peor
gemcitabina respuesta

Tabla 15.-Eficacia de la quimioterapia en carcinoma primario y metastatico de mama'*?

La gran heterogeneidad de resultados de los estudios previos comparando
la expresion de c-erbB-2 y la respuesta a tratamiento con taxanos puede ser
debida a varios factores, que incluyen las diferencias en la seleccidén de pacientes,
el pequeno tamano muestral y las diferentes técnicas utilizadas para cuantificar el
c-erbB-2. Para enfatizar la importancia de la metodologia en dichos estudios,
Seidman et al observaron una alta correlacién entre la expresioén de c-erbB-2 y la
mejor respuesta a tratamiento con taxanos utilizando el anticuerpo monoclonal
especifico anti-cerbB-2 ECD (anticuerpo monoclonal homologo del Herceptin) pero
no con un anticuerpo monoclonal derivado del conejo (Zymed 28-0004). Por tanto,
dado que se observan diferencias en la respuesta a taxanos en funcion del
anticuerpo utilizado, el sistema de deteccion y la técnica de fijacion, se requieren
futuros estudios randomizados que estudien la eficacia terapéutica de los taxanos.

Baselga et al (1997)'®® demostraron que los pacientes c-erbB-2 +
respondian mejor a los taxanos que los c-erbB-2 -, con un odds ratio de 3. Estos
datos contrastan con Yu et al (1996), que encontraron que la sobreexpresion de c-
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erbB-2 en el cancer de mama confiere un incremento en la resistencia al
paclitaxol.

Liftner et al,’® en base al hecho de que los taxanos deben ser

considerados el grupo de farmacos mas importantes como segunda linea de
tratamiento en el cancer metastasico de mama, y a los resultados controvertidos
en estudios anteriores con respecto a los tumores con c-erbB-2 positivo, midieron
los valores plasmaticos de c-erbB-2 en pacientes con cancer metastasico
después del tratamiento con intensificacion de dosis con el paclitaxol como agente
unico.Unicamente se evaluaron los niveles de c-erbB en 35 de las 50 pacientes
que se sometieron al tratamiento. Diez de ellas (28.5%) tuvieron c-erbB-2 positivo
en suero (>15 U/mL). Mientras que la tasa de respuesta en el total de la muestra
fue de un 36%, en el subgrupo de pacientes c-erbB-2 positivo fue de un 62%.
En todas las pacientes respondedoras los niveles sanguineos de c-erbB-2
disminuyeron por debajo de los limites de deteccion antes del diagndstico clinico
de respuesta o del final del siguiente ciclo de quimioterapia. Sin embargo, la
normalizacion de los niveles de c-erb-2 no fue especifica de las mujeres que
respondieron a quimioterapia. Pacientes con niveles elevados de c-erbB-2 que
fueron resistentes al farmaco y en quienes progreso la enfermedad, presentaron
niveles normales del marcador o decrementos mayores del 50%, sugiriendo que la
fraccidn c-erbB-2 positiva del tumor desaparecido mientras que la parte c-erbB-2
negativa del tumor progresé. Este hecho también se observd en pacientes que
necesitaron volver a tratarse tras un largo tiempo de respuesta, debido a
progresion de la enfermedad. Debe asumirse que en este caso que inicialmente
respondieron las fracciones negativas y positivas para c-erbB-2 del tumor, pero
que evolucioné la fraccion negativa.

Existen trabajos muy recientes sobre los beneficios del Herceptin, un
anticuerpo monoclonal contra el dominio extracelular de c-erbB-2, combinado con
la quimioterapia en pacientes con cancer metastasico de mama '%. Se observan
beneficios en la tasa de respuesta y en la progresion en estas pacientes cuando
se combina el taxol con el Herceptin en comparacion con el uso de taxol
exclusivamente.

3.2.-CERBB2 vy tratamiento hormonal.

Existen suficientes evidencias para indicar que la sobreexpresion de ERB-2
puede indicar también resistencia a farmacos de hormonoterapia.

Numerosos estudios retrospectivos han demostrado claramente una fuerte
asociacion entre amplificacion y sobreexpresion de c-erbB-2 y negatividad del
receptor hormonal. Un estudio de Tagliabue '?de 712 casos de carcinoma de
mama revela una alta significacién estadistica (p<107®) entre la frecuencia de RE+
en el grupo de c-erbB-2 positivo versus el grupo negativo:
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c-erbB-2 |N°de casos |RE+ (%) P

Positivo [158 51 (32%)
P<10®

Negativo |554 387 (70%)

Tabla 16 :asociacion entre c-erbB-2 y receptor hormonal'*

La razén de esta asociacion es aun desconocida. Se ha descrito que, en
cancer de mama, existe una regulacién cruzada entre los sistemas de crecimiento
relacionados con el receptor de estrégeno y erbB-2'*° . Se ha observado que el
gen c-erbB-2 es sensible a la hormona. De hecho, las células MCF7 cultivadas en
presencia de estrogeno no expresan niveles detectables de p185 pero si tras la
retirada de la hormona del medio de cultivo, indicando una regulacion negativa de
la trascripcion genética por parte de las hormonas. Asi en tumores RE+ la
expresion del gen c-erbB-2 puede ser parcial o completamente suprimida por los
estrégenos. La Heregulina, el factor de crecimiento relacionado con erbB-2, induce
una disminucion de los niveles de receptor estrogénico, y modula su actividad en
células de cancer de mama . La transfeccion del oncogén erbB-2 en células de
cancer de mama dependientes de estradiol hace que adquieran la independencia
hormonal in vitro e in vivo . Por otra parte, el estradiol reduce la expresion de erbB-

2 in vitro, mientras que el tamoxifeno la induce™° .

Liu et al®® demostraron que la tranfeccién de c-erbB-2 a lineas celulares de

carcinoma de mama dependientes de estrégeno reducia la dependencia hormonal
de las mismas. Ha sido observado que la transferencia de cerbB-2 a células en
cultivo en presencia de hormonas tenia una fuerte inhibicién del crecimiento de las
mismas, que se bloqueaba en la fase G1 del ciclo celular y las células
sobreexpresaban p21, una molécula asociada con induccion de la diferenciacion y
bloqueo de la proliferacion. Si estas observaciones las aplicamos a tumores in
vivo, entonces p185 puede acutar induciendo proliferacion unicamente en casos
con RE- o en pacientes postmenopausicas porque disminuye la produccion
hormonal. En pacientes premenopausicas tumores que sobreexpresan la
oncoproteina y son RE + son tan agresivos como los tumores RE-, lo que
probablemente refleja el hecho de que c-erbB-2 puede obviar la proliferaciéon
mediada por RE y llevar a un fenotipo mas agresivo.

Varios grupos de trabajo han intentado demostrar que los tumores que
sobreexpresan c-erbB-2 no responden a terapia hormonal. Dos extensos estudios
randomizados (SWOG y CALGB) han fallado al intentar demostrar la asociaciéon
entre c-erbB-2/RE+ y hormonorresistencia. Dichos estudios han ofrecido dificultad
en la interpretacion de datos debido a que no tenian un grupo control de pacientes
no tratadas. Un estudio reciente de Carlomagno et al'’! | que incluye un grupo
control, ha demostrado que los casos c-erbB-2 + no sé6lo no responden a
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hormonoterapia, sino que ademas el tratamiento fue perjudicial en las pacientes
tratadas ya que presentaron una supervivencia significativamente menor que las
pacientes no tratadas c-erbB-2 +. En estas series, la sobreexpresion de cerbB-2
fue mejor predictora de la respuesta a la terapia endocrina que el propio receptor
hormonal.

El mecanismo por el que el tamoxifeno produce este efecto en los tumores
c-erbB-2 + es desconocido. Una posibilidad es que estimularia el sistema de
erbB-2. De hecho, los estrogenos pueden unirse al dominio extracelular de c-erbB-
2 y el tamoxifeno puede inhibir esta union, lo que sugiere que el tamoxifeno puede
también unirse al c-erbB-2.

Otra posibilidad es que los tratamientos contra erbB-2 (como el anticuerpo
monoclonal Herceptin) estimulen el sistema de crecimiento relacionado con el
receptor de estrogeno, aunque estos experimentos no se han realizado. Algunos
estudios han mostrado que la eficacia del tamoxifeno adyuvante en el cancer de
mama operado se ve comprometida en las pacientes con expresion erbB-2 . Otros
estudios no han observado esta asociacion, aunque en un contexto metodoldgico
muy cuestionable.

Dos estudios clinicos parecen demostrar la relacion entre ERB-2 y
resistencia a la hormonoterapia:

¢ El primero de ellos observd que, en 30 pacientes con receptores estrogénicos
positivos, la respuesta a tamoxifeno disminuia del 48% cuando ERB-2 era
negativo, al 20% cuando ERB-2 era positivo'? .

¢ El segundo estudio, ha demostrado de manera mas convincente la implicacidon
de ERB-2 en la resistencia a antiestrogenos en humanos. En el curso de un
ensayo clinico randomizado entre los farmacos tamoxifeno y droloxifeno en
300 pacientes con cancer de mama avanzado, se recogieron muestras de
suero, y se determinaron los niveles circulantes de la oncoproteina ERB-2. Se
hallé una diferencia significativa en los niveles de respuesta a cualquiera de los
dos antiestrogenos y los niveles circulantes de ERB-2, de manera que las
pacientes con niveles bajos de ERB-2 tuvieron un 41% de respuestas, mientras
que solamente un 21% de las pacientes con niveles elevados de ERB-2
presentaron respuesta (p= 0,004)"2 .

En las pacientes tratadas con tamoxifeno para enfermedad avanzada se ha
encontrado en algunos estudios que la relacién predictiva de la sobreexpresion del
erbB-2 no esta presente: a mayor sobreexpresidn no hay peor respuesta a
tamoxifeno '°*""'. En cambio, Wright y col'’?, en una serie pequefa si encontraron
correlacién negativa "°°.

Se han publicado siete estudios en cancer avanzado de mama que
correlacionan la eficacia del tratamiento hormonal con la expresion de erbB-2.
Cinco de estos estudios han evaluado erbB-2 mediante inmunohistoquimica en
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muestras tumorales, y 2 estudios han estudiado los niveles de erbB-2 en el suero
mediante ELISA (tabla 17).

Aunque algunas de estas investigaciones se han realizado en el marco de
estudios prospectivos de tratamiento, ninguno de los estudios ha realizado las
determinaciones de erbB-2 de manera prospectiva, y por lo tanto la interpretacion
esta sujeta al influjo de posibles sesgos. Sin embargo, es destacable que todos los
estudios clinicos, salvo uno, han mostrado que existe una asociacion entre la
expresion de erbB-2 y la eficacia de los tratamientos hormonales. La diferencia
entre la respuesta clinica al tamoxifeno u otros tratamientos endocrinos es, en
general, dramatica, y en varios de los estudio clinicos la eficacia de la
hormonoterapia en las pacientes con sobreexpresion de erbB-2 es de la mitad o
menos de la mitad que en las pacientes sin sobreexpresiéon de erbB-2.

Respuesta clinica

Autor N |Muestra Farmaco ErbB-2 ErbB-2 Significacion
negativo positivo de
positividad

Wright 72 Tumor Tamoxifeno 37% 7% Peor respuesta
Newby 34 Tumor Tamoxifeno 40% 0% Peor respuesta
Houston 241 Tumor Tamoxifeno y otros |56% 38% Peor respuesta
Klijn 292 Tumor Tamoxifeno 43% 12% Peor respuesta
Elledge 205 Tumor Tamoxifeno 57% 54% No
Leitzel 300 Suero Megestrol/fadrozol |41% 21% Peor respuesta
Yamauchi 122 Suero Droloxifeno 56% 10% Peor respuesta

Tabla 17.- Eficacia del tratamiento hormonal en cancer avanzado de mama en relacion con la
expresion de erbB-2.

Los datos disponibles sugieren que c-erbB-2 probablemente puede ser un
parametro de seleccion de aquellas pacientes que se beneficiarian de
hormonoterapia. Los ensayos clinicos en los que esta modalidad terapeutica es
utilizada en funcién de la sobreexpresion de c-erb-B2 estdn en marcha y podran
ayudar a definir la utilidad de éste parametro en la planificacion del tratamiento.

En pacientes tratadas con acetato de megestrol o con fadrozol, como
segunda linea de hormonoterapia, que tenian niveles elevados de la proteina
erbB-2 al diagnéstico de la enfermedad (determinada en tejido y en suero), se ha
observado un peor pronostico, estimado como menor tiempo a la progresion (11.6
meses vs. 15.5 meses) y peor supervivencia global .
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Considerando c-erbB-2 factor predictivo de la terapia contra el cancer
de mama, podemos concluir que:

1. C-ERBB-2 Y QUIMIOTERAPIA.

¢ Los estudios en cancer metastasico son metodolégicamente mas apropiados
que los estudios adyuvantes en los que se puede realizar solamente una
estimacion indirecta de la relacion entre la eficacia del tratamiento y la
expresion de c-erbB-2, mientras que en los primeros se puede estudiar
directamente la asociacion entre la expresion del neu y la sensibilidad al
tratamiento.

¢ En general, las investigaciones muestran que la expresion de c-erbB-2 se
asocia con la resistencia al tratamiento de quimioterapia. Sin embargo, no
puede afirmarse con los datos disponibles sobre CMF y CAF que la expresion
de c-erbB-2 pueda ni deba ser un factor de seleccion de los farmacos de
quimioterapia en el tratamiento adyuvante del cancer de mama, aunque por lo
publicado hasta ahora las pacientes con c-erbB-2 positivo parecen responder
mejor a taxanos y altas dosis de antraciclinas que al tratamiento convencional
con CMF.

2. C-ERBB-2Y TRATAMIENTO HORMONAL.

+ Existen suficientes evidencias para indicar que la sobreexpresion de ERB-2
puede indicar también resistencia a la hormonoterapia.

¢ Los datos disponibles sugieren que c-erbB-2 probablemente puede ser un
parametro de seleccion de aquellas pacientes que se beneficiarian de
hormonoterapia. Los ensayos clinicos en los que esta modalidad terapeutica es
utilizada en funcidén de la sobreexpresion de c-erbB-2 estdan en marcha y
podran ayudar a definir la utilidad de éste parametro en la planificacién del
tratamiento.
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Después de analizar de forma detallada algunos de los numerosos estudios
realizados sobre el marcador biolégico c-erbB-2, podemos realizar las siguentes
consideraciones ',

Los factores prondsticos que estan bien establecidos en el cancer de mama, son
afectacion ganglionar, tamano del tumor, grado histolégico y nuclear y tipo
histologico. Los unicos marcadores biolégicos validados desde el punto de vista
estadistico que predicen la respuesta al tratamiento hormonal son los receptores
de estrégenos y progesterona.

El uso de un marcador biol6gico debe tener implicaciones clinicas basadas en la
evidencia, es decir su uso debe estar basado en estudios que evaluen su utilidad
clinica por su poder de predecir el prondstico de la paciente o su respuesta a
determinados tratamientos. Estos estudios deben llevarse a cabo en poblaciones
de pacientes bien definidas (idealmente pacientes sin tratamiento cuando
evaluamos la utilidad pronéstica o estudios randomizados entre dos diferentes
tratamientos cuando evaluamos la utilidad predictiva del marcador).

Esta ampliamente reconocido que muchos estudios sobre marcadores biolégicos
no cumplen estos criterios.

Los estudios deben realizarse en pacientes que no han recibido quimioterapia
adyuvante debido a que algunos marcadores como HER2 estan implicados en la
respuesta al tratamiento.

Los estudios que incluyen dos brazos de pacientes, tratadas y no tratadas,
pueden llevar a confusion ya que, al influir HER2 tanto en el prondstico como en
la prediccion de respuesta a tratamiento, es dificil evaluar los efectos prondsticos
unicamente. Finalmente, el marcador debe conferir suficiente efecto en términos
de riesgo relativo para tener trascendencia en el manejo clinico. Por ejemplo, en
una paciente con un riesgo relativo de recurrencia de un 10% (estimado en base
al tamano tumoral y al numero de ganglios positivos), el conocimiento de un
marcador adicional con un riesgo relativo de 2 y que se encuentre en un 50% de
pacientes permitiria discriminar un subconjunto de pacientes con un 6.7% y
13.3% de riesgo de recurrencia.Esta diferencia en el prondstico puede influir en
las decisiones clinicas, mientras que un riesgo relativo de 1.3 (que dividiria a los
pacientes en dos grupos de 8.7% y 11.3% de riesgo), puede que no.
Aproximadamente un 25% de pacientes con cancer metastasico de mama tienen
amplificacion/sobreexpresion de HER 2.

Asi, para una poblacion con un riesgo de resultado negativo de un 10%, si la
amplificacion/sobreexpresiéon de HER2 confiriera un alto riesgo relativo de 2 para
un resultado negativo, el analisis de HERZ2 permitiria la identificacion de
subconjuntos de pacientes con 8% y 16% de riesgo. Marcadores como c-erbB-2,
que se encuentran sobreexpresados en solo algunas pacientes, pueden tener
mas utilidad en seleccionar pacientes con mal prondstico que pacientes con un
pronostico mejor que la media.
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V. Significado prondstico de HER : El primer estudio publicado por Slamon et al en

1987 revel6 que HER 2 era un factor independiente para predecir la
supervivencia global y el periodo libre de supervivencia en analisis multivariante
en pacientes con ganglios positivos. Desde entonces muchos estudios han
demostrado esta primera conclusion de Slamon. Recientemente se ha informado
de que la baja expresion de mRNA puede predecir mal prondstico en el cancer
de mama'®. La proteina de HER2 puede ser detectada mediante
radioinmunohistoquimica. Utilizando esta técnica, el 85% de los canceres de
mama muestran niveles de la proteina antes que las células normales de la
mama, con una distribucion bimodal. Un 25% de los canceres expresan
verdaderos niveles elevados de la proteina y todos ellos tienen también
amplificacion. La proteina es indetectable en un 15% de los tumores y el 60%
restante presenta sobreexpresion de la proteina pero con niveles
significativamente menores que los tumores que tienen amplificacion. Las
pacientes con amplificacién en ausencia de sobreexpresion de la proteina tienen
peor prondstico que el resto.
La deteccion de pequefios tumores con ganglios negativos es cada vez mas
frecuente debido a la aparicibn de programas de screening. Aunque estas
pacientes tienen buen prondstico, aproximadamente un tercio desarrolla
metastasis a distancia. En esta direccion van encaminados todos los esfuerzos
actuales: se intenta encontrar los marcadores que detecten qué pacientes con
ganglios negativos tienen mas riesgo de desarrollar recidiva y/o metastasis y por
tanto pueden beneficiarse de quimioterapia postoperatoria. Los estudios
realizados con HERZ2 en estas pacientes han mostrado resultados muy
contradictorios, probablemente debido al bajo numero de pacientes evaluadas y
a la gran diversidad tanto de métodos de estudio de HER2 como de definiciones
de positividad o negatividad del mismo.

Actualmente, la medida de este marcador exclusivamente para
dilucidar el prondstico en pacientes con axila negativa no esta justificado de
rutina, y se requieren evaluaciones mas rigurosas y homogéneas entre los
diferentes grupos de investigacion.

Es muy probable que HER2 pueda ser utilizado para determinar
el potencial invasivo del carcinoma ductal in situ (CDIS), ya que se ha observado
que su sobreexpresion es mas frecuente en tumores de alto grado y tipo
comedo. La mortalidad del CDIS es muy baja si se trata con mastectomia y
parece ser que el HER2 puede convertirse en un arma importante que nos
permita detectar qué pacientes se beneficiarian de un tratamiento mas agresivo y
por tanto disminuir el riesgo de recidiva local y progresion a cancer invasivo.

VI. Prediccion de respuesta al tratamiento:

A.-Tratamiento hormonal: los estudios realizados in vitro sugieren que existe una
asociaciéon entre HER2 positivo y resistencia a tramiento hormonal.

Aunque en la mayoria de estudios realizados existe alguna evidencia de
que el status de HER2 es un posible indicador de hormono-resistencia, los datos
son contradictorios. La respuesta solo puede obtenerse mediante un estudio
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prospectivo a gran escala y prolongado en el tiempo comparando a pacientes que
reciban o no tamoxifeno en funcién del HER2. Sin embargo, si existe una
correlacion inversa entre los receptores estrogénicos y HER2, debemos estudiar la
respuesta al tratamiento teniendo en cuenta ambos marcadores bioldgicos. Se
estima que aproximadamente un 15% de las pacientes con receptores de
estrégenos positivos poseen también HER2 positivo. En una poblacion total de
1000 pacientes con RE+, si dividimos en dos brazos en funcién de que reciban o
no tratamiento las pacientes con ambos marcadores positivos (para evitar el sesgo
que supondria RE+), tendriamos aproximadamente 75 pacientes por grupo,
siendo un tamano muestral muy pequeno para estimar el factor predictivo.

B.- Tratamiento quimioterapico:

-CMF: todos los datos disponibles indican que HER2 puede ser utilizado
para seleccionar aquellos pacientes que no se van a beneficiar del tratamiento con
estos farmacos, aunque hay que tener presente que todos los estudios se basan
en analisis retrospectivos no validados con analisis prospectivos que contengan un
suficiente numero de pacientes que hagan los resultados estadisticamente
significativos.

-ANTRACICLINAS: existen amplios y rigurosos estudios que indican que
existe una relacion entre la respuesta a regimenes terapéuticos basados en
antraciclinas y HER2, como CALGB, NSABP o SWOG.Parece que aquellos
tumores que sobreexpresan HERZ2 son mas sensibles a dosis altas de
antraciclinas que los que son negativos para este marcador. Otros estudios no han
mostrado esta asociacion, pero hay que apuntar que son estudios mas pequenos,
menos rigurosos y con menos poder estadistico.

-HERCEPTIN: desde que ha sido aprobado por la FDA el anticuerpo
monoclonal anti c-erbB-2 para pacientes con HER2 positivo y cancer de mama
metastasico, se abre un nuevo debate sobre la conveniencia de realizar la
medicion de este marcador de rutina en el diagndstico inicial del cancer, ya que se
ha demostrado que la quimioterapia no altera su expresion y asi dispondriamos de
sus niveles cuando progresara la enfermedad. Se esta dando especial atencion al
hecho de que la combinacién de este tratamiento y el taxol en el cancer
metastasico parece tener mejores resultados que el taxol en terapia unica.

VIIl. ; Cuando se debe determinar C-ErbB2?

Si el objetivo de determinar HER2 es que pueda ser utilizado como guia
prondstica y terapéutica, ésta debe realizarse lo mas precozmente una vez
realizado el diagnéstico de cancer, aunque la ausencia de su determinacién en el
diagnostico no debe ser Obice para su determinacion en tejidos archivados una
vez que progrese el cancer, ya que ha demostrado ser muy util para la toma de
decisiones en el cancer metastasico.
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VIIl. ;Cdmo debemos medir C-erbB2?

A. Para el estudio de la amplificacion del gen FISH es el método mas
conveniente. Es una técnica muy sensible y especifica, estandarizada, y es capaz
de detectar c-erbB-2 en muestras de tejidos muy pequefias, aunque aun no se ha
establecido el punto de corte de positividad o negatividad de forma generalizada.
Ademas es una técnica que no esta al alcance de todos los laboratorios. Esta
técnica ha sido aprobada en Estados Unidos para evaluar el riesgo de recurrencia
en pacientes con ganglios negativos.

B. Las técnicas de PCR estan aun en desarrollo.

C. La IHQ es la mas ampliamente utilizada actualmente para evaluar el
CerbB2. Es especifica, rapida, requiere menos pasos que FISH y puede estar
presente en un mayor numero de laboratorios mas modestos. El mayor
inconveniente de esta técnica es el confuso estado de la literatura debido a que
cada grupo ha utilizado diferentes anticuerpos y diferentes sistemas de medida
para interpretar los resultados. Un nuevo kit, el HERCEP TEST ha sido aprobado
por la FDA para la evaluacion del pronostico y la eleccion entre las diferentes
opciones terapéuticas en las pacientes con HER 2 positivo.

La adopcién de un método estandar por todos los laboratorios permitira
poder comparar los resultados entre diferentes centros y asi conseguir muestras
de pacientes lo suficientemente numerosas para poder establecer datos definitivos
estadisticamente significativos.

Por tanto, podemos concluir que c-erbB-2 parece ser un buen indicador de
mal pronéstico, de tumores mas agresivos, con menor supervivencia e
intervalo libre de enfermedad, asi como tener capacidad de resistencia a
ciertas terapias convencionales y mayor sensibilidad a otros como las
antraciclinas. Asi puede ser de gran utilidad en la valoracion integral del
cancer de mama evaluado junto con otros marcadores biolégicos, como RE
Y RP. El desarrollo de una técnica de laboratorio simple y estandarizada se
hace imprescindible para introducir este parametro en el estudio rutinario de
todas las mujeres con cancer de mama, asi como para poder evaluar de
forma rigurosa las implicaciones pronédsticas y predictivas del mismo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipdtesis y Objetivos

I.-HIPOTESIS

o Existen evidencias de que es la asociacion de factores prondsticos y
predicivos, configurando el denominado fenotipo tumoral, y no de factores
independientes la que confiere el perfil prondstico en el carcinoma ductal
infiltrante de mama.

° En pacientes con carcinoma ductal infiltrante de mama la amplificacion de
HER-2/neu produce una sobreexpresion de la oncoproteina que podria
asociarse a un peor pronostico de la enfermedad, asi como la resistencia a
tratamientos hormonales y quimioterapicos.

o En pacientes con carcinoma ductal infiltrante de mama el estado de los
receptores hormonales, la pérdida de diferenciacion, asi como la
inactivacion de genes supresores de tumores, medidos por técnicas
inmunohistoquimicas, afectan al prondstico de la enfermedad.
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I1.-OBJETIVOS

o Describir las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e histoldgicas de las
pacientes con carcinoma ductal infiltrante de mama en nuestra poblacién

o Correlacionar los factores pronosticos (categorias | y 1l) con la
sobreexpresion de C-erb-B2.

. Correlacionar los factores prondsticos (categorias | y Il) con el estatus de
los receptores hormonales, P53 y Ki67.

. Evaluar la supervivencia global, el intervalo libre de enfermedad y el

intervalo de recidiva loco-regional en pacientes con cancer de mama tratadas
en relacién a la expresion de receptores de hormonas esteroideas, p53, Ki 67 y
cerbB2 estudiados por técnicas inmunohistoquimicas.

. Establecer mediante analisis multivariante perfiles de pacientes en funcion

de factores de orden predictivo y prondstico, analizando la supervivencia global
y el tiempo libre de enfermedada en cada uno de los perfiles.
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II1.-MATERIAL Y METODOS

1.- AMBITO DE ESTUDIO

Estudio epidemioldgico observacional descriptivo de una muestra de 121
mujeres del Area Sur de Sevilla (Area Hospitalaria de Valme) con diagnéstico de
carcinoma ductal infiltrante de mama durante el periodo de inclusién establecido
atendidas en la Unidad de Patologia Mamaria de nuestro hospital.

2 .- PERIODO DE ESTUDIO

El periodo de inclusién de pacientes fue desde Enero de 1999 a Octubre
de 2002

El tiempo de seguimiento ha sido hasta agosto de 2004 , con un Tiempo
maximo de seguimiento de 65 meses (5,4 afios) y un Tiempo medio de
seguimiento de 50 meses (4,16 afos).

3.- POBLACION DE ESTUDIO

3.1.-CRITERIOS DE INCLUSION

. Mujeres de cualquier edad, con tumor primario de mama susceptible de
tratamiento quirurgico y sin evidencia de enfermedad diseminada

. Pruebas complementarias realizadas en nuestro Hospital, en la Unidad de
Patologia mamaria.

. Diagnostico de cancer de mama confirmado postquirurgico.

. Tejido tumoral valido para el analisis anatomopatolégico concluyente y
aplicacion valida de los tests para el analisis de c-erb-B2.

. Seguimiento postquirdrgico en consultas externas de nuestro hospital
(Unidad de Patologia Mamaria)
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3.2.-CRITERIOS DE EXCLUSION

. Mujeres en las que esté contraindicada la cirugia como tratamiento inicial,
bien por criterios puramente meédicos, o bien por tratarse de un cancer de mama
localmente avanzado.

. Pacientes sometidas a tratamiento quimioterapico previo a cirugia

. Pacientes en las que el analisis de algunos de los parametros considerados
fundamentales para este estudio (p53, ki-67,c-erb-B2, numero de ganglios, Score
de Bloom-Richardson) hayan sido no concluyentes.

3.3.-MANEJO CLINICO DE LAS PACIENTES

Se ha elaborado una base de datos elaborada mediante programa informatico con
Microsoft Access 2000, con las siguientes categorias:

e Datos generales:

Fecha de nacimiento

Menopausia

Anos de seguimiento ginecoldgico

Paridad

Edad del primer hijo

Lactancia

Antecedentes personales de cancer.Tipo
Antecedentes familiares de cancer. Tipo. Linea familiar

e Anatomia Patolégica:

hl
2
=

PAAF

Tipo histoldgico

Componente de comedocarcinoma
Score de Bloom-Richardson
Receptores estrogénicos
Receptores progestagénicos

Ki-67

P-53

C-erb-B2

Gglios infiltrados

T:tamano tumoral
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¢ N:ganglios linfaticos afectados clinicamente
e M:metastasis a distancia

Senografia
o Imagen senografica
o Existencia de adenopatias visibles en senografia
o Ecografia mamaria complementaria
o Anos de seguimiento senografico pre-diagnéstico

Cirugia

Cirugia radical ( Madden)
Cirugia conservadora
Linfadenectomia

Ganglios aislados en cirugia

Tratamiento
e Quimioterapia adyuvante :CMF,CAF,antraciclinas y taxol,epirrubicina
y genoxal
e Hormonoterapia: tamoxifeno, anaglogos de GnRh, ambos,inhibidores
de la aromatasa
e Radioterapia
¢ Radioterapia ovarica

Evolucién

Fecha de diagndstico clinico

Fecha de diagnéstico definitivo

Fecha de cirugia

Fecha de inicio y finalizacion de quimioterapia
Fecha de inicio y finalizacion de radioterapia
Periodo libre de enfermedad

Meses de remisién parcial

Meses de remisién completa

Fecha de recidiva

Fecha de ultima revisién

Supervivencia global

Fecha de muerte

4 .- ESPECIMENES

4.1.-Procesamiento de los especimenes para estudio histolégico.

El procesamiento histolégico es el conjunto de procedimientos que se
realizan con objeto de obtener de los especimenes las preparaciones histologicas
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adecuadas para su estudio microscopico. La secuencia de procedimientos
realizados en este proceso es la siguiente:

e Secuencia en el procesamiento de los especimenes para su estudio histoldgico
e Fijacion
e Muestreo
¢ Inclusion de muestras
e Encastramiento de muestras
Realizacion de cortes histolégicos
Ejecucion de la tincidn histologica

4.1.1.-Fijacion del espécimen

Tiene por objetivo fundamental bloquear los fendmenos de autolisis y

degradacion tisular , asi como de forma secundaria evitar artefactos en las
muestras, mantenerlas en condiciones Optimas de conservacion y evitar
contaminaciones del personal que las manipula.
Elegimos como liquido fijador una solucion tamponada de formalina al 10 %. Se
trata de una solucién simple, cuyo agente fijador es el formaldehido. En estado
puro, el formaldehido es un gas de facil disolucién en agua. La formalina pura o
formol es la solucion en la que el formaldehido esta disuelto en agua en torno a
una concentracion del 40% y estabilizado con metanol.

El formaldehido actua mediante la reticulacion de las proteinas, es decir,
induciendo la rotura de los puentes de hidrégeno determinantes de la estructura
helicoidal de las proteinas y facilitando la posterior formaciéon de una malla
reticular de polipéptidos por asociacibn quimica entre grupos activos
desenmascarados por el fijador. Posee una rapida capacidad de penetracion en
los tejidos , provoca escasa retraccion tisular sin endurecer excesivamente los
tejidos y permite la realizacion de la mayor parte de las tinciones convencionales e
inmunohistoquimicas que se emplean en Anatomia Patoldgica , especialmente
tras la incorporacion de los métodos de desenmascaramiento antigénico. La
utilidad de usar formol tamponado es prevenir los cambios osmaticos derivados de
la disolucién de formalina en agua destilada y evitar la aparicion de depdsitos de
pigmento formdlico que ocurre a pH menor de 6.

Como fijador, el formaldehido se emplea al 4% , obtenido de diluir 1 parte
de formalina en 9 de agua o de la solucién salina o tamponada que se elija.la
férmula de preparacion de la soluciéon tamponada de formalina al 10% empleando
el tampon fosfato calibrado a pH 7.0-7.2 es la siguiente (preparacion de 1 litro) : 1)
formalina pura 100 ml. 2) fosfato so6dico monohidrato 4 gr. 3) fosfato sodico
dibasico (anhidro) 6,5 gr. 4) agua destilada= 900 ml.

Para evitar autolisis, los especimenes han de ser introducidos en el liquido
fijador lo antes posible tras su extraccion. Los de tamafio mayor de 1 cm, con el
objeto de la correcta penetracion de la solucion fijadora en los tejidos, han de ser
seccionados previamente en lonchas de 0,5 cm de espesor maximo. El espécimen
se introduce durante 18-24 horas a temperatura ambiente en un frasco
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herméticamente cerrado conteniendo la solucién tamponada de formalina al 10%
en una relacioén 1:20, es decir, 1 unidad de tejido por cada 20 unidades de liquido
fijador. Para biopsias pequefias es recomendable un periodo de fijacion menor,
entre 4-8 horas. Habra que tener en cuenta que periodos excesivamente largos de
fijacion pueden producir dafios irreversibles para técnicas de inmunohistoquimica.

4.1.2.-Muestreo del especimen

Tras completar el examen macroscépico una vez fijado el espécimen, se
procede a la toma de muestras representativas para su estudio histolégico
mediante microscopia Optica.estas muestras representativas del espécimen son
las que van a seguir los siguientes procedimientos técnicos hasta convertirse en
preparaciones histoldgicas.

Si el espécimen es pequefio se procede a su inclusion total como una séla
muestra. En especimenes mayores, se obtienen con bisturi de hoja de metal un
numero estandarizado de muestras. Cada una de ellas debe de tener un espesor
aproximado de 3 mm y habitualmente una morfologia rectangular con unas
dimensiones de hasta 2,5 cm x 2 cm de ejes maximos. El protocolo de muestreo
de éstos se expone a continuacion:

El protocolo de muestreo para el estudio histologico de los especimenes

mamarios con carcinoma infiltrante primario de mama, lo exponemosa
continuacion:

a).-Biopsia incisional de lesion palpable

e Especimenes pequefios (que ocupan hasta 5 bloques): Inclusion total.
e Especimenes mayores: Inclusién de al menos dos tercios del tejido mamario

(excluido el tejido adiposo). Al menos 3 bloques del tumor. Representacién de al
menos un bloque por cm de cualquier otra lesidon macroscopicamente visible.

b).-Biopsia excisional de lesion palpable

e Especimenes pequefios (que ocupan hasta 5 bloques): Inclusion total( con los
margenes del espécimen tefidos con tinta India).

e Especimenes mayores: Inclusion de al menos dos tercios del tejido mamario
(excluido el tejido adiposo). Al menos 3 bloques del tumor .Representacién de al
menos 1 bloque por cm de cualquier otra lesiobn macroscopicamente visible.
Inclusién total de los margenes quirurgicos (con los margenes del espécimen
tefidos con tinta India). En caso de presencia de piel en el espécimen,
representacion de cualquier lesion macroscopicamente visible y un bloque de piel
macroscopicamente normal.las lumpectomias y cuadrantectomias pueden ir
acompanadas de linfadenectomia axilar (véase apartado de mastectomia)
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c).-Excision de lesion no palpable detectada por mamografia

e Inclusion total (con margenes del espécimen tefiidos con tinta India).

d).-Mastectomia

e Tumor: al menos 3 bloques
e Cuadrantes mamarios: 1 bloque por cada cuadrante (CSE,CSI,CIE,CII).

e Muestreo adicional de cualquier lesion identificada macroscépicamente
(orientativamente 1 bloque por cm de cada lesién).

e Tumorectomia intraoperatoria: 2 bloques de tejido pericavitario.

e Pezén: 1 bloque. Muestreo adicional de cualquier lesion identificada
macroscopicamente (orientativamente 1 bloque por cm de cada lesion).

e Ganglios linfaticos axilares: 1 corte de cada uno de los ganglios identificados
(con representacion del tejido adiposo periganglionar).

e Ganglios interpectorales (de Rotter): 1 corte por cada uno de los ganglios
identificados (con representacion del tejido adiposo periganglionar).

4.1.3.-Inclusion de muestras

Consiste en la sustitucion del agua tisular por otro medio liquido capaz de
soloidificar en las condiciones adecuadas de temperatura, con objeto de
proporcionar a la muestra la consistencia adecuada para poder obtener los cortes
histologicos.

El medio elegido es la parafina. La inclusidén en parafina requiere tres
pasos:

1.- Deshidratacién del tejido : eliminacion completa del agua del espécimen. Para
ello se emplean una serie de alcoholes de gradacidn ascendente. El alcohol
elegido es el metanol.

2.-Aclaramiento o desalcoholizacion: debido a que el alcohol no es miscible en
parafina , se debe eliminar el alcohol sustituyéndolo por otro medio miscible en
parafina. El medio elegido es el xileno (dimetil benceno).
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3.-Infiltracion del tejido en parafina. Se emple6 una parafina dura con un punto de
fusion a 56-58 °C.

4.1.4.-Encastramiento de las muestras

Consiste en la confeccion de bloques solidos de tejidos adecuados para la
posterior obtencion de los cortes histoldgicos. Los bloques estan constituidos por
el tejido y su medio de inclusion (parafina).

Sobre la placa caliente se coloca cada muestra de tejido en un molde
metalico, se orienta en el molde y se rellena el molde dispensando parafina (que
es liquida a esta temperatura). Tras la confeccion de los bloques de parafina ,
éstos se enfrian lentamente a 10-15 °C sobre una placa fria para conseguir la
solidificacion optima del bloque.

4.1.5.-Realizacion de cortes histoléogicos

Se empled un microtomo de rotacion modelo Leica RM 2035. los cortes se
realizaron con un espesor de aproximadamente 5 micras. Los cortes obtenidos de
cada bloque fueron seleccionados en un bafo de agua caliente a 45 °C y una vez
aplicados a los portaobjetos se secaron en estufa a 60 °C durante 15 minutos.

4.1.6.-Realizacion de las tinciones histologicas

La tincion empleada para el estudio histologico convencional fue la
Hematoxilina-Eosina (H-E). La hematoxilina es un colorante nuclear que se extrae
del arbol hematoxylon campechianum. E| agente colorante es la hemateina, que
se produce tras la oxidacion de la hematoxilina. La hemetoxilina de Harris es un
método regresivo en el que el primero todas las estructuras tisulares (nucleares y
citoplasmicas) son tefiidas con la hematoxilina y posteriormente se procede a una
decoloracion o “azuleamiento de la hematoxilina” en la que se obtiene la
coloraciéon nuclear deseada. Habitualmente, la hematoxilina se emplea
conjuntamente con un colorante citoplasmico en los estudios histologicos
convencionales. La eosina es el colorante citoplasmico mas extendido en su uso.

El método empleado es el de hematoxilina de Harris y eosina. Los nucleos
contienen una coloracién azul y los citoplasmas y restantes estructuras una
coloracion del rosado al rojo.

La ejecucion de la tincion H-E es la siguiente:
. Solucién de hematoxilina de Harris
. Solucién de eosina
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. Etanol acido al 1%
. Agua corriente (como solucion de azuleamiento).

4.2.-Procesamiento de los especimenes para estudios Inmunohistoquimicos

El estudio IHQ para la demostracion de la sobreexpresion de la oncoproteina
HER-2 fue realizado sobre muestras fijadas en formalina e incluidas en parafina.la
secuencia de los procedimientos técnicos empleados puede dividirse en dos
partes. La primera parte esta constituida por los procedimientos que abarcan
desde la fijacion del tejido hasta la confeccion de los cortes histologicos. Estos
pasos se realizaron igual a la empleada con las muestras destinadas al estudio
histolégico convencional. La segunda parte la forman los procedimientos
especificos de las técnicas de IHQ.

4.2.1.-Procesos que abarcan desde la fijacion del espécimen hasta la
preparacion de los cortes histolégicos:

Las muestras detinadas al estudio IHQ fueron tomadas habitualmente en el
propio acto de estudio intraoperatorio de la pieza quirurgica ,para comenzar de
inmediato su proceso de fijacion. Se obtuvo una muestra de cada espécimen
destinada al estudio IHQ. En caso de tumores muy hetereogéneos se obtuvo mas
de una muestra por espécimen. La muestra destinada a estudio IHQ es
rectangular y de 3 mm de espesor, pero de menor tamafo que las destinadas al
estudio histolégico convencional, midiendo 1 cm 2 de superficie. Con ello se
facilita la técnica de IHQ al permitirse una mejor difusidon de los reactivos
inmunoldgicos en la preparacién histologica. Es recomendable que la muestra
incluya zona periférica del tumor , con objeto de valorar parénquima mamario no
tumoral como control in terno de la tincion.

Como ya se ha indicado, previamente a la ejecucion de la tincion IHQ, las
muestras para el estudio IHQ se procesaron de forma similar a como se
procesaron las muestras tomadas para el estudio histolégico convencional. Las
muestras se preservaron en formalina neutra tamponada durante un tiempo de 18-
24 horas en una relacion volumétrica de 20 unidades de volumen de liquido fijador
por cada unidad de volumen de la muestra seleccionada. Tras la fijacion en
formalina, las muestras se deshidrataron en una serie de alcoholes y xileno y se
infiltraron en parafina fundida mantenida a 60 °C, para seguidamente formar los
bloques mediante encastramiento en parafina. Los cortes histolégicos fueron
obtenidos mediante microtomo de rotacidn a aproximadamente 3 micras de
espesor.

Los bloques seleccionados para estudio IHQ de HER-2 asi fijados y
embebidos pueden mantenerse indefinidamente si se mantienen entre 15-25 °C.
Para la preservacion de la antigenicidad , los portas con las secciones de tejido
deben ser tefiidos dentro de las 4-6 semanas desde que se cortaron, con una
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temperatura de conservacion de entre 20-25 °C. Los portas empleados para las
técnicas de IHQ deben ser sialinizados.

Muestras citologicas: las muestras citolégicas destinadas a estudio IHQ
fueron fijadas en acetona al 100% y a 4 °C de temperatura. La acetona es un
fijador que actua por deshidratacion tisular. El protocolo de fijacion es el siguiente:
antes de fijar los extendidos citolégicos en acetona deben dejarse secar
completamente. Se sumergen en acetona durante 10 minutos y finalmente se
procede a su congelacion a 4 °C.

4.2.2.- Ejecucion de la técnica inmunohistoquimica

Para la deteccion de la sobreexpresion de la proteina HER-2 se selecciond
inicialmente el anticuerpo anti oncoproteina c-erb-B2 marca DAKO cddigo
N°.N1629 y el kit universal de visualizacién LSABOO marca DAKO N°. K0680.
posteriormente se sustituyd este sistema por el ensayo inmunohistoquimico marca
DAKO denominado DAKO HercepTest™ (codigo N°. K5204).

a).-Bases de la técnica de inmunohistoquimica

Se basa en la localizacion de un antigeno tisular mediante el empleo de un
anticuerpo contra ese antigeno y la posterior identificacion del lugar de la reaccion
antigeno-anticuerpo mediante el empleo de un enzima trazador. El enzima
trazador al actuar sobre el sustrato produce un efecto sobre una substancia
denominada cromégeno que precipita sobre el lugar de la reaccién antigeno-
anticuerpo de forma coloreada permitiendo visuallizar dicho tejido.

e Técnicas de inmunoperoxidasa : el trazador enzimatico mas empleado es
la enzima peroxidasa obtenida del rabano, que ha dado lugar a las
denominadas técnicas de inmunoperoxidadsa. La peroxidasa forma un
complejo con el sustrato perdéxido de hidrogeno (H202) y este complejo
reacciona con un donante de electrones para conseguir el producto final de
la reaccién: una molécula coloreada y agua(H20). Al no desaparecer el
enzima en esta reaccion , una sola molécula de enzima puede catalizar
muchas moléculas de sustrato , dando lugar a muchas moléculas de
producto coloreado y por tanto a una amplificacion en la sefnalizacion del
lugar donde se encuentra la unidn del antigeno-anticuerpo. Existen varios
cromoégenos, de los cuales el 3,3 tetracloruro de diaminobencidina (DAB) es
uno de los mas empleados. DAB produce un color marron y es insoluble en
alcohol. Su empleo permite que las laminillas puedan ser deshidratadas y
cubiertas con métodos convencionales de montaje.
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e Introduccién a los tipos de métodos IHQ: se denominan técnicas con
anticuerpos marcados a aquellas en las que el enzima trazador va unido de
forma covalente al anticuerpo.

Método directo: se denomina método directo cuando el enzima
trazador esta unido de forma covalente al anticuerpo dirigido contra
el antigeno tisular que se pretende detectar. En este método, se
realiza un unico paso que consiste en la aplicacion del anticuerpo
marcado sobre el tejido.

Método indirecto: en este caso el enzima trazador esta unido a un
segundo anticuerpo (anticuerpo secundario o puente) cuyo antigeno
es el anticuerpo (denominado anticuerpo primario) dirigido contra el
antigeno tisular. En eéste método, se aplica primero el anticuerpo
primario sobre el tejido y después el anticuerpo secundario marcado
contra el anticuerpo primario.

Técnicas con anticuerpos no marcados: se denominan a aquellas
técnicas en las que el trazador esta constituido por inmunocomplejos
formados por la enzima y anticuerpos dirigidos contran ella.

En el caso de la peroxidasa se denominan complejos
peroxidasa-antiperoxidasa (complejo PAP) y cada uno de ellos esta
constituido por tres moléculas peroxidasa y dos de anticuerpo anti-
peroxidasa. Para éste ultimo procedimiento son necesarios tres
anticuerpos y tres pasos. Primero se aplica el anticuerpo primario
contra el antigeno del tejido, después se aplica el anticuerpo
secundario (denominado anticuerpo puente porque esta dirigido
contra el anticuerpo primario y contra el complejo PAP) y, finalmente,
se aplica el complejo PAP.

El anticuerpo primario y el anticuerpo del complejo PAP proceden de
la misma especie, mientras que el anticuerpo secundario procede de
una especie animal distinta .

Los métodos de avidina-biotina emplean anticuerpos
marcados y se basan en | a gran afinidad que poseen entre si las
moléculas de avidina y biotina. La avidina es una molécula de alto
peso molecular que esta presente en la clara del huevo y en la
bacteria “streptomices avidinii”siendo denominada estreptavidina
cuando procede de la bacteria. Esta formada por cuatro subunidades
y presenta cuatro regiones de union a la biotina. La biotina es una
proteina de bajo peso molecular perteneciente al complejo B
(vitamina H) y que se encuentra en la yema del huevo. Puede
conjugarse con facilidad con anticuerpos y con enzimas trazadoras
mediante enlaces covalentes.ademas pueden unirse hasta 150
moléculas de biotina a un solo anticuerpo. Por ello el método del
complejo avidina-biotina (ABC) facilita una considerable amplificacién
en la senalizacion de la unidon antigeno-anticuerpo. Este método
incluye también tres pasos. En un primer paso se afade el antigeno
primario (que se une al antigeno tisular), en el segundo paso se
afiade un anticuerpo secundario marcado con biotina (se unira al
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anticuerpo primario), y en un tercer paso se afiade avidina con
peroxidasa (se forma el complejo avidina-biotina).

b).-Protocolo de desparafinado

Antes de comenzar la técnica de IHQ los cortes obtenidos de bloques de
parafina han de ser desparafinados e hidratados. El protocolo es como sigue:

1.- Colocar los portas con los cortes histolégicos en una estufa a 58 °C
(minimo 2 H;Preferible entre 16-24 H)

2.- Sacar los portas de la estufa y colocarlos en Xilol durante 15 min

3.- Escurrir. Pasar a etanol al 100% 5 min.

4.- Escurrir. Pasar a etanol al 70% 5 min.

5.- Escurrir. Colocar en agua.

6.- Escurrir y colocar el tiosulfato sédico al 5% unos segundos.

7.-Escurrir y colocar en agua.

c).- Desenmascaramiento antigénico

Durante el proceso de fijacidn tisular y sobre todo con el empleo de
fijadores cuyo mecanismo es el entrecruzamiento de las proteinas puede suceder
que algunos antigenos queden ocultos, fendmeno que se denomina
enmascaramiento antigénico. En el caso de la formalina se emplean puentes
metilo entre aminoacidos y polipéptidos dando lugar a una red formada por
diferentes proteinas y que bloquea el acceso a de los anticuerpos a sus epitopos
de los antigenos. El desenmascaramiento antigénico consiste en eliminar estos
enlaces producidos durante el proceso de fijacion para hacer de nuevo accesibles
los epitopos al anticuerpo.

El desenmascaramiento antigénico puede ser realizado mediante enzimas
(desenmascaramiento enzimatico) o bien mediante calor (desenmascaramiento
térmico), realizado mediante olla a presién,autoclave,
esterilizadores,vaporizadores o microondas.

d).-Bloqueo de enzimas endégenas

El uso de enzimas para la deteccion de la unién del antigeno al anticuerpo
obliga a inhibir las que existan previamente en el tejido para evitar una reactividad
falsa. Este hecho ocurre con el empleo de peroxidasa, enzima presente en los
tejidos. El bloqueo de la peroxidasa enddégena debe llevarse a cabo antes de la
incubacién con el anticuerpo que lleve esta enzima detectora. Para bloquear <la
actividad de la peroxidasa enddégena se recurre al propio sustrato de esta enzima,
ya que, mediante el principio de inhibicién del sustrato, al afiadir un exceso de
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perdéxido de hidrégeno la enzima peroxidasa endégena quedara inhibida. De esta
forma, mientras que en la solucion sustrato empleada para formar el cromégeno
se usa una concentracion de H202 al 3% en 10 mlk de solucion de tampodn
(0,03%), para eliminar la actividad peroxidasa enddégena se emplea una
concentracion de H202 al 3%, lo que representa un exceso de sustrato 100 veces
superior a la cantidad requerida para la reacciéon. Este exceso es suficiente para
inhibir irreversiblemente a la enzima.

4.2.3.- Procedimiento de deteccion de CerbB2 mediante LSAB

Anti-c-erb-B-2 No. N1629 (DAKO), es un anticuerpo de conejo anti c-erbB-2
oncoproteina humana que reconoce un epitopo en la parte citoplasmatica de la
oncoproteina de membrana c-erb-B2. Los sistemas de visualizacion
recomendados son DAKO LSAB®2 y DAKO En Vision™.

El sistema LSAB es una variante de la técnica avidina-biotina en la que un
anticuerpo secundario biotinilado reacciona con varias moléculas de estreptavidina
conjugadas con peroxidasa.

Se recomienda un tiempo de incubacién del anticuerpo primario de unos 30
minutos a temperatura ambiente. Para DAKO LSAB ® 2 (cod.K0680) el tiempo de
incubacion recomendado para el anticuerpo secundario y la enzima estreptavidina
son 30 minutos en cada uno de los pasos. Si se emplea 3,3-diaminobenzidina
tetrahidrocloro (DAB) como cromdgeno el tiempo de incubacién para el anticuerpo
primario y los siguientes pasos puede ser reducido a 10 minutos. El tiempo
recomendado de incubacion para DAB es de 5 minutos.

La secuencia de procedimientos que incluye la técnica empleada con LSAB
aparece reflejada a continuacion:

1.-Desparafinado y desenmascaramiento antigénico

2.-Bloqueo de Peroxidasa endégena

3.-Incubacién del anticuerpo primario (anti c-erb-B2)

4.-Incubacion del anticuerpo secundario (anticuerpo puente biotinilado)
5.-Aplicacién del sistema de visualizacion

6.-Aplicacién de la solucion cromégeno sustrato (diamonobenzidina)
7.-Contratincion (hematoxilina de Harris)

Tabla 18.- Técnica de LSAB.

Esquematicamente, representamos a continuacion el método LSAB de
visualizacion:
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Fig.30.- Método LSAB de visualizacion.

El primer paso antes de la realizaciéon del procedimiento para la deteccion
de c-erb-B2 mediante LSAB consiste en la presentacion del anticuerpo. La
presentacion incluye el anticuerpo primario y un control negativo que se sirven de
un modo prediluido:

a.- Presentacion del anticuerpo primario:
= 7ml del anticuerpo en 0,05 M de tampén Tris-HCL a pH 7,6
» Proteina transportadora
= 15 mm de azida sddica

b.- Presentacion del reactivo de control negativo:
= 5 ml de fraccion purificada de inmunoglobulina de suero no
inmunizado en 0,05 mM de tampdn Tris-HCL a pH 7,6
= proteina transportadora
= 15 mM de azida sodica

La ejecucién de esta tincion requiere ademas del siguiente material, el cual no se
suministra en el Kit comercial:

-Xileno

-Etanol al 100%

-Etanol al 95%

-Agua destilada
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-Solucidén de lavado sin azida sodica
-Limpiadores absorbentes

-Jarras de tincion

-Hematoxilina de Harris (contratincion)
-Hidroxido de aminio (37mM)

Se precisan ademas los siguientes reactivos, los cuales es conveniente
prepararlos previamente a la realizacion de la tincion:

-Soluciones de lavado: PBS,tampon 0,05 Tris-HCL o tampdn Tris
salino, a pH 7,2-7,6 ,sin azida sédica.

Para lavar el peroxido de hidrogeno, la solucion sustrato-cromégeno
y la contratincion puede usarse agua destilada.

Pueden almacenarse entre 2-8°C.

-Reactivo estreptavidina: Preperacion de 4ml (para 10-16 portas):

1.-Verter 4 gotas de 5% (tampon concentrado) en el tubo para
estreptavidina

2.-Anadir agua destilada hasta 4 ml
3.-Anadir 1 gota de 5b (concentrado de estreptavidina)

4.-Mezclar y aplicar al espécimen con la pipeta proporcionada en el
Kit

5.-Almacenar el sobrante a 2-8°C (maximo 14 dias).

-Solucién sustrato-cromégeno: es estable tan sélo dos horas por lo
que debemos prepararla inmediatamente antes de su uso.

Preparacion de 2ml (para 5-8 secciones histologicas 6 2-4 extendidos
celulares):

1.-Traspasar alicuotas de 2ml (cuantas sean necesarias) desde 7
(sustrato calibrado) al tubo calibrado de preparacion de cromégeno .

2.- Por cada 2 ml de tampodn afadir 1 gota de 6 (cromogeno de
AEC), y mezclar inmediatamente.

3.-Por cada 2ml de tampdn afadir 1 gota de 8 (sustrato perdxido de
hidrogeno), mezclar y afiadir al espécimen con la pipeta pasteurizada
proporcionada.

-Contratincion: se puede usar tanto una hematoxilina acuosa como
alcohdlica ya que DAB es insoluble en agua y alcohol. La de Mayer
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es Optima para contrateiir la preparacion.tras la contratincion se
lavan las muestras con agua destilada, después se pueden sumergir
en agua amoniacal al 37mM.

-Medio de montaje: se recomienda uno no acuoso permanente.

La ejecucion de la técnica es manual. El protocolo de la tincion (a
temperatura ambiente, 20-25°C) aparece reflejado en la siguiente tabla. Previo a
los pasos que se exponen, ha de realizarse desparafinacion y rehidrataciéon de las
preparaciones histologicas. Las preparaciones citolégicas no deben ser sometidas
a desenmascaramiento antigénico.
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1.- Recuperacion antigénica:
= Precalentar la jarra de Coplin con 10 mM de tampon citrato a pH 6.0
metiéndola en el bafio con agua a 95-99°C
= Cuando la temperatura sea estable introducir los portas en la jarra con el
tampon precalentado. Calentar 40 minutos.
= Dejar enfriar la jarra con el tampdn y las muestras a 20°C
= Lavar bien con tampén PBS
2.-Peréxido de hidrégeno:
= Eliminar el exceso de buffer. Secar cuidadosamente.
= Afadir el reactivo Bloqueante de la Peroxidasa.
= Incubar 5 minutos.
= Escurrir y lavar con agua destilada o desionizada. No afiadirlo
directamente sobre las muestras y colocar las preparaciones en una
solucion fresca de buffer.
3.-Reactivo bloqueante:
= Eliminar el exceso de buffer y escurrir.Secar cuidadosamente alrededor
de la preparacion.
= Afadir suficientes gotas azules del reactivo bloqueante para cubrir el
espécimen reactivo
= |ncubar 5 minutos.
= No lavar.
4. Anticuerpo primario reactivo control negativo:
= Eliminar el exceso de buffer y escurrir.
=  Cubrir las muestras con anticuerpo primario o reactivo control negativo.
= Incubar durante 10 minutos.
=  Escurrir y colocar las muestras en solucién buffer.
5.-Anticuerpo puente:
= Eliminar el exceso de buffer. Escurrir .
=  Cubrir los portas con suficientes gotas amarillas del Ac.Puente
= Incubar 10 minutos.
= Escurrir y lavar con buffer, colocar las muestras en solucion buffer.
6.-Reactivo de visualizacion:
= Escurrir el buffer de las preparaciones.
= Afadir suficientes gotas rojas del preparado de estreptavidina para
cubrir los portas
= Incubar 10 minutos.
= Preparar la solucion sustrato-cromégeno.
= Escurrir y lavar con buffer, colocar las muestras en solucién de buffer.
7.-Solucién de sustrato-cromégeno DAB:
= Escurrir las preparaciones.
= Cubrir las muestras con solucion sustrato-cromégeno DAB.
= Incubar 10 minutos.
= Lavar con agua destilada.
8.-Contratincion con hematoxilina:
= Afadir hematoxilina
Incubar entre 2-5 min(depende del tipo de hematoxilina)
Lavar con agua destilada
Sumergir 10 veces en agua amoniacal.
Lavar con agua destilada durante 2 minutos.

9.-Montaje

Tabla 19.- Protocolo de tincion técnica LSAB
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Este ensayo esta indicado como una ayuda en el seguimiento de pacientes
para los que se ha considerado el tratamiento con HERCEPTIN.

Es necesario recordar que todos los pacientes seleccionados para el
ensayo clinico con HERCEPTIN fueron seleccionados usando un ensayo clinico
inmunohistoquimico de investigacion denominado CTA. Ninguno de ellos fue
seleccionado utilizando DAKO HercepTest™. No obstante, DAKO HercepTest™
fue comparado con el CTA sobre un set independiente de muestras y se
encontraron resultados concordantes. La realizacion de HercepTest para la
determinaciéon de la sobrexpresion de HER-2 fue evaluada en un estudio
independiente comparando los resultados del HercepTest con la CTA en 548
muestras de tumores de mama, ninguno de los cuales fueron obtenidos de los
pacientes en los ensayos clinicos de HERCEPTIN. Los resultados indicaron un
79% de concordancia entre los resultados de los dos ensayos sobre estas
muestras.

Siguiendo la incubacion con el anticuerpo primario policlonal de conejo
frente a la proteina HER”, este kit emplea reactivos de visualizacion listos para ser
usados basados en la tecnologia de dextrano. Estos reactivos consisten en ambas
moléculas de anticuerpo de cabra anti-conejo y peroxidasa de Rabano unidas a
una estructura comun de polimero de dextrano, eliminando asi la necesidad de
utilizar los pasos secuenciales de anticuerpo puente y el anticuerpo conjugado con
la enzima peroxidasa. La conversidon enzimatica y la posterior adicion de
cromoégeno dara lugar a una reaccion visible en el sitio del antigeno. La muestra
es contratefida posteriormente. La secuencia de etapas de la técnica de esta
tincion aparece reflejada a continuacion:

e Secuencia del ensayo DAKO HercepTest™ para la demostracion de la
sobreexpresion de c-erb-B2

Desparafinacion y desenmascaramiento antigénico
Bloqueo de peroxidasa enddégena

Incubacion del anticuerpo primario(anti c-erb-B2)
Aplicacion del sistema de visualizacion

Aplicacion de la solucion cromogeno-sustrato
Contratincion (hematoxilina de Harris) y montaje.
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4.2.4.- Procedimiento de deteccion de Receptores de estrogenos

El receptor de estrégenos es una proteina de 67 kDa , perteneciente a una larga
familia de receptores nucleares hormonales que funcionan como factores de
transcripcion activados por ligando. El gen del receptor de estrégeno consiste en
mas de 140 kb de DNA dividido en 8 exones.este es transformado en una proteina
con 6 dominios funcionales denominados de A a F. Una segunda forma de
receptor de estrégeno ha sido recientemente descrita, el denominado receptor de
estrogeno B (REB).

Para la deteccion de receptores de estrégenos usamos un anticuerpo
monoclonal prediluido (Ready to use) del receptor de estrogeno (clon ER007) de
Biocare Medical®. Este clon ha sido establecido para trabajar en tejidos fijados en
formalina o incluidos en parafina. Los patrones de tincién observados incluyen
RE +y RP +, RE+y RP -, RE-y RP+y RE- y RP-.

Reactividad en especies i .
En humanos; no testado en otras especies.

Clones ER007

Isotipo IgG1/k

Aplicaciones conocidas . .
Inmunohistoquimica

Control positivo Receptor de estrogeno positivo de cancer de mama

Localizacion celular
Nuclear

Presentado como Buffer con proteina transportadora y conservante

Conservacion y
almacenaje Conservacion a 4°C. Estable por 18 meses.

Tabla 20.- Deteccion de receptores de estrogenos con kit comercial BiocareMedical®

El protocolo de uso:
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Bloqueo de peroxidasa endogena 5 min

Pretratamiento Hervir a 100°C 10min. Enfriar 10-20 min.
Bloqueo de proteinas 5 min

Anticuerpo primario Incubacion de 30-60 min
Anticuerpo secundario biotinilado Incubacion 10-20 min
Cromoégeno Incubacion durante 5-10 min

Tabla21.- Protocolo de uso kit comercial BiocareMedical®

4.2.5.- Procedimiento de deteccion de Receptores de pogesterona

Usamos un anticuerpo monoclonal super-sensible “Ready to use” de
Biogenex®. Se usa en tejidos incluidos en parafina. Las caracteristicas generales:

Reactividad en especies En humanos; no testado en otras especies.
Clones PR 88

Isotipo Mouse IgG1, kappa

Aplicaciones conocidas Inmunohistoquimica

Control positivo Receptor de progesterona positivo de cancer de mama
Localizacion celular Nuclear

Presentado como Buffer con proteina transportadora y conservante

Tabla 22.- Kit de Biogenex® para deteccion de receptores de progesterona
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4.2.6.- Procedimiento de deteccion de la proteina supresora de tumores p53

Se trata de una fosfoproteina de 53kDa identificada como el producto del
gen supresor de tumores p53. reacciona tanto como con las formas mutantes
como las normales de p53..

Usamos un anticuerpo monoclonal prediluido “ready to use”, clon DO-7, de
Biocare Medical®.

Reactividad en especies En humanos, vacas y monos

Clones DO-7

Isotipo 19G2n/k

Aplicaciones conocidas Inmunohistoquimica

Control positivo Cancer de colon o de mama
Localizacién celular Nuclear

Presentado como Buffer con proteina transportadora y conservante
Conservacion y Conservacion a 4°C. Estable por 18 meses.
almacenaje

Tabla 23.-Kit de Biocare Medical® para deteccion de p53.

4.2.7.- Procedimiento de deteccion de Ki-67

Ki-67 esta relacionado con la proliferacion celular pudiéndose reconocer en
todo el ciclo celular excepto en GO. Se detecta mediante un anticuerpo monoclonal
de raton . Usamos el kit de DBS®, cuyas caracteristicasrepresentamos a
continuacion (Tabla 24):
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Inmundgeno Ki-67 recombinante humana conteniendo extremo C-
terminal de 340 aminoacidos.

Clones MB67

Isotipo IgG+/kappa

Especificidad Anticuerpo especifico frente a antigeno Ki-67 nuclear
de 340 kD. Reconoce Ki-67 nativo y recombinante.

Aplicaciones conocidas Inmunohistoquimica

Control positivo Amigdala

Localizacion celular Nuclear

Presentado como Buffer con proteina transportadora y conservante

Conservacion y Conservacion entre 4-8°C.

almacenaje

Tabla 24 .- Kit de DBS® para la deteccién de Ki67.

4.3.-Interpretacion de los resultados

4.3.1.- Interpretacion del estudio histolégico convencional.

El estudio histopatologico convencional es realizado por un patdlogo.
Consiste en el examen macroscoépico del espécimen y el examen microscopico de
las muestras histolégicas tomadas del mismo.

El protocolo empleado para producir el informe histopatolégico aparece
reflejado a continuacién. Constituye wuna adaptacion basada en las
recomendaciones emitidas por la Asociacion de Directores de Patologia Quirurgica
y Anatémica (ADASP)'”®, el Departamento de Patologla del Hospital Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center de New York (EEUU)'’®, la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) en su segunda edicion de tumores de la gladula mamaria'”’, Ia
Union Internacional Contra el Cancer gUICC) en su quinta edicidon de la
clasificacién TNM de tumores malignos'”® y la modificacion de los grados de
Bloom-Richardson realizada por Elston y Ellis'"
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INFORME HISTOPATOLOGICO DE LOS ESPECIMENES MAMARIOS CON
CARCINOMA PRIMARIO INFILTRANTE

Tipo de espécimen:

Biopsia incisional.

Biopsia escisional de lesion palpable.

Exéresis de lesion no palpable detectada en mamografia
Mastectomia

Re-excisidon (especificar tipo).

Con o sin linfadenectomia axilar.

Localizacion del espécimen:

¢ Mama izquierda, cuadrantes /mama derecha, cuadrantes

Tamaio del espécimen

Tipo histolégico del tumor

e Carcinoma ductal infiltrante sin otro tipo de especificacion.
e Carcinoma ductal infiltrante con predominio del componente intraductal.

Grado de Bloom-Richardson modificado (Modificacion Nottingham)

e Grado | (bajo grado de malignidad, bien diferenciado): 3,4, 6 5 puntos
e Grado Il (grado intermedio de malignidad, moderadamente diferenciado): 6 6 7
puntos

e Grado lll (alto grado de malignidad, pobremente diferenciado): 8 6 9 puntos

Grado histolégico:formacion tubular

e Grado histologico I/lll (1 punto): formacion tubular en > 75% del tumor
e Grado histologico I/l (2 puntos):formacién tubular entre el 10-75% del tumor.
e Grado histologico I/l 3 puntos):formacién tubular en < 10% del tumor.

Grado nuclear:

e Grado nuclear I/lll (1 punto): leve o ninguna variacion en forma y tamano.
e Grado nuclear lI/lll (2 puntos):moderada variacién en forma y tamafo.
e Grado nuclear IlI/Ill (3 puntos): intensa variacién en forma y tamafo.

Indice mitésico (considerar sélo las mitosis en la periferia del tumor):

¢ Indice mitdsico I/lll (1 punto):0-9 mitosis /10 campos de objetivo x 40.
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¢ Indice mitdsico II/lll (2 puntos):entre 10-20 mitosis
¢ Indice mitdsico I/l ( 3 puntos ): mas de 20 mitosis

Porcentaje del componente ductal in situ

e El componente ductal in situ ocupa <25% de la masa tumoral
e El componente ductal in situ ocupa > 25 % de la masa tumoral.

Tamaio tumoral ( del componente infiltrante).

e El diametro mayor tumoral medido macroscopicamente es de --------

e El didmetro mayor tumoral medido microscopicamente es de --------- (para
tumores <1 cm)

e El didmetro mayor tumoral no puedee especificarse debido a -------

Necrosis tumoral en el componente infiltrante

¢ No se observa necrosis tumoral

e La necrosis tumoral es minima

¢ La necrosis tumoral es extensa

e La necrosis tumoral no puede evaluarse (especificar)

Calcificacion tumoral

No se identifica calcificacion tumolral.

La calcificacion tumoral en el componente in situ es minima.

La calcificacion tumoral en el componenete in situ es extensa.

La calcificacién tumoral en el componente infiltrante es minima.
La calcificacion tumoral en el componenete infiltrante es extensa.

Invasiéon vascular

¢ No se identifica invasion vascular
e Se observa invasion vascular
e Lainvasion vascular no puede determinarse (especificar)

Invasién perineural

¢ No se identifica invasion perineural
e Se observa invasion perineural
e Lainvasion perineural no puede determinarse (especificar)

Localizacion tumoral (para mastectomias):

e El tumor esté localizado en los siguientes sitios (marcar):
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= Pezbén/ Porcion central/ cuadrante superoexterno/ Cuadrante
inferoexterno/ Cuadrante inferoexterno/cuadrante inferointerno/ cola
axilar

Multicentricidad tumoral (para mastectomias):

¢ No se identifica multicentricidad tumoral

e Se observan focos de carcinoma in situ en (especificar)

e Se observan focos de carcinoma ductal infiltrante en (especificar).
e Numero y tipos de focos.

Pezén

¢ No se identifica afectacién del pezon

e Los conductos galactoforos estan afectados por carcinoma in situ.
e El pezdn esta afectado por carcinoma in situ (Enfermedad de Paget)
o El pezdn esta afectado por carcinopma infiltrante

e Otros hallazgos en el pezén.

Piel

No se identifica afectacion de la piel

La piel esta afectada por el tumor por invasioén directa.

Se identifican émbolos neoplasicos en los vasos linfaticos dérmicos.
Otros hallazgos en la piel

Margenes quirurgicos

No se observa afectacion de margenes quirurgicos.

El carcinoma infiltrante esta cercano (dentro de una campo x40) a los
siguientes margenes quirurgicos-----

El carcinoma infiltrante afecta a los siguientes margenes quirurgicos----

El carcinoma in situ esta cercano a los siguientes margenes quirurgicos---

El carcinoma in situ afecta a los siguientes margenes quirurgicos----

No se puede determinar la afectacion de bordes quirurgicos por la neoplasia
debido a ----

Ganglios linfaticos regionales

e Numero total de ganglios axilares aislados
e Numero total de ganglios con metastasis
e Presencia o ausencia de rotura capsular

Musculo pectoral
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e El musculo pectoral no esta afectado por la neoplasia

e El musculo pectyoral esta afectado por la neoplasia (especificar)

e No puede determinarse la afectacion del musculo pectoral por la neoplasia
debido a----

4.3.2.- Clasificacién TNM

La clasificacion TNM empleada para determinar la extensién anatomica de
las neoplasias basada en aplicaciones clinicas (cTNM) o patolégicas (pTNM)
ideada por Pierre Denoix, en el Instituto Gustav Roussy, hace mas de 50 afnos, se
utiliza en el cancer mamario desde hace 25 afios. Los continuos cambios en el
diagnostico y tratamiento hacen que se introduzcan reiteradas modificaciones en
esa clasificacion 88!

Exponemos a continuacion la clasificacion TNM en su 5% ediciéon y 62
edicion 7170

e Tumor primario (pT)

pT1: Tumor de 2cm o menos en su mayor diametro

T1a: Tumor de hasta 0,5cm
T1b: Tumor de entre 0,5 —1cm
T1c: Tumor de entre 1y 2 cm

pT2: Tumor de entre 2-5 cm en su diametro mayor.

pT3: Tumor mayor de 5 cm en su diametro mayor.

pT4: Tumor de cualquier tamafio con invasion directa de la piel o pared costal
(costillas, musculos intercostales o musculo serrato anterior. Queda excluido el
musculo pectoral).

pT4a: Con invasion de la pared toracica.

pT4b: Con edema (incluyendo piel de naranja) o ulceracion de la piel de la
mama o con nodulos satélites en la piel, confinado en la mama afecta.
pT4c: con los signos T4a 'y T4b

pT4d: Carcinoma inflamatorio.

e Ganglios linfaticos regionales (pN)

pNX: Ganglios linfaticos regionales que no pueden ser valorados (incluyéndose
tanto los extraidos como los no extraidos para estudio anatomopatolégico)

pPNO: Sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales.

PpN1: Metastasis en ganglio(s) linfatico(s) ipsilateral(es) no adheridos.
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pN1a: Solo micrometastasis (no superiores a 0,2 cm de diametro)
pN1b: Metastasis de ganglio(s) linfatico(s)(siendo alguna superior a 0,2 cm
de diametro).

pPN1b1: Metastasis en 1,2 6 3 ganglios siendo por lo menos uno de
ellos mayor de 0,2 cm y ninguno superior a los 2 cm en su extension
mayor.

PN1b2: Metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos, siendo por lo
menos uno de ellos mayor de 0,2 cm y ninguno superior a los 2 cm.

PN1b3: Extensidon del tumor mas alla de la capsula de un ganglio
linfatico metastatizado con un tamano inferior a los 2 cm .

PN1b4: Metastasis en un ganglio linfatico de 2 o mas cm en su
didmetro mayor.
pPN2:Metastasis de los ganglios linfaticos axilares ipsilaterales adheridos entre si o
a otras estructuras.
pN3:Metastasis de ganglio(s) linfatico(s) interno(s) ipsilateral(es) (cadena mamaria

interna).

e Metastasis a distancia

pMx: Presencia de metastasis a distancia que no pueden ser valoradas.
pMO: Sin metastasis a distancia.

pM1: Metastasis a distancia

Recientemente se ha propuesto por la American Joint Comité on Cancer
(AJCC) su revision para incorporarla en la sexta edicion del Cancer Staging Manual
recomendandose a los registros de tumores su utilizacion a partir de Enero de 2003.
la nueva version cuenta con la ventaja de que se corresponde exactamente con la
edicién actual del sistema de gradacion de la Internacional Union Against Cancer
(UICC) lo que facilita el intercambio de informacion entre centros.

Las modificaciones incorporadas a la edicion anterior a 1997182, atienden a :
1.- Los cambios surgidos por el uso generalizado de la mamografia de

cribado; muchos de los canceres se descubren cuando tienen pequefio tamanio,
pero aun asi el comportamiento de esos tumores pequefios es hetereogéneo.
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2.-La incorpacion d la técnica del ganglio centinela en el tratamiento del
cancer de mama temprano, con el uso de técnicas inmunohistoquimicas y
moleculares para la deteccion de metastasis; éstas, a veces, son lesiones tan
pequefias que hace anos no se hubieran detectado.

3.- La experiencia acumulada, que cuestiona la importancia clinica de
algunas localizaciones metastasicas como en ganglios del Il nivel axilar
(infraclaviculares) o fuera de la axila (ganglios supraclaviculares y de la cadena
mamaria interna).

Micrometastasis y células tumorales aisladas

El empleo de técnicas inmunohistoquimicas y moleculares permite detectar
grupos de células o incluso células aisladas en los ganglios linfaticos. Segun la 52
edicién del AJCC Cancer Staging Manual, éstas metastasis deben considerarse
micrometastasis si no superan los 2,0 mm de tamafio y clasificarse como pN1. sin
embargo, su significacion biolégica es mal conocida, asi que la 62 edicién del
AJCC Cancer Staging Manual asigna un tamano inferior limite a las
micrometastasis definiéndolas como metastasis mayores de 2,0 mm que se
clasifican como pN1mi. Los depdsitos de células menores se consideran células
tumorales aisladas (CTA)y, por el momento, se clasifican como NO 2.

Numero de ganglios con metastasis

El numero absoluto de ganglios positivos es uno de los factores pronosticos
mas importantes; asi, en pacientes con uno a tres ganglios axilares positivos ( con
al menos un cumulo neoplasico mayor de 2mm y todos mayores de 0,2 mm) se
clasifica como pN2a y pacientes con diez 0 mas ganglios axilares positivos como
pN3a. la decisiébn de dividir a los pacientes en estos tres grupos se basa en
resultados de estudios previos.'®*

Metastasis en ganglios infraclaviculares

El estado de los ganglios infraclaviculares o del nivel Ill o internos al borde
medial del musculo pectoral menor, en ediciones anteriores se agrupaban con el
resto de ganglios axilares. Debido a que su afectacion implica un prondstico muy
desfavorable '®° se ha recomendado que se especifique en la clasificacion como
N3a.

Metastasis en ganglios no axilares

En ediciones anteriores, la afectacion de ganglios de la cadena mamaria
interna (MI) se clasificaba como N3.
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Debido a que el impacto en la supervivencia, segun se demuestra en estudios
recientes '°® depende del estado de los ganglios axilares y también esta asociado
al tamafno de esos ganglios MI positivos detectados mediante la técnica del
ganglio centinela, pero no clinicamente ni por estudios de imagen, se clasifican
como pN1b en ausencia de ganglios axilares positivos, pN1c si se asocian a uno a
tres ganglios axilares positivos y pN3b con cuatro o mas ganglios axilares
positivos. La existencia de ganglios MI positivos detectados por examen clinico o
estudios de imagen se clasifica como N2b/pN2b en ausenacia de ganglios axialres
positivos y como N3b/pN3b si hay ganglios axilares positivos.'’®

La existencia de metastasis en ganglios supraclaviculares tradicionalmente
se han considerado como muy mal pronéstico, considerandose como metastasis a
distancia (M1), lo que puede implicar disminuir el esfuerzo terapéutico, no
justificado a la visa de recientes estudios. Por ello se reclasifican las metastasis en
ganglios supraclaviculres como N3c/pN3c, con un nuevo Estadio lllc que incluye
cualquier Ty N3 (pN3a, pN3b, pN3c).""®

Ganglio centinela

Si la clasificacion esta basada solamente en el ganglio centinela, sin
posterior diseccion axilar se dsigna adicionalmente como (sn).

Grado histologico

En la revision se valora muy favorablemente la utilizacion, como un
importante dato prondstico del grado histolégico combinado de Nottinghm,
propuesto por Ellston- Ellis'™ .No obstante se considera prematura su
incorporacion al TNM.
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1.- Separacion demicrometastasis y células tumorales
aisladas basandose en el tamafo y evidencia histolégica
de atividad maligna.

2.-Se identifica el uso de la diseccion del ganglio centinela
y de técnicas inmunohistoquimicas y moleculares.

3.-La clasificacion del estado ganglionar se realiza segun el
numero de ganglios con metastasis. Estas se identifican
con HE (preferentemente)o con inmunohistoquimica.

4.-las metastasis en ganglios infraclaviculares se clasifican
N3

5.- Se reclasifican las metastasis en los ganglios de la
mamaria interna basandose en el método de su deteccion
y en la presencia o ausencia de afectacion de los ganglios
axilares.la metastasis microscépica del ganglio centinela
empleando linfoescintografia y no por estudios de imagen
o examen clinico se clasifica como N1. si hay afectaciéon
macroscopica de los ganglios detectada por estudios de
imagen ( excluyendo linfoescintigrafia) o por examen
clinico, se clasifica como N2 si no hay también afectacion
de ganglios axilares y como N3 si hay afectacion de
ganglios d ambas cadenas.

6.-la metastasis de ganglios supraclaviculares se clasifica
como N3.

Tabla 24.- Resumen de los principales cambios introducidos en el TNM del cancer de mama'’®
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Estadio

0 Tis NO MO
| T1" NO MO
TO N1 MO

A T1" N1 MO
T2 NO MO

1B T2 N1 MO
T3 NO MO

TO N2 MO

T1" N2 MO

T2 N2 MO

1A 13 N Mo
T3 N2 MO

T4 NO MO

B T4 N1 MO
T4 N2 MO

Hnc Cualquier T Cualquier N M1

*T1 incluye T1mic (microinvasion 0,1 cm)

Tabla 25.- Estadios del cancer de mama
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52 Edicion

62 Edicion

Tis.- Carcinoma in situ

Tis.- Carcinoma in situ

Tis (CDIS).- Carcinoma ductal in situ
Tis (CLIS).-Carcinoma Lobulillar in situ
Tis (Paget).- E. de Paget del pezon sin
tumor

pNO.-No ganglios regionales con
metastasis

PNO.-No metastasis histologicamente para
ganglios regionales sin analisis para CTA.

pPNO(i-).-No metastasis, histoldgicamente en
ganglios regionales, IHQ negativa.

pPNO(i+).-No metastasis, histologicamente, en
ganglios regionales, IHQ positiva con CTA

pNO(mol-).-No metastasis histolégicamente en
ganglios regionales;estudio molecular neg.

pNO(mol+).-No metastasis histolégicamente,
en ganglios regionales;studio molecular +.

pN1.-Metast. moéviles en ganglio(s)
axilares ipsi.

PN1.-Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares y/o en
ganglios mamarios internos con afectacion
microscopica detectada por diseccion del ganglio
centinela, pero no clinicamente aparente”

pN1(mi).-Excluida

pN1(ml).-Micrometastasis (>0,2 mm / <0,2 cm)

pN1a.-s6lo micrometastasis (<0,2cm)

pN1a.-Metastasis en 1 a 3 ganglios axilares.

pN1b.-Metastasis > de 2mm (alguna de
ellas)

pN1b.-Metastasis en ganglios mamarios
internos con afectacion microscopica detectada
por diseccion del ganglio centinela, pero no
clinicamente aparente”

PN1bl.-Metast.1-3 ganglios,>0,2 cm/ < 2cm

pN1bl.-Excluida

PN1bll.-Metast.4 6 mas gang>0,2 / < 2cm

pN1bll.-Excluida

PN1blIl.-Metast.< 2cm y extension
extracapsular

pN1blIl-Excluida.

PN1bIV -Metastasis (2 cm)

pN1blV.-Excluida

pN1c.-Excluida.

pN1c.-Metastasis en 1 a 3 ganglios y en
ganglios mamarios internois con afectacion
microscopica detectada por diseccion del
ganglio centinela, pero no clinicamente
aparente” (la afectacion mamaria interna
asociada con mas de 3 ganglios axilares
afectados s eclasifica pN3b)

PN2.- Metastasis en ganglios axilares
ipsilaterales con fijacion entre ellos o a otras
estructuras.

PN2.-Metastasis en 4 a 9 ganglios axilares, o
en ganglios mamarios internos clinicamente
aparentes * en ausencia de ganglios axilares
afectados.

pN2a.-Excluida

pN2a.-Metastasis en 4 a 9 ganglios axilares (
al menos un depdsito tumoral >0,2 cm

pPN2b.-Excluida.

pPN2b.-metastasis en ganglios mamarios
internos clinicamente detectables™ en ausencia
de ganglios axilares detectados
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PN3.-Metastasis en ganglios mamarios PN3.-metastasis en 10 6 mas ganglios axilares
internos o en ganglios infraclaviculares o en ganglios
mamarios internos ipsilaterales clinicamente
detectables” en presencia de 1 o0 mas ganglios
axilares afectados; o en mas de 3 ganglios
axilares con metastasis microscopica en
ganglios mamarios internos, clinicamente
negativos, o en ganglios supraclaviculares
ipsilaterales.

pN3a.-Excluida pN3a.-Metastasis de 10 6 mas ganglios
axilares ( con al menos un depdsito tumoral >
0,2 cm) 6 metastasis en ganglios
supraclaviculares ipsilaterales.

PN3b.-Excluida pN3b.-Metastasis en ganglios mamarios
internos ipsilaterales clinicamente detectables”
en presencia de 1 6 mas ganglios axilares
afectados; o en mas de 3 ganglios axilares y en
ganglios de la mamaria interna con afectacion
microscopica detectada mediante diseccion del
ganglio centinela, pero no clinicamente

aparente.
pPN3c.-Excluida pPN3c.-Metastasis en ganglios
supraclaviculares ipsilaterales
M1 .-Metastasis a distancia (incluida en M1 .-Metastasis a distancia

ganglios supraclaviculares)

clinicamente aparente, detectable: detectado por estudios de imagen (excluyendo
linfoescintografia) o por examen clinico.

Tabla 26.-Principales diferencias en el TNM entre la 52 y 62 edicion'"®

4.3.3.- Interpretacion de resultados del estudio inmunohistoquimico.

Realizados por microscopio 6ptico. Se interpretan de manera similar los dos
tipos de estudios IHQ realizados.

En la interpretacién de la sobreexpresion de la proteina de HER 2 para
estudio inmunohistoquimico, solamente debe ser evaluada la intensidad de la
tincion de la membrana , siguiendo una gradacion semicuantitativa en 0,1+,2+,3+.
La tincion del citoplasma debe ser considerada como inespecifica, y por tanto no
debe ser interpretada como positiva.
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Interpretacioén de la tincion en el estudio IHQ de la sobreexpresion de

C-erb-B2

Patron de Tincion

Valoracion

Sobreexpresiéon de la
proteina HER2

Ausencia de Tincién ,0
tincion de membrana en
menos del 10% de las
células tumorales

Una finisima tinciéon de
membrana en mas del
10% de las células
tumorales. Las células
estan tenidas en sodlo
una pequefa parte de su
membrana

0

1+

Negativo

Negativo

Débil a moderada tincién
de membrana en mas del
10% de las células
tumorales

Fuerte y completa tincion
de membrana en mas del
10% de las células
tumorales

2+

3+

Débilmente positivo

Positivo Fuerte

Tabla 27 .- Interpretacion de la tincién inmunohistoquimica de la sobreexpresion de C-erbB2
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+ Tincidon apenas perceptible
0 >10% de células tumorales

Ninguna tincién o <10%
de las células tumorales

++ De débil a moderada tincion
En toda la membrana en >10%
de las células tumorales

+++ Tincidn intensa en toda la
membrana en >10% de las
células tumorales

Fig.31.- Interpretacion del resultado inmunohistoquimico para CerbB2.
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Cuando las técnicas inmunohistoquimicas estan rigurosamente procesadas,
se ha demostrado que existe una excelente correlacion entre el status de
amplificacion génica y la sobreexpresion de la oncoproteina.

Como comentaré en la discusién, desde que la FDA aprobd el uso de
Trastuzumab en cancer metastasico de mama, la detecciéon de CerbB2 se ha
convertido en esencial; el primer test clinico aprobado por la FDA para la
deteccidon de la sobreexpresion de CerbB2 es el Dako Hercep Test. Sélo los
resultados 3+ en este est se correlacionan con los resultados con trastuzumab en
los ensayos clinicos; Scores 2+ no se correlacionarian del todo bien y se han
demostrado insuficientes para este tipo de tratamientos, a menos que este
resultado se confirme mediante técnicas de FISH. Es por este motivo, y con el fin
de evitar sesgos, que en este trabajo nosotros consideramos como positivos
unicamente los especimenes con 3+ en el estudio inmunohistoquimico,
considerando negativo el resto de los resultados.

Para el resto de las variables estudiadas por inmunohistoquimica (P53, Ki67
y receptores de hormonas esteroideas) la interpretacién de resultados es similar:

Variable Lectura Codificacién
0 No expresion
(Negativo)
+ <25% de expresién NEGATIVO
(Débil positivo) de las células
tumorales
++ 25-75% de expresion
(Moderado positivo)
POSITIVO
+++ >75% de expresion
(Intenso positivo)

Tabla 28.- Interpretacion de resultados en studio IHQ.
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5.- VALORACION DE RESULTADOS Y ESTUDIOS
ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico de datos utilizamos el paquete estadistico SPSS 11.5
para Windows.

5.1.-Determinacion del tamano muestral

Para la determinacion inicial del tamafno muestral minimo del estudio inicial
univariante de CerbB2 consideramos como variables fundamentales :

- Valor de Ki-67
- Valor de p-53
- Numero de ganglios afectados en estudio anatomopatologico.

La eleccibn de estas variables asi como su precision absoluta se realiz
basandonos en criterios clinicos.

Fijamos un error a del 5 % y un error B del 20 % (potencia estadistica 80%),
obteniéndose un tamafio muestral global de 50 mujeres, 25 para el grupo de
mujeres con c-erb-B2 positivo y 25 para el grupo con c-erb-B2 negativo.

Para la realizacion de los modelos de regresién de riesgo proporcional de Cox, se
debe utilizar un tamafio de muestra de 10 sujetos por cada variable predictora. En
nuestro estudio el numero de variables utilizadas para predecir las probabilidades
de muerte o recidiva es 8 (tamafo tumoral, afectacién linfatica, componente
comedo,CerbB2, Ki-67, P53, receptores de estrogenos, receptores de
progesterona),por tanto, y haciendo uso de la regla 10(k+1), se estim6 necesaria
una muestra minima de 90 pacientes.

5.2.-Exploracion_estadistica_de la_informacion_(deteccion de observaciones
outliers y extremas)

Aunque se realizé una verificacion de lainformacion previa a la entrada de datos y
durante la entrada de los mismos, se completd dicha verificacidon realizando una
exploracion estadistica de la informacién, con métodos graficos y analiticos que
detectaron las observaciones erréneas.

5.3.-Analisis descriptivo [determinacion de tablas de frecuencias, medidas que
resumen la muestra y representaciones graficas]

Se determinaron medias y desviaciones tipicas o medianas y rangos
intercuartilicos para las variables cuantitativas. Para las variables cualitativas se
realizaron tablas de frecuencias y porcentajes. Cuando se considerd necesario, ya
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que contribuia a clarificar los resultados, se construyeron representaciones
graficas segun el tipo de informacién, cuantitativa o cualitativa.

5.4.-Test de independencia en tablas de contingencia

Para todas aquellas variables de tipo cualitativo se realizaron tests de Chi
cuadrado o test exacto de Fisher, para el estudio de dependencia entre dos
variables. Completamos el analisis con el calculo, en caso de existir diferencias
estadisticamente significativas , de medidas de asociacién en tablas de
contingencia.

5.5.-Prueba de T de Student y prueba U de Mann-Whitney para muestras
independientes [Comparacion de medias de variabes cuantitativas en dos muestras
independientes definidas por la variable CerbB2 [positivo y negativa] bajo los supuestos
de normalidad e igualdad de varianzas)

Para el estudio de las variables cuantitativas en dos grupos independientes, se
realizaron tests de comparacién de medias T de Student o, en su dfecto, la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney, segun se verificara o no el supuesto de
normalidad. Asi mismo, se determinaron intervalos de confianza para diferencias
de medias del 95%.

5.6.-Coeficiente de correlacion de Sperman

Version no paramétrica del coeficiente de correlacion de Pearson que se utilizd
para analizar relaciones entre datos ordinales.

5.7.-Andlisis de Kaplan-Meyer

Se obtuvieron las probabilidades de supervivencia, la media y mediana de
supervivencia y los cuarteles. Se generaron estadisticos separados para cada
grupo de variables y se representaron las funciones de supervivencia para cada
uno de estos grupos.

El test Long-rang se utilizé para comparar la igualdad de distribuciones del tiempo
de supervivencia global, el tiempo libre de enfermedad, y el el tiempo libre de
enfermedad a distancia.

5.8.-Andlisis de regresién de Cox (“obtencion de una funcion lineal de un conjunto
de variables independientes (factores prondésticos) que permitan estimar, en
funcién del tiempo, la supervivencia, recaida local o a distancia’).

La regresion de Cox se utilizOpara crear modelos para datos de tiempos de espera
hasta un evento (supevivencia, tiempo libre de enfermedad, y tiempo libre de
enfermedad a distancia) cuando existen casos censurados. Se incluyeron en estos
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modelos variables predoctoras (covariables) tanto categdricas como continuas
tales como edad, estado hormonal,tamaino  tumoral clinico e
histologico,adenopatias clinicas e histolégicas, indice de mitosis, grado histolégico
(Bloom-Richardson), receptores estrogénicos, receptores de progesterona, Ki-67,
P53. Para aquellas variables seleccionadas en el modelo se calcularon Odds ratio
e intervalos de confianza del 95% para las mismas.

5.9.-Modelo de regresién de Cox con variables dependientes del tiempo (“Obtencion
de una funcién lineal de un conjunto de variables independientes (factores
pronosticos)algunas de las cuales tiempo-dependientes, que permitan estimar, en
funcién del tiempo, la supervivencia, recaida local o a distancia’).

En aquellas situaciones en las que el modelo de regresion deCox no cumplié el
supuesto de tasas de riesgos proporcionales se utiliz6 un modelo de regresion de
Cox tiempo-dependiente con el que se determinaron estadisticos y graficos
similares a los del modelo de Cox.

5.10.-Andlisis de conglomerados en dos fases

En algunas aplicaciones, se puede seleccionar como método el procedimiento
Analisis de conglomerados en dos fases. Ofrece una serie de funciones unicas
que se detallan a continuacién: seleccién automatica del numero mas apropiado
de conglomerados y medidas para la seleccion de los distintos modelos de
conglomerado. Posibilidad de crear modelos de conglomerado basados al mismo
tiempo en variables categodricas y continuas. Posibilidad de guardar los modelos
de conglomerado en un archivo XML externo y, a continuacion, leer el archivo y
actualizar el modelo de conglomerados con datos mas recientes. Asi mismo, el
procedimiento Analisis de conglomerados en dos fases puede analizar archivos de
datos de gran tamano.
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1.-ESTUDIO DESCRIPTIVO

1.- DATOS GENERALES

En un primer tiempo realizamos un estudio descriptivo para conocer la
distribucion general de nuestra muestra en funcidn de variables de orden
epidemiologico general, asi como poner de manifiesto posibles sesgos derivados
del proceso de seleccion de la misma.

El total de pacientes admitidas en nuestro estudio fue de 121, todas con
diagnostico de carcinoma ductal infiltrante de mama entre Enero de 1999 y Enero
del afio 2001 sobre las cuales haremos la descripcion muestral.

El tiempo de seguimiento, hasta Agosto del afno 2004, es de 65 meses (5
anos y 4 meses).

A continuacion analizaremos cada una de las variables anteriormente descritas

1.1.-Edad de las pacientes.

Distribucion de edades en la muestra. Medidas estadisticas

Media 62,72
Mediana 62,70
Varianza 199,344
Desviacion estandar |14,11892
Minimo 32
Maximo 98
Rango 66

Tabla 29.-Distribucion de edades en la muestra. Medidas estadisticas

La distribucion por edades de nuestra muestra :
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Grupo de edad Frecuencia Porcentaje
<35 anos 1 0,8 %
35-45 afios 16 13,2 %
45-55 anos 20 16,5%
55-65 afios 30 24,8 %
TOTAL 120 100

N° de pacientes

Tabla 30.-Distribucién de edades en la muestra. Frecuencias.

60
50
40
30
20
10

Distribucion por edad

- i

Intervalos de edad

N° de pacientes  _,
N A O ®© O
© © © © o o

H>50
035-50
O <35 aios

Intervalos de edad

H >65

l 55-65
[145-55

W 35-45

@ <35 anos

Distribucion por edad en 2 intervalos

100

90

80

70

H>50

£ 60

B <=50

%50
40
4

30

20
10

0

Intervalos de edad

Graf.1,2,3.- -Representacion grafica de la distribucion de edades en la muestra.
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Grupo de edad Frecuencia Porcentaje
<35 afios 1 0,8 % Grupo de edad Frecuencia | Porcentaje
35-50 afios 23 19% <=50 afos 24 19,8 %

Tabla 30.-Distribucion de edades en 3 intervalos Tabla 31.-Distribucion de edades en 2 intervalos.

1.2-Paridad.

En cuanto al numero de hijos de nuestras pacientes, las medidas
estadisticas descriptivas son como siguen:

Variable Mediana* (P25,P75)
Paridad 2 (1,4)
Edad del primer hijo 25 (22,28)

*Las variables se han resumido por mediana y rango interpercentilico (P25,75)
debido a su marcada asimetria

Tabla 33.-Mediana y rando interpercentilico segun paridad y edad al primer hijo

1.3.-Lactancia materna.

Recogimos el antecedente de lactancia materna, con el siguiente resultado:
e Silactancia materna en el primer hijo: 63 pacientes: 69,2%

¢ No lactancia materna: 28 pacientes: 23,1%
e Perdidos: en 30 casos no recogido este antecedente :24,8%

1.4.-Menopausia.

Analizamos el numero de pacientes en estado de menopausia frente a las
no menopausicas con la siguiente distribucion:

e Menopausia: 86 pacientes (71,1 %%)
¢ No menopausia: 35 pacientes (28,9 %)
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100
80

60 -

0

0 4

Menopausia No menopausia

Graf. 4.- Distribucién de la muestra en funciéon de menopausia

Vemos que en nuestra muestra el grupo de mujeres menopausicas
ocupa un altisimo porcentaje frente al total de la muestra poblacional en estudio.

1.5.-Antecedentes personales de cancer.

Recogimos este dato para conocer si existia en algun caso la posibilidad de
asociacion tumoral en el contexto de sindromes multineoplasicos de origen
genético. Obtuvimos los siguientes resultados:

-Si: 4 pacientes (3,3%)
-No: 117 pacientes (96,7%)

De las cuatro pacientes con antecedente personal de cancer, los tipos
encontrados fueron:

-Ca. de mama: 2 pacientes
-CIN IlI: 1 paciente
-Ca. Epidermoide : 1 paciente

En los estudios preliminares desestimamos esta variable, puesto que ninguno de
los casos anteriores se puede englobar dentro del cuadro descrito. En todos los
casos descritos, se trataba de pacientes con antecedente no sincrénico de
neoplasia, no relacionada con aumento de riesgo de padecimiento de cancer de
mama.

169



Resultados

1.6.-Antecedentes familiares de cancer.

Tratamos de poner de manifiesto la existencia o no de “genotipo familiar
cancerigeno” con el fin de poner de manifiesto la posibilidad de asociacién familiar
tumoral de origen genético. Encontramos los siguientes resultados:

-Si: 38 pacientes (31,7%)
-No: 82 pacientes (67,8%)
-Perdidos : 1 caso

Desestimamos este dato porque al igual que en el caso anterior, analizando cada
uno de los casos descritos, no encontramos ningun caso de asociacion tumoral
familiar que orientara hacia la posibilidad de un posible defecto genético.

a).- Linea paterna:

Con antecedente de cancer paterno (padre y abuelos paternos),
encontramos 15 pacientes (12,4%), con los siguientes tipos de cancer:

Bl Ca.mama
HCa.G-l

H Ca.Pulmén
HLinfoma

O Prostata

Tipo de Cancer

b).- Linea materna:

Con antecedente de cancer en linea materna (madre y abuelos maternos)
encontramos a 21 pacientes (17,5%), con la siguiente distribucién por tipo de
cancer:
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B Ca.mama
W Ca.G-l

[l Ca.Cérvix
@ Linfoma

Tipo de Cancer

C) .- Hermanos:

Encontramos 10 pacientes con antecedente de cancer en las hermanas
(8,3%), todas ellas con cancer de mama, y en 2 casos con ca. Bilateral de mama,
y solo 1 caso con antecedente de cancer en un hermano (Ca. Pulmén).

2 .- HALLAZGOS SENOGRAFICOS

Analizamos las imagenes senograficas halladas en la senografia pre-
quirurgica realizada a las pacientes. El hallazgo mas frecuente fue de nddulo con
caracteristicas radiolégicas malignas.

Las imagenes senograficas halladas fueron:

Imagen senografica Frecuencia | Porcentaje
ADA* 16 casos 13,2%
Nodulos 70 casos 58,7%
Microcalcificaciones 9 casos 7,5%
Nodulo + microcalcificaciones 16 casos 13,2%
Quiste complejo 1 caso 0,8%
LEC** 7 casos 5,8%

e *ADA: Area de densidad asimétrica o Asimetria
**LEC: Lesiones esclerosantes complejas 6 cicatrices radiales

Tabla 34.-Hallazgos senograficos

Las lesiones fueron palpables en un 46 % de los casos, practicandose en estos
casos Biopsia Intraoperatoria. En el resto de los casos, las lesiones no fueron
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palpables, precisando por lo tanto Localizacion prequirdrgica mediante arpon
radiolégico (LPQ) (en el caso de lesiones BIRADS 1V, lo que supuso el 96% de los
casos) o Biopsia con Aguja gruesa en las escasas imagenes clasificadas como
BIRADS lll, que fueron sobre todo microcalcificaciones.

Se observaron noédulos adenopaticos en la senografia en unicamente 8
pacientes, lo que supone el 6,6% de los casos.

3.- TN\M

En nuestra muestra la distribucién segun la clasificacién clinica TNM( Union
Internacional Contra el Cancer (UICC) en su quinta edicion de la clasificacion TNM
de tumores malignos, “TNM Classification of malignant tumours.5 " Ed. LH Sabin
and Ch Wittekind (editors). Wiley- Liss, Inc. (New York), 1997) es como sigue a
continuacion:

T1 T2 T3

N° casos % N° casos % N° casos %

106 casos 87,60% 10 casos 8,26% 5 casos 4.13%

Tabla 35.-Distribuciéon segun tamafio tumoral.

Dentro de los tumores T1:

pT1a pT1b pTic
3 casos 12 casos 101 casos

Tabla 36.-Distribucién de tumores T1

BT

HT2
aoTs3

OT1a

OT1b
OT1c
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Respecto al hallazgo clinico de adenopatias, segun la clasificacion TNM:

NI

ON2

Graf.7.-Distribucion segun hallazgo clinico de adenopatias

NO N1 N2

N° casos % N° casos % N° casos %

92 casos 76 % 22 casos 18,2% 7 casos 5,8%

Tabla 37.-Hallazgo clinico de adenopatias

M: MO=121 (100%)

4.- CIRUGIA

En cuanto al tratamiento quirurgico de las pacientes, se realizé cirugia
radical (Mastectomia total radical modificada tipo Madden) en 79 casos (65,3%),
optandose por cirugia conservadora en 42 casos (34,7%).

B Radical

35%

W Conservadora

65%
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Se realizé linfadenectomia en todos los casos.
En cuanto al numero de ganglios obtenidos en cirugia en la linfadenectomia axilar,

la mediana fué 14 siendo el rango interpercentilico Pys , P 75 de (10.5, 17).

ribucidon segun el tipo de cirugia realizada

Ganglios aislados | 14 | (10.5,17) |

*La variable ganglios aislados se han resumido por mediana y rango interpercentilico
(P25,75) debido a su marcada asimetria

Tabla 38.-Mediana y rango interpercentilico respecto a ganglios aislados

5.- ANATOMIA PATOLOGICA

A continuacion, analizaremos aquellas variables recogidas relacionadas con
el estudio anatomopatoldgico de la muestra.

5.1.-Puncidén-aspiraciéon con aguja fina (PAAF).

Excepto en 6 casos en los que se considerd de entrada la realizacion de
biopsia quirurgica, en todos los casos restantes la PAAF fue un arma diagndstica
fundamental, con la que se obtuvieron los siguientes diagndsticos tras estudio
histoldgico de la muestra obtenida:

-Carcinoma: 96 casos (80%)

-Sugestiva de malignidad: 6 casos (5%).

-Falsos negativos: 12 (10%)

-No realizada (arpén, biopsia diferida): 7 ( 5,7%).

La representacion grafica de estos datos seria:

100-

80

60

40

20

Carcinoma Sugestiva FN No 174

Graf 9.-Resultados de PAAF
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5.2.-Tipo histoldgico.

En el 100% de los casos, y con el fin de evitar sesgos de seleccién , se trata
de carcinomas ductales infiltrantes de mama.

5.3.-Componente comedocarcinoma.

Sabiendo la relacion que parece existir entre el porcentaje de componente
de comedocarcinoma respecto al total de la masa tumoral, en cuanto a la
agresividad tumoral se refiere, recogimos este dato, con los siguientes resultados:

-Categoria 0: sin componente comedo: 85 casos(70,8%)
-Categoria 1: <25%: 20 casos (16,7%)

-Categoria 2: 25-50%: 13 casos (10,8%)

-Categoria 3:>50%: 2 casos (1,7%).

Componente Comedocarcinoma

13 2
ECat.0
20 ‘ ECat.1
E mcCat.2
mCat.3 Graf.10.- Componente

comedocarcinoma

5.4.-Grado histolégico. Score Bloom-Richardson.

Siguiendo en la linea de estudio anatomopatoldgico de la pieza tumoral,
describimos a continuacion la muestra en funcién de la puntuacion obtenida en el
Score de Bloom- Richardson (3-9).

La mediana de esta variable es 7 con un rango interpercentilico Pys , P 75
de (5,8).

Reclasificamos esta variable en funcién del Grado histolégico basado en la
clasificacién de Elston- Ellis'® segun la cual:
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Bajo Grado Grado intermedio Alto grado
Score Bloom-Richardson 1-3 3-6 6-9
Grado histolégico de Grado 1 Grado 2 Grado 3
Elston-Ellis
Tabla 39 .-Reclasificacién del Score Bloom-Richardson en grados
histologicos
60 53 52
50+
40-
OGrado 1
301 EGrado 2
201 8 8 HGrado 3
104 O No valorable
0
Gradol Grado 2 Grado 3 No
valorable

Graf 11.-Distribucion en funcion del grado histolégico

Como veremos posteriormente en el apartado que corresponde al estudio
epidemioldgico analitico, debido a la gran dispersion de datos obtenida, sera
necesario redefinir esta variable con el fin de agrupar la muestra para poder
obtener datos comparables con nuestra variable principal.

6.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

6.1.-Receptores hormonales:Estrogenos / Progesterona.

En cuanto al estudio hormonal de la pieza quirurgica, y ante la posibilidad
de relacion entre agresividad tumoral y positividad o negatividad de los mismos,
describimos la muestra en funciéon de la cuantificacion positiva o negativa de los
receptores hormonales habituales en el estudio del cancer de mama.

176




Resultados

Positivo Positivo

Negativo Positivo débil moderado intenso

(+) (++) (+++)

Receptores Casos % | Casos % | Casos % | Casos %

Estrégenos 24 |20% 4 13,3% 18 |15% 74 161,7%

Receptores 37 |30,8% 16 [13,3% 29 124,2% 38 |31,7%
Progesterona

* .
1 caso no valorable para ambas variables

Tabla 40.-Distribucién segun el estudio de receptores esteeroideos.

La representacion conjunta de ambas variables segun su distribucion muestral,
seria la siguiente:

80

74

70

60+

50-

38

40+

30-
201

Negativo +

++

+++

O Estrégenos

B Progesterona

Graf 12.- Representacion de expresion de receptores de hormonas esteroideas

6.2.-p53.

El resultado del analisis estadistico de esta variable desde un punto de vista

descriptivo fue:

Variable

Mediana*

(P25,P75)

p53

11

(6.5,36.25)
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*La variable p53 se han resumido por mediana y rango interpercentilico (P25,75)
debido a su marcada asimetria

Tabla 41.-Mediana y rango interpercentilico de p53

Recordando que la medida por métodos inmunohistoquimicos de p53 la
interpretamos segun el porcentaje de expresion en las células tumorales de la
siguiente manera, recodificamos la variable para conseguir mayor agrupacion para
la aplicacién de métodos estadisticos analiticos:

p53 Lectura Codificacion

0 (Negativo) No expresion
NEGATIVO

<25% de expresién de las
células tumorales

++ (Moderado positivo) 25-75% de expresion

POSITIVO

+++ (Intenso positivo) >75% de expresion

Tabla 42.-Recodificacion de p53 en la muestra

De esta manera, agrupamos la variable p53 en estos dos intervalos (positivo y
negativo):

p53 Frecuencia Porcentaje Porcentaje
valido
NEGATIVO 78 64,5% 70,9%
POSITIVO 32 26,4% 29,1%
No valorable 11 9,1% _

Tabla 43.-Distribucion segun remodificacién dep53
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La representacion grafica:

100
80
60 | 71%
40 29%
20 .
0 .
p53 Negativo p53 Positivo

Graf 13.-Representacion de P53 en funcién de positividad o negatividad en
remodificacion.

6.3.-Ki-67.

El resultado del analisis descriptivo de esta variable:

Variable Mediana* (P25,P75)
Ki-67 15 (5.5,30)

*La variable p53 se han resumido por mediana y rango interpercentilico (P25,75)
debido a su marcada asimetria

Tabla 44.- Mediana y rango interpercentilico de Ki 67

Al igual que la variable anterior recodificamos esta variable:

Ki-67 Lectura Codificacion
0 (Negativo) No expresion
NEGATIVO
+ (Débil positivo) <25% de expresion de las
células tumorales

++ (Moderado positivo) 25-75% de expresion

POSITIVO

+++ (Intenso positivo) >75% de expresion

Tabla 45.-Recodificacion de Ki 67 en la muestra
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En nuestra muestra, la distribucion de la variable Ki-67:

Ki-67 Frecuencia Porcentaje Porcentaje
valido
NEGATIVO 85 70,2% 73,3%
POSITIVO 31 25,6% 26,7%
No valorable 5 4,1%

Tabla 46.-Distribucion segun remodificacion de Ki67

100
80
60
40
20

73,3%

26,7%

I

Ki-67 Negativo

Ki-67 Positivo

Graf 14.-Representacion de Ki67 en funcion de positividad o negativiad
en recodificacion

6.4.-C-erbB2.

Segun los grupos establecidos por el resultado inmunohistoquimico en
cuanto a el grado de positividad o negatividad de las células del tejido tumoral
para el c-erb-B2, clasificamos en categorias en un primer tiempo esta variable tal y
como sigue a continuacion:
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C-erb-B2 Frecuencia |Porcentaje Porcentaje Valido
- (negativo) 55 45,5% 46,6%
+ Debil positivo 13 10,74% 11%
++ Moderado positivo 10 8,26% 8,47%
+++ Intenso positivo 40 33,1% 33,9%
No valorables 3 2,5% _

Tabla 47.-Distribucion segun grado de positividad de CerbB2

Al no aplicar técnicas de FISH en los moderados positivos, consideramos
como positivos unicamente los casos que expresan C-erb-B2 en mas del 75% de

las células tumorales.

C-erb-B2 Lectura Codificacion

0 (Negativo) No expresion
+ (Débil positivo) <25% de expresion de las

células tumorales NEGATIVO
++ (Moderado positivo) 25-75% de expresién
+++ (Intenso positivo) >75% de expresion

POSITIVO

El resultado de esta recodificacion:
C-erb-B2 Frecuencia Porcentaje Porcentaje valido
Negativo 78 64,5% 66,1%
Positivo 40 33,1% 33,9%
No valorable 3 2,5%

Tabla 49.-Distribuciéon segun remodificacién de CerbB2
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Representado en una grafica:

100
80
66,19
60 A
33,9%
40
0 1 )
C-erb-B2 C-erb-B2
negativo Positivo

Graf 15.-Representacion deCerbB2 en funcidn d positividad o

7 .- TRATAMIENTO ADYUVANTE

7.1.-Quimioterapia Adyuvante.

negatividad en recodificacion

Se aplicaron los siguientes esquemas de quimioterapia adyuvante:

Quimioterapia Frecuencia Porcentaje
CMF 42 34,7%
CAF 6 5%
Antraciclinas+taxol 17 14%
Epirrubicina+Genoxal 11 9,1%
NO 45 37,2%

Graf 16.-Quimioterapia adyuvante
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ninguno
37%

Epi+gen
9%

antra+tax
14%

CAF
5%

Tabla 50.-Quimioterapia adyuvante

7.2.-Hormonoterapia.

Hormonoterapia Frecuencia Porcentaje
Tamoxifeno 85 70,2%
Analogos GnRh 12 9,9%
Tamox+ GnRh 12 9,9%
Inhibidores aromatasa 1 0,8%
Ninguno 11 9,1%

Tabla 51.- Hormonoterapia

Graf.17.- Hormonoterapia

9,9%

9,9%

0,8%

9,1%

B TMX

B aGnRh

B TMX+aGnRh
Hinh-arom

Oninguno
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7.3.-Radioterapia.

Recibieron radioterapia 55 pacientes (45,6%).

45%

55%

Graf.18.-Radioterapia

8.-Evolucién

- 65 meses (5 afos y 4 meses);

M Si
H No

-Seguimiento medio de las pacientes: 42,38 meses (3 afios y 5 meses);

-Fecha ultima revision de las pacientes: Agosto-2004.

-Rango de seguimiento: 65-42 meses
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I1.-ESTUDIO ANALITICO 1. CerbB2 en cancer de
mama

1.- SOBREEXPRESION DE CERBB2 EN RELACION A
OTROS FACTORES PRONOSTICOS EN CANCER DE
MAMA.

1.1.-Cerb-B2 v menopausia

Usamos tablas de contingencia para analizar si existen diferencias
significativas en cuanto al valor de c-erb-B2 y el estado menopausico o no de las
pacientes.

MENOPAUSIA
NO S| TOTAL
Recuento 10 40
%c-erbB-2
definido como 75.0% 100.0%
POSITIVO +/-
C-ERBB-2 % menop 28,6% 36,1% 33,9%
DEFINIDO
COMO % del total 8,5% 25,4% 33,9%
POSITIVO
o Recuento 25 53 78
NEGATIVO % oorbB2
NEGATIVO | definido como 32,1.0% 67,9% 100%
+/-
% menop 71,4% 63,9% 66,1%
% del total 21,2% 44.9% 66,1%
Recuento 35 83 118
% c-erbb-2
TOTAL definido como 29,7% 70,3% 100%
+/-
% menop 100% 100% 100%
% del total 29,7% 70,3%

Tabla 52.-CerbB2 y Status menopadusico.
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Observamos que en nuestra muestra el 70,3% de las pacientes son
postmenopadusicas, contando en esta grupo con porcentajes superiores de
pacientes con tumores con C-erb-B2 positivo (un 36,1% de los casos en
comparacién con el 28,6%).

La representacion grafica de estos hallazgos:

30%

E premenopausia

70%

postmenopausia

Graf.19.- Distribucion en funcion del status menopadusico

cerbB-2 EN RELACION AL ESTATUS

MENOPAUSICO
80
60 -
B Menopausia
40 - B No menopausia
20 -
32 %
0

CerbB2 posit CerbB2 neg

Graf.20.-CerbB2 en relacién a estatus menopadusico
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Pruebas de chi-cuadrado

En este caso aplicamos correcion por continuidad con significancia de 0,561
(no diferencias estadisticamente significativas).

1.2.-Cerb-B2 en relaciéon a datos histolégicos

1.2.1.- CerbB2 2n relacion al componente comedocarcinoma del tumor.

Redefinimos la variable’componente comedo”, considerando como negativos,
aquellos tumores con componente de comedocarcinoma en estudio
anatomopatologico igual o menor al 25% de la masa tumoral, y positivos el resto.

Redefinicion de la variable

“componente comedo”

Ausencia de componente | NEGATIVO
comedo

Componente comedo | NEGATIVO
<25%

Componente comedo 25-| POSITIVO
50%

Componente comedo | POSITIVO
>50%

Tabla 53.- Remodificacién de variable componente comedocarcinoma

COMPONENTE COMEDO

POSITIVO
ENEGATIVO

Graf.21.- Componente comedocarcinoma.
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C-ERBB-2
DEFINIDO
COMO
POSITIVO
0]
NEGATIVO

Recuento

%oc-erbB-2
definido como
POSITIVO +/-

%componente
comedo

% del total

Recuento

% c-erbB-2
definido como
NEGATIVO +/-

%componente
comedo

% del total

TOTAL

Recuento

% c-erbb-2
definido como
+/-

%componente
comedo

% del total

COMPONENTE COMEDO

POSITIVO

NEGATIVO

TOTAL

33

40

100.0%

34.2%

Tabla 54.- Relacion entre expresion de CerbB2 y componente comedocarcinoma

80

59 %

CerbB2 posit

CerbB2 neg

Comedo pos

Comedo neg

Graf.22.- Relacion entre Cerbb2 y componente comedocarcinoma
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Prueba de chi-cuadrado

Realizamos:

Chi-cuadrado de Pearson 1,191
Correccion de continuidad (p=0,424)
Razdén de verosimilitud

Test exacto de Fisher

Asociacion lineal por lineal

Sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ambas variables.

1.2.2.- CerbB2 en relacion a Score Bloom-Richardson

Enfrentamos ambas variables para comprobar si en nuestra muestra la
agresividad tumoral medida en grados del Score Bloom-Richardson se
correlaciona con mayor porcentaje de tumores C-erb-B2 positivos.

El Score Bloom-Richardson lo enfrentamos a C-erb-B2 reclasificado segun
el grado histologico de Elston-Ellis, segun explicamos anteriormente.

Redefinicion de la variable

“Bloom-Richardson”

B-R Bajo grado (0-3) Grado 1
B-R Grado intermedio (4-6) Grado 2
B-R Alto grado (7-9) Grado 3

Tabla 55.- Recodificacion de grados histolégicos.

Expresamos la relacion entre positividad y negatividad para el c-erb-B2 y el grado
(1-2-3) recodificado para el Score Bloom-Richardson.
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Variable Score BR
recodificada

Recuento 3 14 20 TOTAL
%c-erbB-2 definido | 8.1%% 37.8% 54.1% 100.0%
POSITIVO [Somo*/-
% Score BR 42.9% 29.8% |37.0% 34.3%
C-ERBB-2 % del total 2.8% 18.5%
DEFINIDO
COMO Recuento 4 33 34 71
POSITIVO % c-erbB-2 definido|5.6% 46.5% 47.9% 100%
como +/-
o NEGATIVO | L 5 S S .
NEGATIVO %o Score BR 57.1% 70.2% 63.0% 65.7%
% del total 3.7% 30.6% | 31.5%
Recuento 7 47 54 108
% c-erbb-2 definido | 6.5% 43.5% 50.0% 100.0%
como +/-
TOTAL % Score BR 100% 100% | 100% 100.0%
% del total 6.5% 431590 50.0%
Tabla 56.- Relacion entre sobreexpresion de CerbB2 y Grado histoldgico
50
45 .
40 .
35 .
30 .
25
20 . » Grado 1
15
P 6.5% " Grado 2
5. B Grado 3

0\__

Graf.23.- Distribucion de la muestra en funcion del grado histolégico
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C-erb-B2 en relacion a score Bloom-Richardson

33 34

351
30+
25
20+
15
10+

EBR-1

OBR-2

EBR-3

Pos Neg

Graf.24.-CerbB2 en relaciéon al grado histoldgico

Aplicando los test estadisticos correspondientes, no encontramos
diferencias estadisicamente significativas que correlacionen grado histolégico y
expresion de CerbB2 en nuestra muestra de pacientes:

Valor p

Chi-cuadrado Pearson 0,832 0,660

Tabla 57.- Aplicacién de test estadisticos entre CerbB2 y
variable Grado histolégico.

1.2.3.- CerbB2 en relacion a numero de ganglios afectados en el estudio
anatomopatologico.

En un primer tiempo, realizamos estadistica descriptiva mediante
estadisticos descriptivos que nos definan la variable ganglios afectos en anatomia
patolégica, obteniendo una media de 1.21 ganglios metastaticos en el momento de
la cirugia con marcada asimetria:

N
metastasicos 50 0 1.21 2,80

Tabla 58.- Descricion de ganglios afectados en estudio histolégico
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En un segundo tiempo, redefinimos la variable “ganglios afectados en
estudio anatomo-patologico” como sigue,

e Sin afectacion metastasica: Categoria 1
e Con afectacion metastasica: Categoria 2

Veremos como en un segundo tiempo redefiniremos la variable afectacion
metastasica en nuevas categorias.

Relacionamos dicha variable y la expresién de cerb-B2 para poner de
manifiesto diferencias estadisticamente significativas, expresandolo en tablas de
contingencia:

. . TOTAL
dicotomizado
POSITIVO NEGATIVO
Recuento 43 62
CATE$‘0R|A %  ganglios 30,6% 69,4% 100.0%
E metastasicos
X
D Recuento 25 34 59
r
e -
S CATEGORIA (%  ganglios 57,6% 100%
2 metastasicos

d
d Recuento 77 121
o TOTAL

% ganglios 100%

Metastasicos

Tabla 59.- Relacién entre ganglios metastasicos y expresiéon de CerbB2

Observamos una tendencia consistente en mayor numero de pacientes
axila positiva que a su vez son CerbB2 positivos y mayor numero de pacientes
axila negativa en pacientes CerbB2 negativos; sin embargo, al aplicar los
correspondientes test estadisticos, la diferencia no es estadisticamente
significativa.
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afectacion linfatica en la muestra

51%

categoria 1
El categoria 2

Graf.25.- Afectacion linfatica de la muestra.

Relacion Cerb-B2/ afectacion linfatica

Categoria 1
Categoria 2

CerbB2 pos CerbB2 neg

Graf.26.-Relacion entre afectacion linfatica y expresion de CerbB2

Aplicando los correspondientes Tests estadisticos:
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Valor Sig.asint. Sig. Exacta Sig.exacta
(bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado 0,730 0,391
de Pearson
Razén de| 0,439 0,508
verosimilitud
Correccién de| 0,735 0,391
continuidad(a)
Test de Fisher 0,438 0,254
Asociacion 0,729 0,284
lineal por lineal

Tabla 60.- Aplicacion de test estadisticos relacion CerbB2 y nimero de ganglios

No obtenemos diferencias estadisticamente significativas.
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2.- SOBREEXPRESION DE CERBB2 Y ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO.

2.1-Cerb-B2 vy receptores hormonales

2.1.1. C-erb-B2 y receptores estrogénicos

Expresamos en tablas de contingencia la relacion entre c-erbB-2
definido como positivo o negativo y los receptores estrogenicos en el tejido tumoral
definidos asi mismo como positivos o negativos segun expusimos en el estudio
descriptivo:

TOTAL
POSITIVO NEGATIVO
Recuento 24 16 40
%c-erbB-2
definido como | 60% 40% 100.0%
POSITIVO +/-
C-ERBB-2 % receptores | 32.9% 35.6% 33.9%
DEFINIDO estrogenicos
COMO % del total  [20.3% 1113.6% | EEEI/ NN
POSITIVO (I)Qecuento 49 29 78
Yo c-erbB-2
0 definido como | 62.8% 37.2% 100%
NEGATIVO NEGATIVO +/-
% receptores | 67.1% 64.4% 66.1%

estrogenicos

% del total  [41.5% " 111124.6% L [TRLZ

Recuento 73 45 118

Frec esperada

%  c-erbb-2 | 61.9% 100%
TOTAL definido como

+/-

% receptores 100% 100%

estrogenicos

% del total 61.9%  [100%

Tabla 61.- Relacion entre CerbB2 y receptores de estrogenos.
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RE posit
ORE negat

Distribucion de Rec. E2 positivos/negativos

61,9%

38,1%

Graf.27.- Distribucion de la muestra en funcién de receptores de estrégenos

C-erbB2 en relacion a RE

501 41,5%

RE posit
ORE negat

CerbB2 pos CerbB2 neg

Graf.28.- Relacion entre CerbB2 y expresion de receptores de estrogenos.

Observamos una mayor agrupacion de tumores con receptores
estrogénicos positivos en el grupo de C-erb-B2 negativos. Al aplicar las pruebas
estadisticas:

able R 0genc Valor p
Chi-cuadrado Pearson 0,089 0,765
Correccion por 0,010 0,922
continuidad

Tabla 62.- Resultados 5>

Sin encontrar asociacion estadisticamente significativa entre ambas variables.
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2.1.2.- c-erb-B2 en relacion a receptores de progesterona

TOTAL

Redefinimos la variable “receptores de progestagenos” (RP) en positivos y
negativos como expusimos en el estudio descriptivo, y estudiamos la distribucién
de esta variable en nuestra muestra en relacién a C-erb-B2:

POSITIVO

NEGATIVO

Recuento
%c-erbB-2
definido como
+/-

% receptores
progesterona
% del total
Recuento

%  c-erbB-2
definido como
+/-

% receptores
progesterona
% del total
Recuento

% c-erbb-2
definido como
+/-

% receptores
progesterona
% del total

RECEPTORES DE

PROGESTERONA
POSITIVO NEGATIVO
12 28
30.0% 70.0%
32.4% 34.6%
10.2% 23.7%
25 53
32.1% 67.9%
67.6% 65.4%
21.2% 44.9%
37 81
31.4% 68.6%

100%

TOTAL

40
100.0%

33.9%

33.9%

78
100%

66.1%

66.1%

118
100%

100%

31.4% 68.6% 100%

Tabla 63.- Relacién entre receptores de progesterona y CerbB2.

Distribucion de Rec. Progesterona positivos/negativos

68,6%

31,4%

E1 RP posit
ORP negat

Graf.29.-Distribucion en la muestra segun positividad de receptores de progesterona
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C-erbB2 en relacion a Receptores de
progesterona

45-
40-
35
30

44,9%

23,7% CORP posit
259 21,2% ORP neg

20—
15
10

10,2%

CerbB2 pos CerbB2 neg

Graf.30.-Relacion entre CerbB2 y Receptores de progesterona

Aplicando los estadisticos de contraste:

Variable Valor p
Rc.Progesterona

Chi-cuadrado Pearson 0,052 0,820
Correccion por | 0,000 0,986
continuidad

Tabla 64.- Resultado de test estadisticos

Sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.

2.1.3.-Coexpresion de receptores de estrogenos y progesterona

Relacionamos la coexpresion de receptores hormonales de la siguiente manera:

o Ambos tipos de receptores hormonales negativos: RE/RP -/-

o Ambos tipos de receptores hormonales positivos: RE/RP +/+

o Receptores hormonales distintos en cuanto a positividad o negatividad:
RE/RP +/-
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receptores
de estrogenos y
progesterona
-/- +/+ +/-
Recuento 14 10 16 TOTAL
%c-erbB-2  definido | 35.0% 25.0% | 40.0% 100.0%

como +/-

POSITIVO [, Coexpresion E/P | 37.8% 345% |30.8% 33.9%
C-ERBB-2 % del total 11.9% | 13.6%

25';:31')0 Recuento 23 19 78

POSITIVO % c-erbB-2 definido 24.4% | 46.2% 100%

o como +/-

NEGATIVO |NEGATIVO  fo5 Coexpresion E/P|62.2% 69.2% 66.1%
% del total FCET7N 16.1% |30.5%  JIRLD
Recuento 37 118
% c-erbb-2 definido | 31.4% 100.0%
como +/-

TOTAL % Coexpresion E/P | 100% 100% 100% 100.0%

% del total 31.4% | 100.0%

Tabla 65.-Coexpresion de sobreexpresion de receptores de estrogenos y progesterona en
relacion a CerbB2

31.4% B RE/RP negat
#° |mREIRP posit
44.1% O RE/RP +/-
24,6%

Graf.31.- Coexpresion de receptores de estrégenos y progstagenos.
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40 30.5% m-/-
30 30,5% BH+/+
19,5% ot
o /0
20 11,9%
8,5% o
10. 13,6%
16,1%
0' T T T 1
CerbB2 CerbB2
Positivo Negativo

Graf.32.- Coexpresion de receptores de estrogenos y progesterona en relacion a
sobrexpresion de CerbB2

Aplicando los test estadisticos:

Valor p

Chi-cuadrado Pearson 0,488 0,784

Tabla 66.- Aplicacion de test estadisticos

Sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.
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2.2-Cerb-B2 y P53.

Relacionamos el marcador p-53 definido como positivo o negativo con la

expresion de C-erb-B2 en la muestra tumoral:

POSITIVO NEGATIVO
Recuento 11 23 34
%c-erbB-2 32.4% 67.6% 100.0%
definido como
POSITIVO +/-
C-ERBB-2 % de p53 34.4% 30.7% 31.8%
DEFINIDO % del total D.3% 0/o 8%
COMO Recuento 21 73
POSITIVO % c-erbB-2|28.8% 71.2% 100%
o definido como
NEGATIVO | NEGATIVO | +4/-
% de p53 65.6% 68.2%
% del total 9.6% 6%
Recuento 32 107
%  c-erbb-2 70.1% 100%
definido como
TOTAL +/-
% de p53 100% 100% 100%
% del total  [PERLN ' 70.1% | 100% |

Tabla 67.- Relacion entre expresion de p53 y Cerbb2

70,1%

Distribucion de p53

29,9%

p53 positivo

O p53 negativo

Graf.33.- Distribucion de expresion de p53 en la muestra
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C-erbB2 en relacion a p53

CerbB2 pos CerbB2 neg

Graf.34.- Relacion entre expresion deP53 y CerbB2

Variable Valor p

P53

Chi-cuadrado Pearson 0,142 0,880

Tabla 68.- Chi cuadrado de Pearson

Aplicamos en un segundo tiempo estadisticos de contraste para dilucidar si
existe relacién entre las variables p-53 y c-erb-B2, es decir si a medida que el
valor de p-53 es mas alto el marcador c-erb-B2 es mas positivo, siendo por tanto
el tumor mas agresivo.

202



Resultados

Estadisticos de contraste para p-53:

p-53
U de Mann-Whitney 1204.500
W de Wilcoxon 3905.500
y4 -.246
 Significacion estadistica 0.805

Tabla 69.- Estadisticos de contraste para P53

No existiendo por tanto diferencias estadisticamente significativas.

2.3-Cerb-B2 y Ki-67.

Relacionamos las variables c-erb-B2 , definida en dos intervalos, y la
variable Ki- 67 en dos intervalos, como positivo o negativo.

La distribucion general en la muestra segun el porcentaje de Ki-67 redefinido en

estas tres categorias , fue como sigue:

Distribucion de Ki-67 en la muestra

Graf.35.-Distribucion de Ki 67 en la muestra
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CerbB2 pos

C-erbB2 en relacion a Ki 67
— 49,6%

CerbB2 neg

M Ki-67 pos
OKi-67 neg

Graf.36.- Relacion entre Ki67 y CerbB2

TOTAL

POSITIVO NEGATIVO

Recuento 13 27 40

%c-erbB-2 32.5% 67.5% 100.0%

definido como

POSITIVO +/-

% de Ki 67 43.3% 32.5% 35.4%
C-ERBB-2 IO 11.5%  23.9%  354% |
DEFINIDO Recuento 17 56 73
COMO %  c-erbB-2|23.3% 76.7% 100%
POSITIVO definido como
o NEGATIVO +/-

% de Ki67 56.7% 67.5% 64.6%
NEGATIVO IO 15%  49.6%  646% |

Recuento 30 83 113

%  c-erbb-2|26.5% 73.5% 100%

definido como
TOTAL +/-

% de Ki-67 100% 100% 100%

% del total 26.5% 73.5% 100%

Tabla 70.- Relacién entre CerbB2 y Ki67
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Siendo el valor de Chi-cuadrado de Pearson 1.125, con una significacion
estadistica de 0.402.

Aplicamos tambien pruebas no paramétricas, con los siguientes resultados:

Ki-67
U de Mann-Whitney 1168.500
W de Wilcoxon 3869.500
y 4 -1.178
 Significacion estadistica 0.77

Tabla 71.- Estadisticos de contraste para Ki67

Es decir, no encontramos relacién estadisticamente significativa entre estas
variables.
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2.4.-Resumen de relacion c-erb-b2 y variables principales del estudio.

Variable 2
X p

dac <50 6 18 0,677 0,410
>50 34 59

op Si 30 53 0,337 0,561
No 10 25

ofe I 3 4 0,832 0,666
ologico i 14 33
1] 20 34

ompo -2 Negat 33 69 0,640 0,424
omedo Posit 7 8

Tamafo <2 cm 38 67 1,40 0,236
tumoral >2 cm 2 11

Metastasis | Si 25 34 0,439 0,508
linfaticas No 19 43

Receptores |+ 24 49 0,089 0,922
estrégenos |_ 16 29

Receptores |+ 12 25 0,052 0,986

progesterona

- 28 53

Coexpresion 10 19 0,488 0,784
E/P 16 36
14 23

P-53 11 21 0,142 0,880
23 52

13 17 1.125 0,402
27 56

Tabla 72.-Resumen de relacion expresion de CerbB2 con el resto de variables de

nuestro estudio.
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II1.-ESTUDIO ANALITICO II. CerbB2 ,P53, Ki67,

Receptores de hormonas esteroideas y cancer de
mama.

1.- SOBREEXPRESION DE CERBB2, P53, KI-67, RC
HORMONALES EN RELACION A ESTUDIO
CLINICOPATOLOGICO

En este apartado del estudio analizamos la sobreexpresion
inmunohistoquimica de C-erb-B2, p-53, Ki-67 y receptores de hormonas
esteroideas en la pieza tumoral para establecer la relacidn entre dicha
sobreexpresion y variables clinicopatoldgicas como son la edad de las pacientes,
el estado menopadusico, el tamafio tumoral,el componente comedocarcinoma, el
score Bloom-Richardson y las metastasis ganglionares.

Para ello, todas las variables inmunohistoquimicas se comparan de forma
dicotomizada considerando la sobreexpresion inmunohistoquimica en el caso de
los receptores hormonales, p-53 y Ki-67 cuando mas del 25% de las células
tumorales son positivas para esta sobreexpresiéon y en el caso de C-erb-B2, como
expresamos en el apartado de material y métodos cuando este porcentaje de
positividad se eleva al menos al 75% de las células tumorales.

Comparamos las variables de tipo inmunohistoquimico y las variables de
tipo clinicopatologico mediante test de chi-cuadrado y los expresamos mediante
tablas, indicando el numero de casos para la variable clinicopatoldgica a estudiar y
el numero de casos con sobreexpresion para cada variable inmunohistoquimica
estudiada, precisando el porcentaje que representa respecto a la variable
clinicopatoldgica , y a continuacion el valor de la significacion estadistica.

Consideramos que existen diferencias estadisticamente significativas
cuando el valor de p<0.05.

1.1.-Edad.

Relacionamos la edad de las pacientes, con los datos obtenidos en el
estudio inmunohistoquimico de la pieza tumoral con la finalidad de evidenciar
diferencias entre los distintos grupos de edad.
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Edad | N° Rc.Est (%) p Rc.Pg(%) p C-erb-B2(%) p-53(%) p Ki-67(%) p
casos* p

<50 |24 20(83.3) 0.027 10(41.7)0.351 7(30.4) 1.0 9(40.9) 0,170

>50 |96 54(56.3) 28(29.2) 34(36.6) 25(29.1) 22(23.7)

Tabla 73.-relacion entre edad de las pacientes y el resto de variables clinicopatologicas

*El N° de casos representa el nUmero de datos validos para los dos grupos de edad. Al cruzar la edad con las
diferentes variables puede disminuir el nimero de casos en los grupos de edad debido a la existencia en
alguna de estas variables de valores perdidos.

Observamos que el porcentaje de sobreexpresion de receptores de
hormonas esteroideas es mayor para las pacientes de menos de 50 afos, que
representan unicamente el 19,8% de la muestra.existe significacién estadistica
(p=0.027) en el caso de receptores de estrégenos, no encontrando estas
diferencias para los receptores de progesterona (p=0.351). Para el resto de
marcadores inmunohistoquimicos, observamos una mayor sobreexpresion en
pacientes menores de 50 afios para p-53 y Ki-67 sin diferencias estadisticamente
significativas, siendo la mayor sobreexpresion de C-erb-B2 en el grupo de mas de
50 afios con valor de p=0.410.

1.2.-Menopausia.

Analizamos en este apartado el estado menopausico con el resto de las
variables del estudio inmunohistoquimico, con los siguientes resultados:

Menopausia |N° Rc.Est (%) p  Rc.Pg(%) p C-erb-B2(%)p p-53(%)p Ki-67(%) p
Casos*

No 35 26(74.3)0.09 12(34.3)0.82 10(28.6)0.561 10(30.3)1.0 14(42.4)0.029

Si 85 48(55.8) 26(30.2) 30(36.1) 22(28.6) 17(20.5)

Tabla 74.-.relacion entre menopausia y resto de variables

*El N° de casos representa el numero de datos validos para los dos grupos de pacientes. Al cruzar la variable
menopausia con las diferentes variables puede disminuir el nUmero de casos en los dos grupos debido a la
existencia en alguna de estas variables de valores perdidos.

Encontramos de nuevo, un mayor porcentaje de sobrexpresion para los receptores
de hormonas esteroideas en pacientes premenopausicas, pero no evidenciamos
diferencias estadisticamente significativas. Para el resto de marcadores
inmunohistoquimicos observamos un comportamiento similar que cuando
estudiamos la edad de las pacientes, con sobreexpresién de p-53 y Ki-67 mas
manifiesta en el grupo de pacientes premenopausicas, existiendo para Ki-67
diferencias estadisticamente significativas (p=0.029).
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2 .- SOBREEXPRESION DE CERBB2, P53, KI-67, RC
HORMONALES Y ESTUDIO HISTOLOGICO

2.1.-Tamaino tumoral.

Relacionamos el tamaio tumoral con los marcadores inmunohistoquimicos,
dicotomizando el tamafo tumoral en tumores menores e iguales de 2 cm y
tumores mayores de 2 cm. Obtenemos los siguientes resultados:

T |[No Rc.Est (%) p Rc.Pg(%) p C-erb-B2(%) p-53(%) p Ki-67(%) p
casos* p
<2 106 67(63.2)0.34 35(33.0)0.47 38(32.2)0.2 28(28.9)1.0 27(26.5)1.0
>2 15 7(46.7) 3(20.0) 2(15.4) 4(30.8) 4(28.6)

Tabla 75.- Relacion entre tamafo tumoral y resto de variables

*El N° de casos representa el numero de datos validos para los dos grupos de pacientes. Al cruzar la variable
tamafio con las diferentes variables puede disminuir el niumero de casos en los dos grupos debido a la
existencia en alguna de estas variables de valores perdidos.

Como ya mostramos en el estudio descriptivo, la mayoria de tumores en nuestro
estudio son inferiores a 2 cm de tamafio. Unicamente cabe destacar la
sobreexpresion mayor de p-53 y Ki-67 en tumores mayores de 2 cm aunque sin
diferencias estadisticamente significativas.

2.2.-Ganglios metastasicos.

Considerando unicamente los casos con afectacion y sin afectacion linfatica
metastasica en el estudio anatomopatoldgico, sin considerar el numero de
ganglios afectados como hicimos en la primera parte del estudio analitico, y con el
fin de no introducir sesgos, encontramos:

Gang | N© Rc.Est (%) p Rc.Pg(%) p C-erb-B2(%) p-53(%) p Ki-67(%) p
casos* p

No 63 38(60.3)1.0 21(33.3)0.829 19(30.6)0.5 11(19)0.034 16(26.7)1.0

Si 57 35(61.4) 17(29.8) 21(38.2) 20(39.2) 14(25.5)

Tabla 76.-Relacion entre hallazgo de ganglios metastasicos y resto de variables.

*El N° de casos representa el numero de datos validos para los dos grupos de pacientes. Al cruzar la variable
ganglios afectos con las diferentes variables puede disminuir el niUmero de casos en los dos grupos debido a
la existencia en alguna de estas variables de valores perdidos.

Encontramos una distribucidn muy similar para las variables de tipo
inmunohistoquimico en los dos grupos de pacientes , con mayor sobreexpresion
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de C-erb-B2 para el grupo de pacientes con hallazgo de metastasis linfaticas,
aunque con valor p no significativo (p=0.5), llamando la atencion la diferencia
encontrada, estadisticamente significativa (p=0.034), entre la sobreexpresién de p-
53 y la existencia de metastasis linfaticas, observando que dicha sobreexpresion
es mucho menor en casos de no afectacidon linfatica en el estudio
anatomopatoldgico de la pieza quirurgica.

2.3.-Grado histoldégico. Score Bloom- Richardson.

Con el fin de facilitar el estudio estadistico de los datos, dicotomizamos la
variable Score bloom-Richardson en bajo e intermedio grado (Score 0-6) y alto
grado (Score 7-9); a continuacion lo relacionamos con el estudio
inmunohistoquimico para conocer si existe relacion entre el Score de Bloom-
Richardson y la sobreexpresién de las variables inmunohistoquimicas en el tumor:

B-R |[NO° Rc.Est (%) p Rc.Pg(%) p C-erb-B2(%) p-53(%) p Ki-67(%) p
casos* p

0-6 |55 36(65.5)0.279 37(68.5)0.6 13(26)0.64 6(11.5)0.001

79 |56 30(53.6) 11(19.6) 34(63) 17(32.1) 23(41.8)

Tabla 77.-Relacion entre grado histoldgico y resto de variables.

*El N° de casos representa el numero de datos validos para los dos grupos de pacientes. Al cruzar la variable
Score Bloom-Richardson con las diferentes variables puede disminuir el nimero de casos en los dos grupos
debido a la existencia en alguna de estas variables de valores perdidos.

Observamos un mayor porcentaje de sobreexpresion de receptores de hormonas
esteroideas en tumores con grado histologico mas bajo, siendo el valor p=0.279
para los receptores de estrégenos, y para el caso de los receptores de
progesterona p=0.012, es decir con diferencias estadisticamente significativas.

Paraddjicamente, para C-erb-B2 encontramos un mayor porcentaje de
sobreexpresion para aquellos tumores de menor grado histolégico, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas(p=0.6).

En el caso de p-53 y Ki-67 encontramos que existe una menor
sobreexpresion en caso de tumores con grado histolégico mas bajo, siendo muy
significativo estadisticamente para Ki-67 con un valor de p=0.001.
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3.- CORRELACION DE SPERMAN

Por ultimo, establecemos una relacién multivariante de Spearman , para
poner de manifiesto las relaciones significativas entre variables, y obtenemos los
siguientes datos:

Parametro  Tamano Comp  Score Met. CerbB2 P53 Ki67 RcE RcP
comedo B-R ganglios

R. progest. -0,06 -0,160 -0,354 0,04 -0,082 -0,052 -0,11 0,525
R. estrog -0,080 -0,060 -0,234 0,047 -0,038 -0,151
Ki67 -0,006 0,056 0,323 0,011 0,202
P53 0,117 0,040 0,150 0,239 0,083
C-erbB2 0,036 0,107 0,065 0,089
Met.Gang 0,100 0,056 0,125

Score B-R -0,051 0,175

C.Comedo 0,033

Tamano

/

.

Tabla 78.- Correlacion de Sperman.
e Las celdas sombreadas son en las que se obtienen valores significativos:
o Los datos en negrita tienen correlacion significativa a nivel 0,05
o Los datos en rojo tienen correlacion a nivel 0,01

Existe relacion estadisticamente significativa, con p<0,05 entre el Score
Bloom-Richardson y los receptores de estrogenos, la existencia de metastasis
ganglionares en el estudio anatomopatologico y los niveles de p53, y entre C-
erbB2 y Ki-67.

Existe relacién estadisticamente significativa , con p<0,01 entre el Score
Bloom-Richardson y los receptores de progesterona, entre el Score Bloom-
Richardson y Ki-67, entre p53 y Ki-67, entre los receptores de estrogenos y
progesterona, y entre Ki-67 y los receptores de estrogenos.

Encontramos, por tanto, las mismas relaciones que en el estudio previo, a
excepcion de la puesta de manifiesto de relacion estadisticamente significativa
entre C-erbB2 y Ki67, que en el estudio analitico no encontrabamos en las
pruebas Chi-cuadrado, y la puesta de manifiesto de relacion entre el Score Blom-
Richardson y los receptores de estrégenos.
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Cuando observamos la distribucién en tablas de contingencia de el Score
Bloom-Richardson (con la modificacion de Elston-Ellis) en relacion a los
receptores de progesterona:

1 2 3
Recuento 27 45 TOTAL 76
% RP definido como 35,5% 59,2% 100.0%
+/-
POSITIVO | 9% Grado histologico 57,4% 68,5%
Receptores % del total 24,3% [40,5% [0
progesterona Recuento 4 20 11 35
% RP definido como 57,1% 100%
+/-
NEGATIVO | %Grado Histologico [50% 42,6% |19,6% 31,5%
% del total 18% | 9,9% 31,5%
Recuento 47 56 111
% Rp definido como | 7,2% 50,5% 100.0%
+/-
TOTAL % Grado histologico 100% 100.0%
% del total 44.1% OO

Tabla 79.- Relacion entre grado histologico y receptores de progesterona.

Valor p

Chi-cuadrado Pearson 7,575 10,023

Tabla 80.- Chi-cuadrado

Observamos que se ponen de manifiesto diferencias estadisticamente
significativas.
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Si expresamos en tablas de contingencia la relacién estadisticamente significativa

encontrada entre receptores de estrégenos y expresion de Ki-67:

NEGATIVO POSITIVO TOTAL
Recuento 16 12 28
%Rc
estrogenos 57,1% 42,9% 100.0%
NEGATIVO +/-
RECEPTORES % de 18,8% 38,7% 24,1%
DE Ki-67
ESTROGENOS % del total 13,8% 110,3% 124,1%
Recuento 19 88
%Rc
estrogenos 78,4% 21,6% 100%
POSITIVO +/-
% de 81,2% 61,3% 75,9%
Ki-67
% del total 9,5% 9%
Recuento 85 116
Frec esperada
%Rc 73,3% 26,7% 100%
TOTAL estrogenos
+/-
% de 100% 100% 100%
Ki-67
% del total  |WENEE/ - 26,7% ~ 100%

Tabla 81.- Relacion entre receptores de estrégenos y Ki67.

Observamos como en el grupo de pacientes con receptores de estrégenos
positivos existe una clara tendencia a valores de Ki-67 mas bajos, es decir, a
mayor diferenciacion tumoral con la aparicion de receptores de estrégenos, existe
en nuestra muestra indices de proliferaciéon tumoral mas bajos. Obtenemos que la
relacion es estadisticamente significativa con p=0,049

Valor p
Chi-cuadrado Pearson 4,906 0,027
Correccion por continuidad | 3,880 0,049

Tabla 82.- Chi-cuadrado

Observamos ademas una fuerte asociacion entre Ki-67 y el grado

histoldgico,

que exponemos a continuaciéon en

tablas de contingencia.
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Expresamos el grado histoloégico en 2 categorias ; categoria 1 Elston-Ellis 1 y 2;
Categoria 2 Elston-Ellis 3.

NEGATIVO POSITIVO TOTAL

Recuento 6 52

% grado

histologico 88,5% 11,5% 100.0%

BAJO GRADO

% de 59% 20,7% 48,6%
GRADO Ki-67
HISTOLOGICO % del total PRI '5,6% 148,6%

Recuento 32 23 55

% grado

histologico 58,2% 41,8% 100%

ALTO GRADO

% de 41,0% 79,3% 51,4%

Ki-67

% del total 9,9% %0 4%

Recuento 78 29 107

Frec esperada

% grado 27,1% 100%
TOTAL histologico

% de 100% 100% 100%

Ki-67

% del total WKL 27,1% - 100%

Tabla 83.- Relacion entre Ki67 y grado histolégico

Valor P

Chi-cuadrado Pearson 12,404 (0,000
Correccién por continuidad | 10,919 | 0,001

Tabla 84.-Chi-cuadrado

Por ultimo, ponemos de manifiesto que encontramos asociacion
estadisticamente significativa entre la coexpresion de estrogenos y progesterona y
los niveles de p53. expresado en tables de contingencia:
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NEGATIVO POSITIVO |TOTAL
Recuento 51,14 11 25
/- Y%coexpresion | 56% 100%
%p53 18,2% 22,9%
COEXPRESION %del total 12,8% 110,1% 22,9%
Estrégenos/ Recuento 40 18 58
progesterona e+ %coexpresion | 69% 100%
%p53 51,9% 56,3% 53,2%
%del total 36,7% 1 16,5% 53,2%
Recuento 23 3 26
+/- %coexpresion | 88,5% 11,5% 100%
%p53 29,9% 23,9%
%del total % 8% 9%
Recuento 78 29 107
%coexpresion 27,1% 100%
%de p53 100% 100%
TOTAL % del total 72,9% \ 100%

Tabla 85.-Relacion entre p53 y coexpresion de estrégenos/progeterona.

Observamos un porcentaje mayor de pacientes con valores mas bajos de
p53 en los casos en los que existe coexpresion de receptores de estrégenos y
progesterona, es decir, en casos de tumores mas diferenciados, estadisticamente

significativo.

Valor

Chi-cuadrado Pearson

6,644

0,036

Tabla 86.- Chi cudrado.
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IV.-ANALISIS CLUSTER O CONGLOMERADOS

Por ultimo decidimos explorar nuestros datos mediante analisis de
conglomerados o cluster con el fin de poder evidenciar relaciones entre las
variables en nuestro estudio que por no tener peso estadistico suficiente podrian
pasar desapercibidas en los analisis estadisticos anteriores.

Asi, observamos que se establecen 2 grupos de pacientes en funcién de las
diferencias entre las variables estudiadas, con un 50% de la muestra valida para
este tipo de estudio en cada uno de los conglomerados:

NGLOMERADO 1
CONGLO O CONGLOMERADO 2

Los perfiles de los conglomerados quedan con la siguiente distribucion:

N % de % del total
combinados
Conglomerado |1 49 50% 40.5%
2 49 50% 40.5%
combinados 98 100% 81%
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Casos 23 199%
excluidos
Total 121 100%

De la muestra total se excluyen 23 casos para este tipo de analisis estadistico,
por no poder ser catalogados dentro de los perfiles de los conglomerados o bien
por tratarse de pacientes con algun valor perdido en variables fundamentales.

1.- PERFILES DE LOS CONGLOMERADOS

Las variables que hemos estudiado para establecer los perfiles de los
conglomerados son :

@ Datos epidemioldgicos generales:

o

Edad de las pacientes

@ Estudio anatomopatoldgico:

@)
@)
@)

Tamano tumoral
Score Bloom-Richardson
Ganglios linfaticos metastasicos

@ Estudio inmunohistoquimico:

O O O O O O

P-53

Ki-67

Receptores de estrogenos

Receptores de progesterona

Coexpresion de receptores de estrogenos y progesterona

A continuacién analizaremos cada uno de estas variables y su distribucion dentro
de los conglomerados.
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1.1.-Edad.
EDAD
Conglomerado Media Intervalo de confianza *
Limite sup | Limite inf
1 52.59 66.99 58.20
2 63.61 67.43 59.79
Combinados 63.10

* Intervalo de confianza para la media al 95%
Tabla 87.- Distribucion de edades en los conglomerados.

Como podemos observar en ambos conglomerados de pacientes la media de
edad es similar, siendo para el conglomerado 1 de 62.5 afios y para el
conglomerado 2 de 63.61 afios.

Intervalos de confianza al 95%

64-

Edad

62- <>

60-

58-

60-

49 49

Conglomerado 1 Conglomerado 2

La linea de referencia es la media global=63.10.

Graf.37.-Distribucion de edades en los conglomerados
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1.2.-Tamaino tumoral.

Manteniendo la divisién establecida para estudios preliminares en tumores
menores o iguales a 2 cm y tumores mayores de 2 cm, obtenemos la siguiente
distribucion estadistica intraconglomerado:

TAMANO TUMORAL
<2 >2 TOTAL
Recuento 40 49
%de 2 grupos
de conglome- |81.6% 18.4% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 46 3 49
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- |93.9% 6.1% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 12 98
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- |87.8% 12.2% 100.0%
rados con
variables cont

Tabla 88.-Distribucion del tamario tumoral en conglomerados.

Observamos que en ambos conglomerados la distribuciéon de las pacientes
en funcién del tamafio tumoral es practicamente similar, con 86 pacientes con
tumores inferiores o iguales a 2cm , distribuidos entre ambos conglomerados (un
46.5% en el conglomerado 1 y un 53.5% en el conglomerado 2), y 12 pacientes
con tumores con tamafo superior a los 2 cm, en el 75% asignados
estadisticamente al conglomerado 1.

1.3.-Score Bloom-Richardson.

Usamos la variable Bloom-Richardosn dicotomizada en tumores de bajo
grado (Score Bloom-Richardson 3-6) y tumores de alto grado histolégico (Bloom-
Richardson de 7-9). Obtenemos la siguiente distribucion en los conglomerados:
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SCORE BLOOM-
RICHARDSON TOTAL
0-6 7-9
Recuento 17 32 49
%de 2 grupos
de conglome- |34.7% 65.3% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 31 49
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- [63.3% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 50 98
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- |49.0% 51.0% 100.0%
rados con
variables cont

Tabla 89.-Distribucion del grado histolégico en cada conglomerado.

En este caso encontramos que mientras en el conglomerado 1 el 64% de
las pacientes presentan Score de Bloom-Richardson de alto grado, en el
conglomerado 2 las pacientes entran dentro de las categorias mas bajas

mayoritariamente (64.6% de los casos).

Expresado en forma de grafico:

Porcentaje dentro del conglomerado

Cong. 1

Cong.2

Global

20

[ Score B-R 3-6

B scoreB-R7-9

40

60

80

Graf.38.-Distribucion del grado histolégico en los conglomerados.
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Si usamos la variable Bloom-Richardson como continua, es decir, sin incluir
sus valores dentro de categorias:

Grado histolégico
Conglomerado Media Intervalo de confianza *
Limite sup Limite inf
1 5.96 7.51 6.41
2 6.29 5.10
Combinados 63.10

* Intervalo de confianza para la media al 95%
Tabla 90.-Distribucion en los conglomerados segun el grado histologico

Podemos observar que en el conglomerado 1 la media del valor Bloom-
Richardson es mas alta (6.96) que en el conglomerado 2 (5.69). La representacién
grafica es:

Intervalos de confianza del 95%

8,01
7,5
7,0-

6,51

6,01

5,5

5,01

SCORE BLOOM-RICHARDSON

4,5

49l 49

Conglomerado 1 Conglomerado 2

La linea de referencia es la media global= 6.33.

Graf.39.-Medias del grado histolégico en cada conglomerado.
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1.4.-Ganglios metastasicos.

Dicotomizamos la variable ganglios metastasicos, segun se encuentren en el
estudio anatomopatolégico metastasis en 1 6 mas ganglios frente a los casos en

los que no se ha encontrado metastatizacion linfatica.

Ganglios metastasicos
NO SI TOTAL
Recuento 27 22 49
%de 2 grupos
de conglome- |55.1% 44.9% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 25 49
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- 36.7% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 52 46 98
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- |53.1% 46.9% 100.0%
rados con
variables cont

Tabla 91.-Distribucion en los conglomerados segun la afectacion metastasica.

En la distribucion intraconglomerado, observamos que en el conglomerado 1, 27
pacientes (55,10%) no presentan afectacion linfatica, frente a 22 pacientes
(44,89%) en las que si aparece .En el conglomerado 2, 25 pacientes (63.3%) no
presentan afectacion linfatica frente a 24 (36,7%) que si lo presentan.

La representacion grafica:

Porcentaje dentro del conglomerado

Cong. 1

Cong.2

Global

| S afectacion

] Con afectacion

10

20

30

40

50

60

Graf.40.- Representacion grafica de la distribucion en cada conglomerado segun afectacion

met

astasica.
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Si analizamos la variable afectacion metastasica linfatica de forma continua, sin
dicotomizarla como hemos realizado previamente, observamos que:

Afectacion linfatica

Conglomerado Media Intervalo de confianza
Limite sup | Limite inf

1 EYE] 2,04 0,82

2 1.31 2,13 0,48
Combinados 1.37

Tabla 92.-Distibucién en conglomerados segun numero de ganglios afectados.

La media de ganglios afectados para el conglomerado 1 es 1.43 y para el
conglomerado 2 es de 1.31, es decir la afectacion linfatica es muy similar entre
ambos conglomerados.

Intervalos de confianza al 95%

2,5-
2,0- T
[0}
2
= 1,5- <
‘E /
IE
E 1,0-
p= N
g 0,5-
0
g 00
< | |
49 49
Conglomerado 1 Conglomerado 2

La linea de referencia es la media global=1.37

Graf.41.-Distribucion dntro de los conglomerados segun la media de ganglios afectados.
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1.5.-C-erbB2.

Considerando C-erb-B2 como positivo o negativo, segun hicimos en el estudio
estadistico previo:

C-erb-B2
Positivo Negativo | TOTAL
Recuento 15 33 48
%de 2 grupos
de conglome- |31.3% 68.6% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 18 29 47
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- |38.3% 61.7% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 33 62 95
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- |34.7% 65.3% 100.0%
rados con
variables cont

Tabla 93.-Distribucion segun la expresion de CerbB2 en los conglomerados

Observamos valores de C-erb-B2 muy similares entre ambos conglomerados,
existiendo valores ligeramente superiores en cuanto a positividad y menores en
cuento a negatividad en el conglomerado 2.

La representacion grafica:

Cong. 1

Cong.2

Global

60

80

@ Cerb-B2 negativo

B cerb-B2 positivo

Graf.42.-Representacion grafica de
distribucién segin expresion de
Cerbb2 en los conglomerados.
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1.6.-P53.

Analizamos la variable P-53 , de forma dicotomizada en 2 categorias, segun
hemos realizado en el estudio estadistico previo, para observar su distribucion
estadistica entre los conglomerados:

P-53
Negativo Positivo | TOTAL
Recuento 34 15 49
%de 2 grupos
de conglome- |69.4% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 36 13 49
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- |73.5% 26.5% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 28 98
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- |71.4% 100.0%
rados con
variables cont

Tabla 94.-Distribucion en conglomerados segun expresion de p53.

El 73.5% de las pacientes del conglomerado 2, tienen valores de p-53 negativos,
algo superior a las pacientes con p-53 negativo en el conglomerado 1 (69.4%).

La representacion grafica:

Porcentaje dentro del conglomerado

Cong. 1

[ p-53 negativo
Cong.2

H p-53 positivo

Global

0 20 40 60 80

Graf.43.-Representacion grafica de distribucion en conglomerados segun expresion de p53.
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Si consideramos la variable p-53 como numeérica, con el fin de conocer la media
de su valor en cada uno de los conglomerados:

p-53

Conglomerado Media Intervalo de confianza
Limite sup | Limite inf

1 27.41 36.23 18.59

2 24.49 32.08 16.90
Combinados 26.95

Tabla 95.-Distribucién en cada conglomerado segun la media de p53.

Observamos una distribucion muy similar entre ambos conglomerados, con
valores algo superiores dentro del conglomerado 1.

Intervalos de confianza al 95%

40-

30-
(o]
I.tl') <>
Q.

20- L

10-

49 49
Conglomerado 1 Conglomerado 2

La linea de referencia es la media global = 25.95.

Graf.44.- Representacion de las medias d cada conglomerado.
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1.7.-Ki 67.

Utilizando la

variable Ki-67 de

forma dicotomizada,
comportamiento y distribucion similar a P-53 entre los conglomerados:

observamos

un

Ki-67
Negativo Positivo | TOTAL
Recuento 33 49
%de 2 grupos
de conglome- |67.3% 32.7% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 37 12 49
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- 24.5% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 70 28 98
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- |71.4% 100.0%
rados con
variables cont
Tabla 96.-Distribucion en conglomerados segun la expresion de Ki67
Cong. 1 : .
[ Ki-67 negativo
Cong.2 B «i-67 positivo
Global

0

20

40

Graf.45.-Representacion grafica segun distribucion de Ki67 en los conglomerados.

60

80

Si utilizamos la variable de forma continua:
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Ki-67

Conglomerado Media Intervalo de confianza
Limite sup | Limite inf

]  25.65] 32.45 18.86

2 21.04 26.36 15.72
Combinados 23.35

Tabla 97.-Medias de Ki 67 en cada conglomerado.

Observamos de nuevo una distribucion muy similar a la que habiamos observado
en el estudio de p-53.

La representacion grafica:

Intervalos de confianza al 95%

40-
N 30-
(=]
o <>
4

20- L

10-

49 49
Conglomerado 1 Conglomerado 2

La linea de referencia es la media global = 23.35.

Graf.46.-Representacion de la distribucién segun medias de Ki67
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1.8.-Receptores de estrégenos.

Como en el estudio estadistico preliminar consideramos positivos los
receptores estrogénicos cuando mas del 75% de las células lo expresan en la
inmunohistoquimica (es decir ++ y +++), considerando negativo el resto.

Observamos que para el estudio de conglomerados los receptores estrogénicos
es un elemento diferenciador para la clasificacion de las pacientes en uno u otro
conglomerado por el sistema estadistico, de tal manera que las pacientes con
receptores hormonales estrogénicos negativos se asignan en el 100% al
conglomerado 1. La distribucion entre los conglomerados es:

RECEPTORES
ESTROGENICOS TOTAL
NEGATIVO |POSITIVO
Recuento 24 25 49
%de 2 grupos
de conglome- [ 49.0% 51.0% 100.0%
Conglomerado | rados con
2 grupos de 1 variables cont
conglomerados Recuento 0 49
con variables %de 2 grupos
continuas de conglome- |0.0% 100.0% 100%
Conglomerado | rados con
2 variables cont
Recuento 24 74 98
TOTAL %de 2 grupos
de conglome- | 24.5% 75.5% 100.0%
rados con

variables cont
Tabla 98.-Distribucion en los conglomerados segun expresion de Rc de estrégenos.

Los valores entre los distintos conglomerados muestran que en el estudio
estadistico que estamos aplicando, las distintas variables se asignan en uno u otro
conglomerado segun su relacion a variables con grandes diferencias entre sus
componentes , siendo una de ellas los receptores hormonales estrogénicos.

La representacion grafica de los porcentajes entre los conglomerados es como
sigue:
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80

40 -

Cong. 1

Cong. 2

OPos
B Neg

Graf.47.-Representacion grafica segun distribucion en conglomerados en funcion de expresion de

recptores de estrogenos.

Aplicando tests estadisticos de contraste:

Sig.asintética
(bilateral)

Sig.exacta
(bilateral)

Sig.exacta
(unilateral)

Chi-cuadrado
de Pearson

0.000

Correccion por
continuidad @

0.000

Razon de
verosimilitud

0.000

Estadistico
exacto de
Fisher

0.000

0.000

Asociacion
lineal por
lineal

31.459

0.000

N de casos
validos

98

a.- calculado sélo para una tabla de 2x2
b.- 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. la frecuencia minima esperada es 12.00.
Tabla 99.-Aplicacion de tests estadisticos para y-cuadrado.

Obtenemos valores ALTAMENTE SIGNIFICATIVOS (<0.001).
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1.9.-Receptores de progesterona.

En cuanto a los receptores de progesterona:

2 grupos de
conglomerados
con variables
continuas

TOTAL

Conglomerado

Conglomerado

Recuento
%de 2 grupos
de conglome-
rados con
variables cont
Recuento
%de 2 grupos
de conglome-
rados con
variables cont
Recuento
%de 2 grupos
de conglome-
rados con
variables cont

RECEPTORES
PROGESTERONA
NEGATIVO POSITIVO
49 0
100% 0.0%
0 49
0.0% 100%
49 49
50.0% 50.0%

TOTAL

49

100.0%

49

100%

98

100.0%

Tabla 100.-Distribucion en los conglomerados segtin la expresién e receptores de
progesterona.

Observamos que ocurre como en los receptores de estrégenos pero de forma aun
mas evidente: en el conglomerado 1 los receptores de progesterona son 100%
negativos y en el conglomerado 2 los receptores son 100% positivos. Por tanto los
receptores de progesterona son tambien un ELEMENTO DIFERENCIADOR para
asignar las variables en uno u otro conglomerado:

80

40

OPos
H Neg

Cong. 1

Cong. 2

Graf.48.-Representacion de la
distribucién en conglomerados
segun la expresion de receptores de
progesterona.
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Aplicando tests estadisticos de contraste:

Valor

gl

Sig.asintotica
(bilateral)

Sig.exacta
(bilateral)

Sig.exacta
(unilateral)

Chi-cuadrado
de Pearson

98.000 °

0.000

Correccion por
continuidad®@

94.041

0.000

Razon de
verosimilitud

135.857

0.000

Estadistico
exacto de
Fisher

0.000

0.000

Asociacion
lineal por
lineal

97.000

0.000

N de casos
validos

98

a.- calculado solo para una tabla de 2x2
b.- 0 casillas (.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. la frecuencia minima esperada es 24.50.

Tabla 101.-Aplicacion de tests estadisticos para y-cuadrado.

obtenemos valores ALTAMENTE SIGNIFICATIVOS con un valor de p<0.001

1.10.-Coexpresion de receptores de estrégenos v progesterona

Analizando la coexpresion de estrogenos y progesterona es logico pensar que
existen relaciones muy significativas entre los conglomerados :

Obtenemos la siguiente distribucion entre los conglomerados:
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Coexpresion
estrégenos/ TOTAL
progesterona
-/- +/+ +/-
Recuento 24 0 25 49
% de 2 grupos de 0.0%
2 grupos de conglomerados con 49% 51.0% 100.0%
conglomerados con variables continuas
variables continuas Recuento 0 49 0 49
% de 2 grupos de
conglomerados con 100% 0.0% 100.0%
variables continuas
Recuento 24 49 25 98
% de 2 grupos de
TOTAL conglomerados con 24.5% 50.0% | 25.5% 100%
variables continuas

Tabla 102.- Distribucion en conglomerados segun coexpresion de Rc. de estrégenos y
progesterona.

En el conglomerado 2 estan asignados unicamente valores positivos para
coexpresion de receptores de estrogenos y progesterona. La representacion

grafica:
80
O+/+
W-/-
40 - —hi
0 ~ ) )
Cong. 1 Cong. 2

Graf.49.-Representacion grafica segun coexpresion de Rc.estrognos y progesterona en cada
conglomerado.

Aplicando test estadisticos de contraste:
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Valor gl Sig.asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de 98.000 2 2 0.000
Pearson
Razon de 135.857 2 0.000
verosimilitud
Asociacion lineal 0.020 1 0.887
por lineal
N de casos validos |98

a.-0 casillas (0.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es 12.00.
Tabla 103.- Aplicacién de tests estadisticos para y-cuadrado.

Observamos de nuevo que existe una relacion ALTAMENTE SIGNIFICATIVA
entre ambos conglomerados (<0.001).
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2.- DISTRIBUCION DE LAS VARIABLES EN EL

ANALISIS CLUSTER. Perfiles de pacientes.

Por ultimo, y en resumen, con el analisis estadistico aplicado hemos separado dos
grupos de pacientes en funcién de los resultados de distintas variables que se
agrupan en torno a la expresion de receptores hormonales, obteniendo la
existencia de dos perfiles de pacientes en funcion de las variables que agrupan:

Rc Estrégenos negativos
Rc progesterona negativos
Coexpresion E/P negativos

Variable CONGLONERADO
1

Edad 62.61 anos
Tamaio < 2cm (87.3%)
tumoral
Score B-R 7.2
Ganglios 1.43
C-erb-b2 Negativo (68.6%)
P-53 27.41
Ki-67 25.65

Edad 63.61 afos
Tamaio < 2cm (93.9%)
tumoral

Score B-R 5.6
Ganglios 1.31
C-erb-b2 Negativo (61.7%)
P-53 24.49
Ki-67 21.04
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V.-ANALISIS DE SUPERVIVENCIAS

Por ultimo, vamos a realizar un analisis de supervivencias mediante curvas de
Kaplan-Meyer y analisis de regresion de Cox.

El tiempo de seguimiento total de las pacientes, cerrado en Agosto del 2004, ha
sido de 65 meses (5 anos y 4 meses), durante el cual, analizamos tiempo libre de
enfermedad, recurrencia, meses de remision total y parcial de la enfermedad, y
tiempo de supervivencia global. El tiempo de seguimiento medio ha sido de 50
meses (4,16 anos).

En conjunto, hemos tenido los siguientes eventos, durante el periodo de
seguimiento:

e Casos de recidiva: 15

e Casos de muerte: 14
o Muerte relacionada con cancer: 9 casos (64,28%)

Es evidente, que el escaso numero de eventos, consecuencia del escaso tiempo
de seguimiento, impedira, en gran medida, el hecho de poder poner de manifiesto
relaciones estadisticamente significativas entre variables y sesgara, por tanto, las
conclusiones de nuestro estudio.

Analizamos, a continuacion , los casos de recidiva y muerte en funcién del perfil de
las pacientes.

1.- ANALISIS DE RECIDIVAS

1.1.-Casos de Recidiva en funciéon de datos anatomopatoldégicos

1.1.1.- Recidiva en relacién a tamaio tumoral.

Analizaremis a continuacion si existe alguna relacién entre el tamafio del tumor en
le momento dela cirugia y la recidiva de la enfermedad.
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Numero | Meses Error Intervalo
Tamaiio Total de remisién | estandar | ¢onfianza
eventos | completa (95%)
<2cm 102 15 59 2 56-63
>2 cm 15 0
117 15

Tabla 104.-Relacion entre recidivas y tamafio tumoral

Observamos que todos los eventos ocurren en pacientes con tamafo tumoral
inferior o igual a dos centimetros, teniendo en cuenta que corresponden a mas del
80% de las pacientes de nuestro estudio, lo cual, hace que la diferencia no tenga

ningun valor estadistico:

Estadistico

df

p

Log Rank

2,43

1

0,1193

Tabla 105.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion al tamaiio tumoral.

1.1.2.- Recidiva en relacion a grado histolégico.

Pretendemos analizar si existen relaciones entre la existencia de recidiva
tumoral (entendiendo la no recidiva como meses de remision completa) y el grado

histolégico tumoral.

Score Bloom- Total Numero | Meses Error Intervalo
Richardson de de estandar | 9¢ .
eventos | remision (ngo/'jnza
completa
3-6 53 7 60 2 55:64
7-9 54 61 2 57:65
107 13

Tabla 106.- Relacion entre recidivas y Score Bloom-Richardson
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Observamos que el numero de recidivas no difiere basicamente en uno y otro
grupo; Aplicando estadisticos de contraste (Kaplan-Meyer):

Estadistico df p

Log Rank 0,05 1 0,8300

Tabla 107.- Analisis de Kaplan-Meier en relacién a grado histolégico

Es decir,en nuestro estudio, no existe relacion entre la recidiva tumoral y el grado
histoldgico.

1.1.3.- Recidiva en relaciéon a existencia de metastasis linfaticas en el
momento de la cirugia.

Relacionamos a continuacién la relacion, ampliamente demostrada, entre la
existencia de metastasis linfaticas en el momento de la cirugia y la disminucién en
el numero de meses de remision completa.

Metastasis linfaticas Total Numero
de
eventos

Axila negativa 62 3
Axila positiva 54 12
116 15

Tabla 108.- Relacion entre recidiva y ganglios metastasicos

Observamos, que respecto al tiempo de remisiéon completa:

Axila negativa (n=62 casos)

T medio de Error standar | Intervalo de
remision confianza
completa (95%)
(meses)

N de casos 62 1 60;64

Tabla 109.- meses de remision completa para axila negativa
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Axila positiva(n=54 casos)

T medio de Error standar | Intervalo de
remision confianza
completa (95%)
(meses)

N de casos 56 3 50;61

Tabla 110.- meses de remisién completa para axila positiva

Observamos, la existencia de un numero mucho mayor de eventos en el caso de
aquellas pacientes con afectacion metastasica linfatica en el momento de la
cirugia, asociado a un menor tiempo de meses de remision completa. Aplicando
analisis de Kaplan-Meier:

Estadistico

df

p

Log Rank

8,19

1

0,0042

Tabla 111.- Analisis de Kaplan-Meier en relacion a metastasis linfaticas.

Observamos una diferencia estadisticamente significativa (0,0042)
La representacion grafica:

Supervivencia acum

11

0 10 20 30 40 50 60 70

Funciones de supervivencia

Meses remis completa

ganglios metatasis

O si
+ si-censurado
no

+ no-censurado
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Graf.50.-Representacion grafica analisis Kaplan-Meier

1.2.-Casos de Recidiva en funcion de anéalisis inmunohistoquimico

1.2.1.- Recidiva en relacion a sobreexpresion de CerbB2.

De la misma manera, realizamos analisis de recidiva respecto a la sobreexpresion
de CerbB2 en las células tumorales.

Total Numero | Meses Error Intervalo de
CerbB2 de de standar (nggja;”za
eventos | remision °
completa
Positivo 38 7 59 2 55;64
Negativo 76 8 61 2 57,64
114 15

Tabla 112.-Relacion entre recidivas y CerbB2

Observamos, que el numero de eventos ocurre de manera independiente a la
sobreexpresion de CerbB2 , sin diferencias respecto al tiempo de remision
completa, aplicando test estadisticos:

Estadistico df p
0,91 1 0,34

Tabla 113.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a CerbB2

Log Rank

1.2.2.- Recidiva en relacion a sobreexpresion de p53

Analizamos a continuacion si existen o no diferencias entre la
sobreexpresion de p53 y el tiempo de remisidn completa e la enfermedad.

Establecemos, como en apartados anteriores, la consideracion de p53
positivo cuando se expresa en mas del 25% de las células tumorales.
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Total Numero | Meses Error | Intervalo de
P53 de de standar (ngj/'a;”za
eventos | remision °
completa
Positivo 31 7 56 3 49;62
Negativo 75 62 2 58,65
114 15

Tabla 114.-Relacion entre recidivas y P53

Observamos el mismo numero de eventos, con mucho menor numero de
pacientes para el grupo de p53 positivos, con menor media en cuanto a meses de
remision completa, lo que hace suponer diferencias estadisticamente
significativas, como efectivamente sucede:

Estadistico df p

Log Rank 4,21 1 0,0402

Tabla 115.-Andlisis de Kaplan-Meier en relacién a P53

Funciones de supervivencia
1,1

1,0 1

p53 en dos intervalo

O positivo (>25)

+ positivo (>25)
-censurado

negativo(<=25)

+—+ | + negativo(<=25)

Supervivencia acum
~

,6 -censurado
0 10 20 30 40 50 60 70

Graf.51.-Kaplan-Meier respecto a
expesion de P53 y meses de
remision completa
Meses remis completa
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1.2.3.- Recidiva en relacion a sobreexpresion de Ki 67

Realizamos estos mismos analisis con la expresion de Ki 67.

Total Numero | Meses Error Intervalo de
Ki 67 de de standar ?55”33)”23
eventos | remision ?
completa
Positivo 30 3 61 3 55:66
Negativo 82 11 60 2 5763
112 14

Tabla 116.-Relacion entre recidivas y Ki 67

Al aplicar analisis estadistico no encontramos diferencias significativas.

Estadistico

df

Log Rank

0,15

1

0,70

Tabla 117.-Analisis de Kaplan-Meier en relacién a Ki 67.

1.2.4.- Recidiva en relacién a sobreexpresion de receptores de estrogenos

Considerando como en analisis previos como positivos aquellos tumores que
expresan receptores de estrogenos en mas del 50% de las células tumorales,
analizamos esta variable en relacion al numero de eventos, en este caso, recidivas

Total Numero | Meses Error lntell;valo de
Receptores de t de o Standar E:gogo/loa)nza
estrégenos eventos | remision
completa
Positivo 90 13 59 2 56:63
Negativo 26 2 61 2 57:65
116 15
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Tabla 118.-Relacion entre recidivas y Receptores de estrogenos.

Sin encontrar diferencias estadisticamente significativas:

Estadistico df p

Log Rank 0,84 1 0,360

Tabla 119.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a Rc de estrégenos.

1.2.5.- Recidiva en relacidon a sobreexpresion de receptores de progesterona

Considerando como positivos aquellos tumoras que sobreexpresan receptores de
progesterona en mas del 50% de las células tumorales, al igual que los receptores
de estrégenos, no encontramos relacion entre la sobreexpresion o no de los

mismos Yy la aparicion de recidivas.

Total Numero | Meses Error lntell;valo de
Receptores de de o Standar E:gogo/loa)nza
pro esterona eventos remision
9 completa
Positivo 65 6 58 2 54:61
Negativo 51 8 60 2 55:64
116 14

Tabla 120.-Relacion entre recidivas y Receptores de progesterona

Aplicando los tests estadisticos:

Estadistico

df

Log Rank

0,55

0,45

Tabla 121.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a Rc de progesterona.
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1.3.-Anadlisis multivariante (analisis de regresion de COX)

Con el fin de establecer si existen relaciones cruzadas entre las variables
del estudio y el tiempo de remision completa, realizamos un estudio multivariante
sin encontrar diferencias estadisticamente significativas.

N Porcentaje
Casos Evento(a)
disponibles en el 11 9,1%
analisis
80 66,1%

Total 91 75,2%

Casos con . 29 24.0%

valores perdidos

Casos con 0

tiempo negativo

censurados antes

del evento mas 1 ,8%

temprano en un

estrato

Total 30 24,8%
Total 121 100,0%

a Variable dependiente: Meses remision completa completa

Tabla 122.- Resumen del procesamiento de datos para el analisis de Cox.

-2 log
de la
verosimi Cambio desde el paso Cambio desde el
Paso litud Global (puntuacién) anterior bloque anterior
Chi-
cuadrado gl Sig. | cuadrado gl Sig. | cuadrado gl Sig.
1(a) 88,782 4,501 1 ,034 1] ,048 3,906 1

a Variables introducidas en el paso numero 1: P_53 2
b Bloque inicial numero 0, funcién log de la verosimilitud inicial: -2 log de la verosimilitud: 92,688
¢ Bloque inicial numero 1. Método = Por pasos hacia adelante (Raz6n de verosimilitud)

Tabla 123.- Analisis de datos.
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2 .- ANALISIS DE SUPERVIVENCIA.

2.1.-Casos de Mortalidad en funciéon de datos anatomopatolégicos

2.1.1- Mortalidad en relacion a tamaino tumoral

Analizamos si existe relacion entre los casos de muerte y el tamafio tumoral en el

momento de la cirugia;

Numero | Meses de | Error Intervalo
Tamafo Total |de supervivencia | estandar (nggje;”za
eventos °
<2cm 99 14 60 2 57-63
>2cm 13 0
117 15

Tabla 124 .-Relacion entre mortalidad y tamafio tumoral

Como en el caso de las recidivas ningun evento ocurre en el grupo de tumores
mas grandes, sesgado y no valorable por la diferencia numérica entre ambos

grupos.

Estadistico

df

p

Log Rank

2,66

1

0,1030

Tabla 125.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion al tamaiio tumoral.

2.1.2- Mortalidad en relacién a grado histoldgico

De la misma manera que analizamos el grado histoldgico para comprobar si
existe relacion respecto al numero de casos de muerte, no encontramos ninguna
relacion entre ambas variables

245




Resultados

Score Bloom- | Total | Numero | Meses de | Error Intervalo
Richardson de supervivencia | estandar ggnﬁanza
eventos (95%)
3-6 52 5 62 2 59;65
79 51 8 59 2 54,64
103 13
Tabla 126.- Relacion entre mortalidad y Score Bloom-Richardson
Estadistico df p
Log Rank 0,55 1 0,4595

Tabla 127.-Analisis de Kaplan-Meier en relacién al grado histolégico.

2.1.3- Mortalidad en relacién a metastasis linfaticas

Analizando el numero de eventos acontecidos en caso de axila positiva o

negativa:

Metastasis linfaticas Total Numero
de
eventos

Axila negativa 60 5
Axila positiva 52 9
112 14

Tabla 128.- Relacién entre mortalidad y ganglios metastasicos

Aplicamos los tests correspondientes, observando que no existen diferencias
estadisticamente significativas, probablemente explicable por el escaso tiempo de

seguimiento para el andlisis de mortalidad:

Estadistico

df

p

Log Rank

2,21

1

0,1367

Tabla 129.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a ganglios metastasicos
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2.2.-Casos de Mortalidad en relacién a variables inmunohistoquimicas.

2.2.1.- Mortalidad en relacion a sobreexpresion de CerbB2.

De la misma manera que realizamos el analisis de las recidivas, realizamos el
analisis de mortalidad en relacion a expresion de CerbB2 sin encontrar relaciones
estadisticamente significativas:

Total Numero | Meses Error | Intervalo de
CerbB2 de de standar (ngj/'a;”za
eventos | remision °
completa
Positivo 38 7 59 2 55;64
Negativo 72 7 62 2 58,65
110 14

Tabla 130.-Relacion entre mortalidad y CerbB2

Estadistico df p

Log Rank 0,84 1 0,3586
Tabla 131.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a CerbB2

2.2.2.- Mortalidad en relacion a sobreexpresion de P53.

En relacién a los casos de muerte,establecemos el analisis con la expresion de
P53, dela misma forma que hicimos con los casos de recidiva:

Total Numero | Meses de | Error :jntervalo
) . e
P53 de t supervivencia | standar confianza
eventos (95%)
Positivo 29 4 59 3 53:65
Negativo 72 10 60 2 57:64
101 14

Tabla 132.-Relacion entre mortalidad y P53

Sin encontrar relacion entre la sobreexpresion de p53 y los casos de mortalidad:
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Estadistico df p

0,01 1 0,91

Log Rank

Tabla 133.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a p53

2.2.3.- Mortalidad en relacion a sobreexpresion de Ki-67.

Clasificando Ki67 en positivo o negativo como lo hicimos en el caso de la recidiva,
no encontrsmos relacién entre la sobreexpresion de Ki 67 los casos de mortalidad.

Total Numero | Meses de | Error :jntervalo
. H H e
Ki 67 de t supervivencia | standar confianza
eventos (95%)
Positivo 27 3 60 3 57:64
Negativo 80 11 62 2 56:67
101 14

Tabla 134.-Relacién entre mortalidad y Ki 67

Aplicando analisis de Kaplan-Meier, no encontramos evidencias de relacion
estadisticamente significativa:

Estadistico df p

0,43 1 0,511

Log Rank

Tabla 135.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a Ki 67.

2.2.4.- Mortalidad en relacion a sobreexpresion de receptores de estrogenos

Analizamos esta relacion sin encontrar diferencias estadisticamente significativas:

Total Numero | Meses de | Error :jntervalo
Rc estrégenos de t supervivencia | standar an fianza
eventos (95%)
Positivo 86 14 59 2 56,63
Negativo 25 0
111 14

Tabla 136.-Relacion entre mortalidad y receptores de estrégenos

Al no tener ningun evento en el grupo con receptores de estrogenos negativos las
diferencias no son valorables
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Estadistico

df

p

Log Rank

4,25

1

0,0393

Tabla 137.-Analisis de Kaplan-Meier en relacién a receptores de estrégenos.

2.2.5.-

Mortalidad en

relacion a sobreexpresion de

receptores de

progesterona.

Analizamos la relacidn entre receptores de progesterona y mortalidad, sin

encontrar
continuacion:

diferencias estadisticamente significativas como expresamos a

Total | Numero | Meses de | Error Intervalo
Rc de supervivencia | standar 2;” fianza
progesterona eventos (95%)
Positivo 61 8 57 2 53;60
Negativo 50 6 62 2 58,65
111 14

Tabla 138.-Relacion entre mortalidad y receptores de progesterona.

Estadistico

df

p

Log Rank

0,49

1

0,4827

Tabla 139.-Analisis de Kaplan-Meier en relacion a receptores de progesterona.
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3.- ANALISIS DE RECIDIVAS Y SUPERVIVENCIA EN

EL ANALISIS DE CONGLOMERADOS.

3.1-Analisis de recidivas

Realizamos a continuaciéon analisis de

recidivas en cada uno de

los

conglomerados descritos,para reconocer si existen diferencias en cuanto al
periodo libre de enfermedad en uno u otro grupo de pacientes segun la asociacion
de factores prondsticos que constituyen cada uno de los perfiles.

Total | Numero | Meses Error Intervalo de
Conglomerado de de standar ?ggge;”za
eventos | remisién °
completa
Grupo 1 47 7 60 2 55;64
Grupo 2 47 4 56 2 52;60
94 11

Tabla 140.-Analisis de recidivas en los dos grupos de conglomerados

Estadistico

df

p

Log Rank

0,37

1

0,5408

Tabla 141.-Andlisis de Kaplan-Meier en relacion a recidivas segun perfil de pacientes.

Si bien estrictamente

la diferencia no es estadisticamente significativa,
observamos una tendencia a que los dos grupos de conglomerados tengan un
comportamiento distinto respecto a las recidivas. La representacion grafica la
exponemos a continuacion:
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Graf.52.-Kaplan Meyer en los conglomerados
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EN RESUMEN:

Obtenemos los siguientes datos de asociacion entre variables:

DATOS EPIDEMIOLOGICOS:

e Mayor Sobreexpresion de receptores de hormonas esteroideas en menores

de 50 anos.

e Para receptores de estrogenos p<0,027
e Mayor sobreexpresion de Ki67 y P53 en este grupo (N.S)

ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Encontramos relaciones entre las siguientes variables:

e p<0,05:

e P<0,01:

Score Bloom-Richardson y Receptores de estrégenos
(mayores grado histolégico a menor sobreexpresion de
receptores de estrégenos).

Metastasis ganglionares con cifras altas de p53.
Sobreexpresion de CerbB2 y sobreexpresion de Ki67.

Encontramos relacion con score Bloom-Richardson vy
receptores de progesterona al igual que con receptores de
estrogenos pero con mayor significacion estadistica.

Relacion entre score Bloom-Richardson y sobreexpresion de
Ki-67, de tal manera que relacionamos alto grado istologico
con la sobreexpresiéon de Ki67.

Relacionamos sobreexpresion de Ki67 con la sobreexpresion
de p53, y observamos, como ya hemos visto, un
comportamiento y relaciones bastante similares.

Asociacion muy significativa entre expresion de receptores de
estrégenos y progestagenos, como es esperable.

Fuerte asociacion entre sobreexpresion de Ki-67 y receptores
de estrogenos negativos

Parece que con esos datos podriamos establecer relaciones que nos hagan

suponer:
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1.- Pacientes con fenotipo tumoral menos agresivo:
e Pacientes con receptores de estrogenos positivos se asocian a :

Receptores de progesterona positivos
Mayor edad al diagnoéstico

Grado histolégico mas bajo

Cifras de Ki67 mas bajas.

OO O O O

2.- Pacientes con fenotipo tumoral mas agresivo:

e Tumores de alto grado histoldgico:
o Valores altos de Ki67

o Receptores de estrogenos negativos.
o Receptores de Progesterona negativos.

e Sobreexpresion de P53:
o Valores altos de Ki67.
o Metastasis ganglionares.
o MAYOR TASA DE RECIDIVAS.

e Sobreexpresion de CerbB2:

o Valores altos de Ki67
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DISCUSION
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Discusién

La identificacibn de marcadores moleculares prondsticos se ha convertido
en uno de los objetivos de los estudios actuales de cancer de mama. Estos
marcadores, potencialmente deben servir como complemento al estadiaje clinico-
patolégico de la enfermedad, con el fin de identificar aquellos pacientes con un
riesgo incrementado de progresion o recurrencia de la enfermedad que precisaran
de un tratamiento sistémico.

Los candidatos a marcadores en cancer de mama, incluyen indices de
proliferacion celular como Ki-67; sobreexpresion de receptores estrogénicos y de
progesterona; marcadores de sobreexpresion oncogenética, como C-erb b2
,Factor transformante de crecimiento o (TGF-a); indicadores de disbalances en la
apoptosis celular, incluyendo sobreexpresion de bcl-2 y incremento en relacion
bax/bcl2;marcadores de pérdida de sefal celular, como el acumulo de la proteina
nuclear p53; marcadores de alteracion de senales de diferenciacion celular, como
el acumulo de c-myc; marcadores de pérdida de diferenciacén celular como TGF-
B; y , por ultimo, marcadores de angiogénesis tumoral como la sobreexpresion de
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF).

La sobreexpresion de los oncogenes C-erb-B2 y P-53 son las anomalias
genéticas mas comunmente asociadas al cancer de mama, demostrandose la
relacion existente respecto a la disminucion de la supervivencia en pacientes con
tumores que sobreexpresan C-erb-B2 y p53.

La demostracion entre la asociacion de la sobreexpresion de una
oncoproteina y su comportamiento biolégico puede ser usada para interferir en un
papel central en el fenotipo maligno. Puede ser el caso de C-erb-B2 donde se ha
demostrado peor pronéstico en pacientes con C-erb-B2 positivo conjuntamente a
la suposicion de que C-erb-B2 juega también un importante papel en la
progresion del cancer.

Estos biomarcadores indican un proceso molecular que esta siendo
perturbado y la mayoria de ellos resultan en la sobreexpresion o el acumulo de
una sustancia que puede ser demostrado por técnicas inmunohistoquimicas.

Conocemos como factores prondsticos en cancer de mama, las
caracteristicas clinicas, anatomopatolégicas y bioldgicas del tumor que confieren a
la paciente afecta de la enfermedad una determinada probabilidad de
supervivencia y recurrencia de enfermedad en ausencia de tratamiento, aunque en
la practica nos referimos a la ausencia de tratamiento adyuvante después de la
cirugia inicial; En contraposicion, conocemos como factores predictivos en
cancer de mama las caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas y bioldgicas del
tumor que son usadas para estimar la probabilidad de respuesta a un determinado
tipo de terapia adyuvante.
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En conjunto, entre el 40-50% de las pacientes que desarrollan cancer de mama
moririan con el tiempo por causas relacionadas con su enfermedad. Para mejorar
estas perspectivas se afiade terapia adyuvante tras la cirugia inicial. Aunque esta
terapia es potencialmente beneficiosa, este tipo de farmacos citotdxicos y
hormonales no estan carentes de importantes efectos secundarios, por lo que lo
ideal seria restringir este tipo de drogas unicamente para pacientes destinados a
tener recurrencias o morir debido a la enfermedad. Desafortunadamente, no
existen factores prondsticos o predictivos que identifiquen de manera inequivoca
aquellos pacientes en los que existira recidiva, muerte o buena o mala respuesta a
la quimioterapia. Los metaanalisis que combinan resultados de los grandes
estudios sobre cancer de mama muestran que afadiendo quimioterapia y
hormonoterapia la mortalidad por cancer de mama se reduce hasta en el 30% en
conjunto'®. Esto viene a sinificar que si por ejemplo un oncdlogo tratara con
quimioterapia a 100 pacientes cuya estimaciéon de mortalidad sea de un 50% ,
salvara no mas de 15 vidas adicionales (50% de mortalidad reducida al 30% = 50x
0,3=15); por el mismo razonamiento si tratamos con quimioterapia a 100 pacientes
con una tasa de mortalidad del 30% , estaremos salvando no mas de 9 vidas
adicionales (30x0,3=9); Cuando la mortalidad por cancer esta estimada en un 10%
sblo 1 6 2 pacientes de un grupo de 100 sean beneficiadas con el tratamiento, lo
que es lo mismo que el numero de pacientes que tendran efectos secundarios
graves con resultado de muerte debido a la toxicidad de la quimioterapia. El limite
del 10% de mortalidad estimada para cancer de mama se ha convertido, de este
modo, en el limite que muchos clinicos utilizan para no aplicar quimioterapia a
estas pacientes.

El unico factor aceptado por todos como prondstico de cancer de mama de
manera inequivoca, con el suficiente poder como para identificar pacientes con un
mal pronéstico de la enfermedad es el TNM. Como ya hemos visto, en la base de
todos los estudios a este respecto, sabemos que las pacientes con tumores
pequefos (<1 cm) y axila negativa tienen una mortalidad esperada en torno a algo
menos de un 10%. Sobre este tipo de tumores hemos por tanto que aunar
esfuerzos primero para identificarlos mediante un diandstico precoz del cancer de
mama y segundo para identificar nuevos factores prondsticos y predictivos y
apostar por ellos en la practica para lo que necesitamos estudios rigurosos que los
validen.

La literatura muestra ,como hemos comenteado previamente a lo largo de esta
tesis, mas de 100 factores prondsticos relacionados con el cancer de mama; para
que un determinado factor sea considerado como “oficial” dentro de las Guias
Clinicas del cancer de mama, con utilidad como para ser recomendado deben de
cumplirse tres condiciones indispensables: debe estar técnicamente validado (la
técnica usada para medir el factor debe ser especifica, sensible,reproducible e
interpretada de manera uniforme de laboratorio a laboratorio); debe estar
clinicamente validado, es decir debe identificar grupos de pacientes con
diferente riesgo para recurrencia ,supervivencia o respuesta a un tratamiento de
manera independiente a otros factores; y por ultimo, debe ser datil, 1o que significa
que debe estar siendo usado por los clinicos para tomar decisiones terapeduticas.
Los unicos factores conocidos que cumplen estos requisitos son el estadiage TNM
(para estimar prondstico) y la determinacion de receptores de estrégenos y
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progesterona (para predecir respuesta a hormonoterapia). Estos ultimos han
variado en cuanto a su determinacion, siendo validada la inmunohistoquimica
como la técnica “gold standar” en el momento actual(reemplazando la que durante
afos ha sido la determinacién “oficial” por métodos bioquimicos como tambien
hemos discutido en capitulos anteriores); con el desarrollo de las técnicas de
inmunohistoquimicas determinados factores estan siendo aceptados, entre ellos ,
en particular CerbB2, p53 y Ki-67 en cuyas determinaciones nos basamos en esta
tesis.

Por tanto, en este trabajo pretendemos destacar el papel de los marcadores
inmunohistoquimicos (p-53, C-erb-B2, Ki-67, Receptores de estrégenos vy
progesterona) en relacion a variables clinicopatoldgicas para conformar un perfil
de paciente en el que puedan ser aplicados otros factores de orden prondstico y
predictivo.

1.- CERBB2 Y CANCER DE MAMA.

Muchos son los estudios que han demostrado que la amplificacion de C-
erb-b2 se correlaciona con peor prondstico ¥ disminucién del tiempo libre de
enfermedad en pacientes con cancer de mama 0 188 189 190 191192

En numerosos estudios clinicos la sobreexpresiéon de CerbB2 ha sido
asociada a gran numero de factores pronosticos adversos: asociacion con
negatividad en receptores de estrégenos y progesterona, edades mas joévenes de
las pacientes, grado histolégico mas agresivo (Grado 3 de Bloom-Richardson), y
aumento del nimero de lesiones linfaticas metastasicas.®® "%

Segun la literatura, la sobreexpresion inmunohistoquimica de C-erb-b2 en
cancer invasivo de mama es de 20-30%''® '%° % En |os distintos estudios
consultados, en la practica y dado que se considera como positivos los casos 3+
este porcentaje es menor, en torno a un 15%, como se demuestra en un trabajo
muy reciente, publicado en Octubre del 2003, de Sussane Taucher'® | usando, al
igual que nosotros el HercepTest de DAKO.

Sabemos que las técnicas de deteccion de la sobreexpresion de HER-2/neu
son de dos tipos: técnicas basadas en la expresion morfolégica de la
sobreexpresion (técnicas de inmunohistoquimica) y técnicas basadas en la
deteccion molecular de la amplificacion del gen o de la sobreexpresion de la
proteina (p 185"ER?),

Como sabemos Ilas técnicas inmunohistoquimicas son métodos
semicuantitativos mas que cualitativos, dado que la expresion de Her2/neu se
localiza en todas las células epiteliales de la mama. Por ello es necesario
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establecer una relacion entre la expresion de la intensidad inmunohistoquimica y
el numero de receptores de Her2/neu en la superficie celular. Asi se ha
demostrado que el score 0 en inmunohistoquimica se corresponde a 20.000
receptores en la superficie celular, 1+ corresponde a unos 100.000 receptores, 2+
a unos 500.000 receptores y 3+ en 2.300.000 receptores (en todos los casos,
como ya explicamos en el apartado de material y métodos en mas del 10% de las
células). Cuando las técnicas de inmunohistoquimica estan rigurosamente
procesadas , se ha demostrado que existe una excelente correlacion con el
estatus de amplificacién génica y la sobreexpresion de la oncoproteina "9 199 200,

Desde que la FDA aprob¢ el uso de Trastuzumab en cancer metastasico de
mama, la deteccion de C-erbB2 se ha convertido en esencial. El primer test clinico
aprobado por la FDA para la deteccion de la expresion de C-erbB2 es el DAKO
Hercept-test. Sélo los resultados 3+ en este test se correlacionan con los
resultados con Trastuzumab en los CLINICAL TRIALS. Scores 2+ no se
correlacionan del todo bien y se han demostrado insuficientes para el tratamiento
con Trastuzumab %' a menos que este resultado se confirme mediante técnicas
de FISHZOZ 203 204 205

En el trabajo publicado por Jefrrey Ross en Agosto de 2003%°® donde realiza
un analisis de Her-2/ neu en relacion a su papel como marcador prondstico de
cancer de mama, deteniéndose sobre todo en determinar cual es la técnica mas
adecuada para la deteccion de la sobreexpresion, de 81 estudios consultados |
considerando un total de 27.161 pacientes, en 73 (90%) encontraron que tanto la
deteccion de la amplificacion del gen Her-2/neu como la sobreexpresion de la
oncoproteina p 185572 son predictores del prondstico del cancer de mama tanto
en analisis univariantes como en multivariantes. En 52 (71%) de 73 estudios de
caracter multivariante , el significado prondstico adverso de la amplificacion del
gen HER-2/neu, el receptor, o la sobreexpresién de la oncoproteina fueron
independientes de el resto de las variables pronosticas del cancer de mama. Solo
en 8 de los estudios (10%) no muestran relacion entre el estatus de Her-2/neu y el
prondstico. De éstos, en 5 de los estudios, usan inmunohistoquimica en tejidos
incluidos en parafina, 2 de ellos usan analisis de Southern-Blot y uno de ellos
PCR (Polymerase Chain Reaction). Todos los estudios que analiza el autor que
usan técnicas de FISH (Fluorescence in situ hybridization) (8 estudios)
demuestran relacion pronostica en cuanto a la amplificacion del gen y el
pronostico de la enfermedad.

Las desventajas de las técnicas de FISH incluyen el elevado coste que
suponen , mayor tiempo en el procesamiento de los especimenes, requerimiento
de microscopio fluorescente, y a veces dificultad para identificar las células
invasivas tumorales. La FDA tiene aprobados dos de estas tacnicas de FISH: el
INFORM-test® (Ventana Medical System) y el Abbott-Vysis Path Vysion® (Abbott
Laboraztoc;ries). Estudios demuestran que ambos tests se correlacionan casi al
100% .

La FDA aprueba el uso sistematico de técnicas de FISH unicamente para
un grupo de pacientes seleccionadas para tratamiento con Trastuzumab .
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Teniendo en cuenta estos datos, y como desarrollamos en el apartado de
material y métodos, nosotros unicamente consideramos como positivos aquellos
casos en los que encontramos 3+, lo que representa en nuestra muestra un
porcentaje del 33,9% de los casos, es decir, un porcentaje algo alto segun los
estudios consultados '9°:196.197.206.253

Intentamos desvelar el significado prondstico de la sobreexpresion de C-
erbB2 en asociacion a otros factores prondsticos conocidos para cancer de mama
en el grupo de pacientes de nuestro estudio.

Estudios previos han demostrado la relacion estadisticamente significativa
entre la sobreexpresion de c-erb-b2 y la diferenciacién histolégica tumoral >2%
.Parece que la sobreexpresion de c-erb-b2 puede tener su papel principal en un
aumento del potencial del crecimiento tumoral.

De los estudios “pronédsticos” consultados, que incluyen mas de 15.000
pacientes afectas de cancer de mama, la mayoria de ellos encuentran algun tipo
de relacion, en mayor o menor grado, entre sobreexpresiéon de C-erb-b2 y peor
prondstico de la enfermedad 17196209210, 211, 212, 213 214 215 216 217 yna cuidadosa
revision de estos articulos, sin embargo, sugiere que la implicacién de C-erb-B2 en
cancer de mama puede ser mas predictiva que pronostica. Por ejemplo, de 24
estudios todos ellos con pacientes con axila negativa (la ma}/oria de ellos no
recibieron quimioterapia adyuvante), en 11 de ellos'® 2'® 218 219 g encontraron
relacion entre la sobreexpresiéon de C-erb-B2 y el prondstico de la enfermedad, y
13 fueron positivos 1321422322620 an cuanto al hallazgo de relacion entre
sobreexpresion y prondéstico aunque algunos de ellos fueron solo significativos en
pequefios grupos de pacientes'®® ?*'. Estos resultados ambiguos, lo Gnico que
hacen es sugerir que C-erb-B2 es un débil factor prondstico. En contraste a estos
datos, de 22 estudios con pacientes con axila positiva, la mayoria de las cuales
recibieron quimioterapia adyuvante, 19 de ellos mostraron una relacién
fuertemente positiva entre C-erb-B2 y prondstico de la enfermedad °32'32%7,
Algunos estudios randomizados han demostrado ademas una relacion directa
entre sobreexpresion de C-erb-B2 y resistencia a cyclofosfamida vy
metrotexate’*%%?2%  asi como en el estudio publicado por Muss y Thor '*° se
demuestra una mejor respuesta a adriamicina en pacientes con sobreexpresion de
C-erb-B2, validado en un estudio prospectivo posterior del mismo autor ?*; otros
estudios han demostrado, como hemos visto, relacion con resistencia a
tamoxifeno 2.

En cuanto a datos epidemioldgicos generales, no encontramos en nuestro
estudio relacion estadisticamente significativa entre C-erb-b2 y edad de la
paciente existiendo en la literatura estudios que correlacionan con edad joven de
la paciente la sobreexpresiéon de C-erb-b2°*?*%:en octubre del 2003, en Cancer,
Taucher ' encuentra una fuerte relacion con edad joven con p< 0,00064. asi
mismo son multiples los estudios en los que, como en nuestro estudio, no se
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encuentra asociacion entre sobreexpresion de CerbB2 y edad de la
paciente 229,233,226 227 228 229

Observamos que en el andlisis cluster el grupo de pacientes con C-erb-B2
mas alto presentan edades ligeramente mas jovenes (rango entre 58 y 66 afos),
sin ser estadisticamente significativo.

No encontramos relacion entre C-erbB2 y el estatus menopadusico, al
componente comedocarcinoma del tumor, a la afectacion linfatica (si observamos
mayor sobreexpresion de C-erbB2 en el grupo de pacientes con metastasis
linfaticas, no estadisticamente significativa) ni al Score Bloom-Richardson.
Respecto a su distribucion en el analisis cluster hablaremos al final de este
apartado.

En cuanto a la relacion de C-erbB2 con el resto de los datos en el estudio
inmunohistoquimico de la pieza quirurgica, no encontramos relacién entre C-erbB2
y p53 (ampliamente demostrada en diversos estudios en el estudio publicado por
Barbareschi®® relacion entre P53 y C-erbB2 p<0,005) , aunque si encontramos
relacion estadisticamente significativa entre sobreexpresion de C-erbB2 vy
sobreexpresion de KI-67 (p< 0,05); dado que en nuestro estudio se demuestra una
fuerte correlacién entre el comportamiento de p53 y el de Ki-67, es probable que
con el aumento del tamafio muestral la relacion de C-erbB2 y P53 se mostrara
significativa.

Tampoco encontramos en nuestro estudio relacion estadisticamente
significativa entre C-erbB2 y receptores hormonales.

2 .- P53 Y CANCER DE MAMA

Muchos son los estudios que evaluan las implicaciones prondsticas y
predictivas de p-53 en cancer de mama 2.

La gran mayoria muestra una fuerte relacion entre la mutacion de p-53 y
mal prondstico de la enfermedad??® 232 233 234,

En los estudios de Friedrichs y Silvestrini***** se demuestra la asociacién
entre la sobreexpresion de p-53 y el mal pronéstico de la enfermedad en pacientes
con axila negativa sin tratamiento adyuvante. La mayoria de estudios con
pacientes con axila positiva , que reciben terapia adyuvante , demuestran que la
sobreexpresion de p53 también esta relacionada con peor prondstico de la
enfermedad, sugiriendo que p53 podria ser un factor predictivo y ademas un factor
prondstico®® 2°.
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Existen evidencias de que p53 es un fuerte e independiente factor
pronéstico, valido sobre todo para categorizar tumores asociados a alto riesgo
(mal prondstico de la enfermedad), pero no lo suficientemente valido en tumores
de bajo riesgo o asociados a prondsticos favorables, como para modificar la
terapia adyuvante habitual en funcién a la no sobreexpresion de este factor.

Asi, la mayoria de oncdélogos usan actualmente la determinacion de p-53 en
cancer de mama como ayuda para elaborar decisiones de tratamiento para
pacientes con indicaciones borderline o complicados por otros factores.

En el trabajo publicado por Cattoretti y cols®*’ donde estudian la asociacion
entre p53 y otros factores prondsticos, encuentran significativa la asociacién con la
carencia de receptores de estrogenos pero sin encontrar relacion estadisticamente
significativa con el tamafio tumoral, grados B-R, o afectacién linfatica. Ostrowsky
and cols 2*® encontraron una pobre asociacién entre la sobreexpresion de P-53 y
los bajos niveles de Rc de estrogenos y el estatus postmenopausico, encontrando
relacion entre p-53 y alto grado tumoral. Encontraron que los pacientes con
sobreexpresion de p-53 tenian peor pronostico, aunque no estadisticamente
significativo.

En nuestro estudio, observamos un 71% de los casos no sobreexpresan p-
53 frente al 29% que si lo hacen, comparado con el 35.6% de los casos en el
trabajo de Ostrowsky , y el 45,5% reportado por Cattoreti y colaboradores . Es
decir observamos una proporcion de sobreexpresion de p-53 algo menor, lo cual
pude ser explicable por la técnica usada, ya que Ostrowosky usa para la deteccidn
inmunohistoquimica el anticuerpo Pab1801 (anticuerpo derivado de clon obtenido
de SV-40 transformado de linea celular de fibroblastos humanos que reacciona
con epitope de la proteina p-53) y nosotros usamos proteina p-53 recombinante,
clon DO7, que reacciona con el extremo N-terminal de p-53.

En el ultimo trabajo revisado hasta la fecha, en Noviembre de 2003, se
identifica expresion de p-53 en el 72% de los canceres de mama estudiados (43
de 60)* . En este trabajo, encuentran asociacién Unicamente, y de manera muy
significativa con los receptores estrogénicos negativos .En nuestro estudio p=0,1y
no existe correlacion entre receptores de estrogenos y p53 estadisticamente
significativa en  Spearman. Sin embargo, observamos asociacion
estadisticamenete significativa entre la coexpresion de estrogenos y progesterona
y P53, de tal manera que observamos cifras de P53 mas bajas en aquellos casos
en los que existe coexpresion de receptores de hormonas esteroideas, con p
0,036.

Analizaremos a continuacion los hallazgos obtenidos en relacién a p-53 y el
resto de variables estudiadas.

La relacion entre C-erb-B2 y p-53 no es estadisticamente significativa
(p=0.805) , aunque se aprecia mayor numero de casos p-53 negativos en caso de
no sobreexpresion de C-erb-B2.
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En la segunda parte de nuestro estudio analitico, comparamos la
sobreexpresiéon de p-53 en relacion a datos clinicopatolégicos, encontrando,
respecto a la edad de las pacientes una mayor sobreexpresion en pacientes
menores de 50 afios, pero sin ser estadisticamente significativo (p=1); este
resultado es equiparable al encontrado en el estudio realizado por Takashi Yokota
con p=0.79"% .

Respecto al estado menopausico, encontramos una mayor sobreexpresion
en postmenopausicas, no estadisticamente significativo (p=1). En el estudio
nombrado anteriormente, tampoco se encontrd relacion entre la menopausia 8/ la
sobreexpresiéon de p-53 (p=0.83). En el trabajo publicado por Ostrowsky24 ,S€e
observa una mayor sobrexpresion de p-53 en pacientes postmenopausicas con
p<0,1.

No encontramos relacion entre los receptores estrogénicos y la expresion
de p53. En el ultimo trabajo revisado hasta la fecha, publicado en Noviembre de
2003 en Cancer *encuentran asociacion Unicamente, y de manera muy
significativa con los receptores estrogénicos negativos ( en nuestro estudio p=0,1
y no existe correlacién entre receptores de estrogenos y p53 estadisticamente
significativa en Spearman). No encontramos relacidon con los receptores de
progesterona.

Encontramos una relacion muy fuerte entre p-53 y Ki-67 (p<0,0001),
comportandose ki-67 de manera similar a p-53 aunque con mas relaciones
estadisticamente significativas como veremos mas adelante.

En cuanto a la relacion entre p-53 y el estudio anatomopatologico de la
pieza quirdrgica, encontramos, respecto al tamafo tumoral una mayor
sobreexpresion de p-53 y Ki-67 en tumores mayores de 2 cm, pero sin
significacién estadistica, lo cual es equiparable a lo publicado por Takashi
(p=0.026). Este mismo autor relacioné la existencia de sobreexpresion de p-53
con la existencia de metastasis ganglionares en el momento de la cirugia con
p=0,062; con respecto a este punto, encontramos en nuestro estudio relaciéon
estadisticamente significativa entre la afectacion linfatica y Ila
sobreexpresion de p-53 con p=0,034.

En el estudio publicado por Banu en Noviembre de 2003%*’, donde se
analizaron 60 pacientes con diagnostico de cancer de mama y metastasis
linfaticas mediante test de correlacion de Sperman, observaron que en los casos
donde no existia sobreexpresion de receptores de estrogenos existia mayor
numero de pacientes on afectacion axilar de forma estadisticamente significativa,
demostrando que p53 se expresa en el 60% de las metastasis linfaticas , pero no
pudieron demostrar relacién con la supervivencia debido la escaso tiempo de
seguimieto.

En cuanto al grado histolégico (Score Bloom-Richardson y modificacion de
Elston-Ellis), y la sobrexpresion de p-53, observamos en nuestro estudio una
menor sobreexpresion de p-53 en pacientes con grado histoloégico mas bajo pero
sin significacion estadistica (p=0.64). Encontramos, sin embargo, una fuerte
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asociacion estadistica (p=0.001), entre el grado histologico y la sobreexpresion de
Ki-67. En el trabajo publicado por Takashi'* tampoco encuentran relacion
estadisticamente significativa con p=0,17.

En el trabajo publicado por Ostrowosky®*®, donde se analizaron a 90
pacientes con carcinoma ductal infiltrante de mama, y cuyo objetivo fue determinar
el significado pronostico de p-53 y cancer de mama determinado por
inmunohistoquimica y su relacion a otros factores prondsticos, con un periodo
medio de observacion de 28+7.2 meses, con seguimiento minimo de 15 meses ,
encontraron relacion estadisticamente significativa entre la sobreexpresién de p-53
y el estatus menopadusico (p<0,1), el alto grado histolégico con p<0.05, y con el
hallazgo de axila positiva en el examen anatomopatoldgico, asi como una fuerte
relacion entre la coexpresion de receptores de estrogenos y progesterona con
p<0,005.

No encontraron relacion entre la sobreexpresion de p-53 y los receptores
estrogénicos (p<0,1)

Demostraron ademas supervivencias mas cortas en tumores con p-53 mas
alto, sin resultados estadisticamente significativos, asi como mayores
supervivencias en pacientes con Rc de progesterona positivos con p<0,025, pero
no en relacion a receptores estrogénicos.

En el esudio publicado por Barbareshi®® donde se analizan 97 casos de
cancer de mama (83 carcinomas ductales infiltrantes; 8 casos de carcinomas
lobulillares infiltrantes;6 carcinomas ductales in situ), junto con 20 casos de
lesiones no malighas de mama(fibroadenomas, adenosis e hiperplasias
epiteliales) estudian la sobreexpresion de C-erbB2, P53, Ki-67 y estatus
hormonal en relacion al tamafio tumoral, estatus de invasion linfatica, edad de la
paciente, grado histolégico y recuento de mitosis. Respecto al comportamiento en
aquellos tumores que sobreexpresan p53 encontraron una fuerte asociacion con
KI-67, alto recuento mitético, C-erb-b2 , receptores hormonales negativos y grado
histolégico. No encontraron relacion estadisticamente significativa entre la edad de
la paciente, la invasion linfatica, estatus menopausico y tamafio tumoral.
Demostraron ademas que todos los casos de carcinoma lobulillar infiltrante y en
todos los casos de lesiones no malignas p53 fue negativo.

3.- RECEPTORES HORMONALES Y CANCER DE
MAMA

Multiples publicaciones han demostrado el valor prondstico del estatus de
los receptores de estrogenos y progesterona estando de acuerdo en que los
tumores con receptores hormonales negativos poseen un mayor grado de
malignidad?*® 4!
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En el articulo publicado por Takashi Yokota,'* donde se estudiaban a 70
pacientes con cancer de mama para estudiar factores prondsticos en estudio
inmunohistoquimico, se observdé una correlacion estadisticamente significativa
entre receptores de estrégenos y de progesterona (p=0,0101) y relacion inversa
con p-53 (p=0,0026). No encontraron correlacién con el estatus menopausico, la
edad de las pacientes, el estadio al diagndéstico ni con el grado histolégico.
Encontraron relacion estadisticamente significativa entre la afectacion linfatica y
los receptores de progestagenos negativos (p=0,0253).

Existen varias publicaciones que relacionan la invasiéon linfatica con el
estatus de los Rc de Pg 2% 242

En el articulo publicado por Ostrowski“™ se encontré en el estudio de 90
casos de cancer de mama en estadio operable, relacién entre receptores de
progesterona positivos y mayor supervivencia (p<0.025) sin encontrar relacién
entre supervivencia y estatus de receptores de estrégenos.
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Pinder et al #** demostré que no existia correlacion entre niveles de receptores de
estrogenos y progesterona y el grado histologico e invasion linfatica.

Considerando como positivos en técnicas de inmunohistoquimica, como
ya hemos repetido en varias ocasiones, unicamente los casos con alta positividad
(+++) en nuestro estudio el 61,9% de las pacientes mostraron receptores de
estrogenos positivos, y el 31,4 % de pacientes receptores de progesterona
positivos, lo cual es concordante respecto a los estudios publicados en la
literatura.(66% positivos rc estrégenos segtin Miles D et al'®? ; el 67% en el trabajo
de Angelika Reiner***

En nuestro estudio no hemos encontrado relacién entre los receptores
esteroideos y la sobreexpresion de c-erb-b2;son varios los estudios en los que se
manifiesta una relacion estadisticamente significativa entre los receptores de
progesterona negativos y sobreexpresion de C-erb-b2?*® En este estudio de
Ostrowosky y Sawam se analizan 97 casos de cancer de mama (83 carcinomas
ductales infiltrantes; 8 casos de carcinomas lobulillares infiltrantes;6 carcinomas
ductales in situ), junto con 20 casos de lesiones no malignas de
mama(fibroadenomas, adenosis e hiperplasias epiteliales) .Relacionan la
sobreexpresion de C-erbB2, P53, Ki-67 y estatus hormonal respecto al tamafio
tumoral, estatus de invasién linfatica, edad de la paciente, grado histologico y
recuento de mitosis. Encontraron relacion estadisticamente significativa entre
grado histologico y receptores de hormonas esteroideas, de tal manera que a
mayor grado histolégico menor expresion de hormonas esteroideas; encontraron
asociacion significativa ademas entre expresién de hormonas esteroideas y ki67,
de tal manera que a mayor expresion de Ki67 menor expresion de hormonas
esteroideas; en nuetro estudio hemos obtenido resultados similares encontrando,
relacion estadisticamente significaiva entre el grado histologico y receptores de
est’rogenos (p< 0,05), y con receptores de progestagenos (p<0,01); se demuestra
tambien relacidn entre receptores de estrogenos y Ki67 con p<0,01.
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En el estudio de conglomerados encontramos que los receptores de hormonas
esteroideas son el elemento diferenciador entre los dos grupos definidos, como
veremos a continuacion, de tal manera, que en nuestro trabajo, los receptores de
hormonas esteroideas podriamos decir que son el elemento dentro del fenotipo
tumoral alrededor del cual van a agruparse el resto de factores prondsticos que
van a definir la agresividad tumoral.

4.- Ki-67 Y CANCER DE MAMA.

La sobrexpresion de Ki67, como indice de proliferacion celular, se ha
relacionado con un peor prondstico en cancer de mama en multiples estudios 2*°.

En nuestro estudio observamos que la sobreexpresiéon de Ki67 se comporta
de manera muy similar a la expresion de p53 en las pacientes estudiadas, como
ya han puesto de manifiesto diversos autores como Catoretti*** y Barbareshi®*®

En nuestro estudio el porcentaje de sobreexpresion de Ki67 demotrado
mediante inmunohistoquimica fue del 26,7%, cifras concordantes con lo publicado
en estudios similares 2*. En nimeros absolutos, la media de expresion de Ki67en
nuestro estudio fue de 15+ 5,5/30, cifra muy similar a la encontrada en la series
publicadas como en el estudio de Mattia Barbareschi (media de 15 +16/10)%*%

En cuanto a la relacion entre la sobreexpresion de Ki67 y CerbB2, en
nuestro estudio no encontramos relacién estadisticamente significativa en el
estudio inicial,encontrandola con p<0,05 en el analisis de Spearman, existiendo en
la literatura tanto estudios en los que si encuentran relacién estadisticamente
significativa 2*"?** | algunos de ellos han puesto de manifiesto ademas relacion
entre Ki67, cerbB2 e intervalos libre de enfermedad mas cortos ?** como estudios
en los que no se demuestra dicha relacion 4% 20

En la relacion entre la expresion de Ki 67 y factores clinicopatoldgicos , no
encontramos relacion estadisticamente sigificativa con la edad de las pacientes,
encontrando, sin embargo, relacion esadisticamente significativa entre la
sobrexpresiéon de Ki67 y el estatus menopausico, de tal manera que demostramos
una mayor sobreexpresion en pacientes premenopausicas, tal y como ocurre con
p53 , con p 0,029.

Con respecto al estudio histologico, no hemos demostrado asociacion entre Ki67 y
el tamano tumoral, ni con la afectacidn linfatica, encontrando una fuerte
asociacion entre el grado tumoral y Ki67 estadisiticamente significativo (p 0,001),
comportandose de nuevo de manera paralela a la sobrexpresion de p53.

En el estudio realizado por Barbareschi®®, en el que se presté especial atencion al
comportamiento de Ki67 en relacion a otros factores prondsticos de cancer de
mama, encontraron asociacion entre Ki67 y alto grado histolégico tumoral,
receptores de progesterona negativos y altas cifras de P53; no encontraron
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asociacion entre Ki67 y el estatus menopausico, el tamafo tumoral, las metastasis
linfaticas y los receptores de estrégenos.

Asi como en la literatura existen numerosos estudios con p53, no son tantos los
encontrados con Ki67, ya que, si bien es éste el indice de proliferacion celular mas
aceptado existen otros parameros como KiS1, la topoisomerasa Il, Histona H3,
mitosina y otros; consultamos 14 estudios, que incluyen en total a unas 4000
pacientes 232251252253 gcerca de las implicaciones prondsticas de Ki67 en cancer
de mama. Casi todos estos estudios encuentran alguna relacion entre la
sobreexpresion de Ki67 y mal prondstico de la enfermedad, sobre todo en lo que
se refiere a metastasis linfaticas, enfermedad a distancia y tasas de supervivencia.
En nuestro estudio observamos la relacién entre Ki67 y P53 y un comportamiento
bastante similar observando sobre todo asociacion entre ki67 y factores de mal
pronéstico como son el alto grado histolégico, sobreexpresion de CerbB2 y
receptores de estrogenos negativos; no podemos concluir en cuanto a su
importancia en lo que se refiere a periodo libre de enfermedad, aunque se
demuestra asociacion entre sobreexpresion de P53 y recidiva de la enfermedad
primaria .

5.- ANALISIS CLUSTER.

Como hemos observado, en nuestro estudio encontramos relaciones
parciales entre variables , que nos hacen suponer asociaciones de mal o buen
pronostico en pacientes afectas por cancer de mama; debido a la limitacién que
tenemos dado el escaso periodo de seguimiento, decidimos hacer un estudio
multivariante exploratorio, o analisis de conglomerados o cluster, que trata de
establecer “perfiles “ dentro de los grupos de pacientes que estadisticamente se
seleccionan en torno a una o mas variables; observamos que en nuestro estudio,
las variables se aglomeran en torno a tres : Receptores de estrogenos, receptores
de progesterona y Coexpresion de receptores hormonales, de tal manera que se
establecen dos grupos de pacientes repartidos al 50%, un grupo en torno a
pacientes con receptores de estrogenos negativos, receptores de progesterona
negativos y con ambos receptores hormonales negativos y un grupo con
receptores de estrogenos positivos, de progesterona positivos y coexpresion de
ambos positiva. Se puede establecer, por tanto dos perfiles de pacientes:

-Perfil 1.- Receptores de estrégenos negativos, receptores de
progesterona negativos, coexpresion de receptores negativa que agrupan
pacientes con media de edad menor (62 afos), tamafo tumoral menor de 2 cms
en un 87% de los casos, grado histolégico de 7.2, afectacion linfatica media 1.43,
CerbB2 negativo en el 68% de las pacientes, p53 con media de 27 y Ki67 de 25
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-Perfil 2.- Receptores de estrogenos positivos, receptores de
progesterona positivos, coexpresion de receptores positiva que agrupan pacientes
con edad media superior a los del perfil 1 (63 afos), con tamafo tumoral menor de
2 cms en un 93.9% d las pacientes, con un grado histolégico menor (5.6), con una
afetacion linfatica de 1.31 de media, con CerbB2 negativo en el 61% de los casos,
p53 de media 24 y Ki 67 21.

Es decir, en el intento de conglomerar variables para buscar perfiles de pacientes
encontramos una tendencia a asociar factores de mejor pronostico en el
conglomerado 2 , observando que con receptores de hormonas positivos existe
una tendencia a que las variables que estudiamos en este grupo tengan mejor
pronéstico. Observamos el efecto contrario en el Conglomerado 2, en el que la
existencia de recptores hormonales negativos asocia perfiles de variables con
peor perfil prondstico.

Intentos de encontrar perfiles de pacientes que definan grupos prondsticos
respecto a distintos factores de riesgo existen varios en la literatura como el
publicado en el afio 2001 por Pinto ?**, en el que estudia 306 pacientes con
Cancer de mama, estudiando factores prondsticos clasicos como el tamano
tumoral, la existencia de invasiéon ganglionar, grado histoldégico y receptores
hormonales , realizando estudio multivariante mediante regresion de Cox, y
encontrando en este estudio que Cerbb2 es una factor prondstico independiente al
resto y que identifica a un grupo de pacientes con peor respuesta a terapia con
tamoxifeno.

Actualmente, se estan investigando con técnicas de microarrays alteraciones
genéticas en las células tumorales, que una vez estudiadas en un analisis
multivariante nos permiten conocer de forma rapida las caracteristicas prondsticas
y predictivas de respuesta en cada tumor.Con estas técnicas podriamos separar
grupos de tumores en fases tempranas. La ténica consiste en en establecer un
panel de alteraciones genéticas relacionadas con la evolucién y la respuesta al
tratamiento. Se pueden estudiar cientos de ellas al mismo tiempo.?°

6.- ANALISIS DE SUPERVIVENCIAS.

Hemos analizado las recidivas y la supervivencia global de nuestras
pacientes en funcidn de los factores prondsticos estudiados. Tenemos un tiempo
maximo de seguimiento de 65 meses con un tiempo medio de 50 meses. Es
evidente, que en el caso de cancer de mama, se precisa un tiempo de seguimiento
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mayor para obtener resultados, aunque el periodo de tiempo marcado inicial para
este trabajo fue de 5 afios, tiempo que se estim6é como suficiente para obtener
resultados sobre todo analizando tasa de recidivas; el tiempo medio de un estudio
de supervivencias de cancer de mama, se estima en torno a los 10 afios de
seguimiento, obteniéndose resultados mas valorables a partir de los 15 afios de
seguimiento.

Asi, los autores que estudian como nosotros correlaciones entre factores
pronésticos presentan grupos de pacientes con escaso tiempo de seguimiento,
que cuando supera los 5 afos, anaden algun resultado desde el punto de vista
sobre todo de recidiva tumoral, que suele ser bastante pobre, o no tan
significativos como se esperaba. Son ejemplos los trabajos de Jasminka Javik,
K.Tandon, Sussane Taucher, L.Ostrowski, o Takashi Yokota'#* 209196.236.145 " Epy
cambio, los grandes estudios de supervivencia de cancer de mama, sobre todo en
los casos en los que se distingue entre axila positiva y negativa,son estudios de
largo seguimiento como el de Henche Reed, con 613 pacientes y 30 afios de
seguimiento'® el de M. Rudas, con 121pacientes y 17 afios de seguimiento®®, o
el de David Miles con 274 pacientes y 16 afios de seguimiento'®?

Con estas premisas, en nuestro trabajo encontramos en cuanto al analisis de
recidiva unicamente asociacion con las metastasis axilares en el momento de la
cirugia ,y asociacion entre periodo libre de enfermedad y p53; si aumentaramos el
tiempo de seguimiento nuestro estudio, quizas encontrariamos relacion entre
variables en las que hemos observado tendencia a la significacion, como Ki67 de
comportamiento muy similar en nuestro estudio a P53, o los receptores
hormonales. Asi mismo, no podemos sacar conclusiones respecto al analisis de
mortalidad, por una parte por el escaso numero de eventos, algunos de ellos
debidos a causas no relacionadas directamente con la enfermedad, y por otra , al
escaso tiempo de seguimiento.
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1.- En nuestro estudio CerbB2 no se comporta como un factor predictivo ni
prondstico sin encontrar relacion con tasa de supervivencia y recidiva de la
enfermedad.

2 .- No encontramos relacion estadisticamente significativa entre la sobreexpresion
de CerbB2 y el resto del estudio inmunohistoquimico a excepcién de la
sobreexpresion de Ki67 .

3.-Demostramos que existe asociacidn entre sobreexpresion de p53 y Ki
67,comportandose ambos de manera similar respecto a otras relaciones con el
resto de parametros del estudio clinico, anatomopatolégico e inmunohistoquimico.

4.-Existe asociacion entre la edad de las pacientes y expresion de hormonas
esteroideas asi como entre estatus menopausico y sobreexpresion de P53 y Ki 67.

5.-Hemos encontrado asociacion entre existencia de metastasis ganglionares en
el estudio de la pieza y sobreexpresion de P53, asi como asociacion entre alto
grado histoldgico con sobreexpresion de P53 y Ki 67 por una parte y receptores
hormonales negativos por otra.

6.- P53 se comporta como un factor prondstico independiente en relacién a la
recidiva de la enfermedad y como un factor predictivo independiente en cuanto a
la existencia de metastasis ganglionares en el momento del diagnéstico.

7.-Creemos que es el conjunto o la asociacién de distintos factores bioldgicos, en
nuestro estudio CerB2, Ki67, P53 y Rc de hormonas esteroideas la que confiere el
fenotipo tumoral y predice, junto con factores clinicos y anatomopatoldgicos el
comportamiento y por tanto, el prondstico del cancer de mama.
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