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ANTECEDENTES

Se puede decir que el cancer se origina como consecuencia de alteraciones en
la estructura y funcién de los genes que llevan a una proliferacion en forma
acelerada y no controlada (desordenada) de un grupo de células en un tejido, y en
Ultima instancia a la formacion de una masa anormal o tumor que puede diseminarse
invadiendo tejidos vecinos o dando lugar a otras formaciones tumorales lejanas al
sitio de su origen (metastasis). El cancer de mama, en particular, es una neoplasia
maligna en la que el proceso proliferativo afecta las células parenquimatosas de ese
organo (que constituyen los lébulos y conductos mamarios). Como todos los
organos, la mama cuenta con vasos sanguineos y vasos linfaticos, y es a través de
ellos que se produce la diseminacién a distancia de las células tumorales originando
las metastasis. Los vasos linfaticos transportan y conducen la linfa a érganos
pequefios que se llaman ganglios linfaticos. Existen racimos de ganglios linfaticos
cerca de la mama, en la axila (debajo del brazo), por encima de la clavicula y detras
del estern6n (1) (véase la Figura 1). El principal y primer sitio de metastasis del
cancer de mama suelen ser los ganglios linfaticos axilares. Otros sitios de
metastasis a distancia frecuentes son hueso, pulmén y cerebro. En estos casos la

diseminacion del tumor ocurre a través de los vasos sanguineos.

Fig. 1: Esquema de la mama
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Esquema de la anatomia de la mama que muestra los ganglios linfaticos y los vasos linfaticos.

Fuente: National Cancer Institute, Cancer de seno (mama). Obtenido el 06/12/2010, desde
http://www.cancer.gov/espafiol/pdg/tratamiento/seno/Patient.



El cancer de mama como problema de salud

mundial. Algunos datos epidemioldgicos

A la fecha, el carcinoma mamario es un problema de salud publica mundial, en
el cual muchos paises han enfocado sus esfuerzos, empleando diferentes
estrategias, entre ellas el trabajo en lineas de investigacion dirigidas a optimizar la
prevencion y el diagnostico que permitan elegir los tratamientos ideales para lograr
mejores tasas de curacion, tiempos de supervivencia mas prolongados o brindar una

mejor calidad de vida a las pacientes.

El carcinoma mamario es la neoplasia mas frecuentemente diagnosticada en la
mujer occidental. A nivel global, para el afio 2002 se presentaban 1'151,298 nuevos
casos anuales de cancer de mama, 410,712 defunciones y una prevalencia de mas
de 4.4 millones de mujeres afectadas (2). Es la primera causa de defunciéon por
cancer en mujeres. Su incidencia y mortalidad aumentan con la edad y alcanzan su

mayor porcentaje en mujeres que se encuentran entre los 35 y los 54 afos.

En Mexico, el cancer de mama ocupa el segundo lugar de las neoplasias
malignas, con un 10.9% de todos los casos de céncer, s6lo superado por el

carcinoma cervicouterino (3).

En el orden de salud publica, entre las prioridades se encuentra el reto de
incrementar las capacidades de las instituciones de salud para proveer servicios
apropiados, asi como equipar y desarrollar los centros de tercer nivel para

convertirlos en centros de excelencia (4).

No obstante, se requiere seguir desarrollando y promoviendo diferentes
estrategias para reducir la incidencia, mortalidad y morbilidad del cancer. Estas
estrategias comprenden la prevencién, la deteccién precoz, el tratamiento y los

cuidados paliativos (1).



Caracteristicas y manifestaciones clinicas del

cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial, en la cual se han
identificado algunos indicadores de riesgo. Clinicamente, entre los antecedentes de
salud que pueden incrementar el riesgo de padecer cancer de mama se encuentran

los siguientes (3):

e Menarca a temprana edad (antes de los 12 afios).

e Edad avanzada en el primer parto.

e Menopausia tardia (después de los 50 afios de edad).
e Raza caucésica (mas recurrente que en la negra u oriental).
e Nuliparidad.

e Tratamientos hormonales, anticonceptivos.

e Consumo frecuente de bebidas alcohdlicas.

e Género (99% en mujeres).

e Triadas de obesidad, hipertension y diabetes (3/1).

¢ Ingestion elevada de grasas en la dieta (3/1).

e Cancer endometrial.

e Antecedentes familiares, madre o hermanas con cancer de mama.

El cancer de mama puede presentarse incluso en ausencia de factores de
riesgo: una de cada nueve mujeres puede desarrollar cancer de mama a lo largo de
su vida, de alli que actualmente se valoren y enfaticen las campafas de

autoexploracion mamaria y el uso de métodos de escrutinio (2). Entre estas
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estrategias se encuentra la exploracion de la mama, que debe incluir la inspeccion y
palpacion de toda la glandula, asi como la exploracion de ganglios axilares y
supraclaviculares. Otra herramienta importante de tamizaje es la mastografia, que
puede detectar tumores antes de que sean palpables y que, aplicada a la poblacion
general, puede reducir entre 25 y 35% la mortalidad. La ayuda diagndstica que
brinda la mastografia esta directamente relacionada con la edad de la paciente; por
ejemplo, en mujeres menores de 40 afios sélo es de utilidad en casos de cancer de
mama familiar, ya que la densidad del tejido mamario impide su deteccién y es mas

eficaz, entonces, utilizar ultrasonografia mamaria.

En la mayoria de los casos de céancer de mama, las pacientes notan la
presencia de una masa palpable en la mama, o bien secrecion por el pezon. Otros
signos y sintomas del cancer de mama que se relacionan con el tamafio del tumor

son:

e Tumor en la glandula mamaria, en la axila o en la regién supraclavicular,

generalmente indoloro.
e Retraccion de la piel o del pezon.
e Asimetria de las glandulas mamarias.
e Erosion de la piel del pezon.

e Enrojecimiento e induracion generalizada de la glandula mamaria.

En pacientes asintomaticas y sin lesiones palpables es mediante los métodos

de escrutinio ya comentados que se identifica el cAncer de mama.
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Diagnodstico

El diagndstico inicial se hace, generalmente y en primera instancia, por medio
de la exploracion fisica, seguido de mastografia o ultrasonido y de una biopsia para
su analisis patoldgico, el cual continta siendo la piedra angular del diagnéstico ya
gue es, hasta la fecha, el Unico medio para corroborar en forma definitiva la
existencia de un carcinoma mamario. Existen diversos tipos de biopsia; de manera
general podemos clasificarlas en tres grupos por su forma de obtencién: con aguja
de corte, por aspiracion con aguja fina y por incisibn o escision (2). Ya en el
diagnostico patologico, se valora de rutina: tamafio del tumor, tipo histoldgico,
pleomorfismo celular y nuclear, indice mit6tico, presencia de necrosis, invasion
vascular, asi como el estado de los receptores hormonales y de los ganglios
linfaticos axilares. Se evallan todos estos parametros dada su importancia en el
prondéstico y en la eleccion de terapia para las pacientes, como en el caso de los

receptores hormonales (4,5).

De los diferentes tipos histologicos de cancer mamario que existen, el mas
comun es el carcinoma ductal, gue —como su nombre lo indica— comienza en las
células de los conductos, seguido por el carcinoma lobular, el cual empieza en los

I6bulos y lobulillos de la mama (6).
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Estadificacion del American Joint Committee on Cancer
(AJCC) para el cancer de mama en el sistema internacional
TNM (Tamano del tumor/Presencia de ganglios

linfaticos/Metastasis)

Dependiendo de la diseminacion de la enfermedad al momento del diagnéstico,
las pacientes con cancer de mama presentan un mayor 0 menor riesgo de
recurrencia. Por ejemplo, las pacientes con ganglios positivos (ganglios linfaticos con
metastasis) tienen mayor riesgo de recurrencia y muerte comparadas con las
pacientes con ganglios negativos. La evidencia demuestra que el riesgo de
recurrencia puede ser estratificado con base en el nimero de ganglios linfaticos
positivos. En mujeres con 1 a 3 ganglios positivos, la supervivencia a los 10 afios es
de entre un 40 y un 60%, mientras que en mujeres con mas de 4 ganglios positivos
es del 25% (7). Asi, valorar el grado de diseminacion de la neoplasia es un aspecto

importante en el manejo de los pacientes con carcinoma mamario.

Los casos de cancer de mama se pueden dividir con base en su grado de
diseminacion en diferentes estadios, los cuales se definen de acuerdo a tres

parametros (3):

T=tamafo del tumor.
N= presencia de ganglios linfaticos (clinicos y patoldgicos).

M= metéastasis.

Cada uno de estos parametros se evalla de acuerdo a los lineamientos citados
en la Tabla 1, para posteriormente determinar el estadio mediante una combinacién

de los valores asignados de T, N y M, siguiendo lo indicado en la Tabla 2.

Por ejemplo, a una paciente con un tumor de 3 cm de diametro mayor, con
metastasis en un ganglio axilar que al palparse no esta adherido a la pared costal u
otros tejidos adyacentes a la axila, y sin evidencia de metastasis en dérganos

distantes en los estudios de imagen, se le asignarian:
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Tamarno del tumor: T2.
Estatus ganglionar: N1.

Estatus de las metastasis: MO.

Con base en estos datos y de acuerdo a la Tabla 2, esta paciente tendria un

estadio IIB.
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Tabla 1: TNM (Tamafio del tumor/Presencia de ganglios linfaticos/Metastasis)

T (Nomenclatura)

Tamafo del tumor

TX El tumor primario no puede evaluarse.

T0 No hay evidencia de tumor primario.
Carcinoma in situ: forma no invasora donde las células anormales

Tis revisten el conducto o Iébulo de la mama sin salirse de los
mismos.

T1 Lesién < 2 cm en su diametro mayor.

Tla Lesion < 0.5 centimetros.

Tlb Lesion de 0.5 a 1 centimetro.

Tic Lesién de 1 a 2 centimetros.

T2 Lesion de 2 a 5 centimetros.

T3 Lesién mayor a 5 centimetros.

T4 Tumor con invasién a pared toracica o a piel.

Taa Extension a la pared torécica; incluye parrilla costal, misculos
intercostales y serratos anteriores, pero no los pectorales.

Tab Edema (piel de naranja), ulceracion de la piel o lesiones satélites, o
ambas.

T4c Ambos (T4a + T4b).

T4d Carcinoma inflamatorio.

Clasificacion

Condicion de los ganglios

NO No pueden evaluarse los ganglios linfaticos.

N1 Metastasis a ganglios linfaticos ipsolaterales méviles.

N2 Metastasis a ganglios linfaticos ipsolaterales fijos.

N3 Met4stasis a ganglios linfaticos de la cadena mamaria interna
ipsolateral.

Clasificacion

Condicion de la metastasis

MO No hay evidencia de metastasis a distancia.
M1 Metastasis a distancia incluidos ganglios linfaticos
supraclaviculares.

*Tomado de Maldonado, H., (2010) Evaluacién en tejido de biomarcadores potenciales con valor predictivo en el
carcinoma mamario. Apuntes de investigacion doctoral, México.
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Tabla 2: Estadio clinico
TNM ESTADIO CLINICO

T1,NO,MO 0

TO,N1,MO I

TO,N1,MO

T1,N1,MO0 A

T2,NO,MO

T2,N1,M0

1B
T3,NO,MO

TO,N2,MO

T1,N2,M0

T2,N2,M0 A

T3,N1,M0

T3,N1,MO0

T4,cN,MO0
B

CT,N3,M0

CT,cN,M1 v

*Tomado de Maldonado, H., (2010) Evaluacién en tejido de biomarcadores potenciales con valor predictivo en el
carcinoma mamario. Apuntes de investigacion doctoral, México.
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Tratamiento

Por lo general, los tratamientos de la paciente que padece cancer de mama
son efectuados por un grupo multidisciplinario que se compone de oncélogo médico
clinico, cirujano oncdlogo, radidlogo, psicélogo oncologo, patélogo, cirujano
reconstructor y grupos de apoyo en el area biomédica. En la actualidad existen cinco
tipos de tratamiento establecidos: cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal y terapia dirigida a blancos moleculares. La adjudicacion del tratamiento se
centra en la evaluacion del prondstico y prediccion del comportamiento del tipo de
cancer de la paciente (1,3). Esta evaluacion se basa en el estadio TNM, los
parametros valorados en el diagnéstico patoldégico ya comentados, y algunos
marcadores tumorales como los receptores hormonales y HER-2. Los receptores
hormonales que han demostrado tener un papel relevante para la toma de
decisiones terapéuticas son el receptor o de estrogenos (RE) y el receptor o de
progesterona (RP) (para ambos existen receptores o y B). La expresion de estos
receptores en el carcinoma mamario correlaciona con tumores de bajo grado
histologico (8) y permite, ademas, identificar pacientes cuyos tumores responden
favorablemente a la supresion de la actividad de hormonas sexuales esteroideas en
el organismo mediante diferentes intervenciones terapéuticas (terapia hormonal) (9).
Otro receptor muy importante en la biologia del carcinoma mamario es HER-2, una
de las cuatro isoformas de receptores transmembranales del factor de crecimiento
epidérmico. La sobreexpresion de este receptor en el carcinoma mamario es
indicativa de un prondstico adverso en ausencia de tratamiento en comparacién con
carcinomas mamarios que no lo sobreexpresan (8). Por otro lado, los pacientes con
tumores que sobreexpresan HER-2 son candiatos a recibir anticuerpos contra él
como terapia blanco, un tratamiento que ha demostrado gran efectividad contra el
cancer de mama en tales pacientes. Asimismo, la sobreexpresion de HER-2 puede
predecir resistencia a la terapia hormonal y la susceptibilidad del tumor a la

guimioterapia (8).

En algunas ocasiones, cuando la investigacion biomédica propone un nuevo

tratamiento, las pacientes pueden participar en este ensayo clinico de prueba.
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Cirugia
Tipos de cirugia:

Lumpectomia. El cirujano extirpa el tumor y una pequefia cantidad de tejido

alrededor del mismo.

Mastectomia parcial o segmentaria. Se extirpa una parte de la mama que

abarque completamente el tumor.

Mastectomia total o simple. Extirpacion de la mama completa y, en ocasiones,
uno o varios de los ganglios linfaticos de la axila ipsolateral.

Mastectomia radical modificada. El cirujano extirpa la mama, los ganglios

linfaticos de la axila ipsolateral y el revestimiento de los musculos pectorales (1,3).

Radioterapia

La radioterapia est4 recomendada en tumores con factores de riesgo para
recurrencia, tales como: tamafo grande, varios ganglios linfaticos con metastasis,
tumor cercano al borde de reseccion quirdrgica, etc. Es un tratamiento en el cual se
utilizan rayos X de alta energia u otros tipos de radiacion que destruyen las células

cancerosas e impiden su crecimiento (1,3).

Quimioterapia

La quimioterapia es un tratamiento para el cancer donde se utilizan algunos
farmacos citotoxicos cuya funcion principal es eliminar las células cancerosas; puede

administrarse por via oral, intravenosa e intramuscular.

Actualmente, entre los agentes que son utilizados con mayor frecuencia y en
los cuales se basan los esquemas estandar de tratamiento del carcinoma de mama,
se encuentran la ciclofosfamida, el 5-fluororacilo (5FU), las antraciclinas y los
taxanos (3,4,7).

Las antraciclinas son antibioticos glicosidicos del tipo de las quinonas y tienen

un potente efecto quimioterapéutico. Inhiben la actividad de la topoisomerasa Il q,
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enzima indispensable en la replicacién del ADN, que es a su vez un proceso critico
en la proliferacion celular. Las antraciclinas mas usadas son la doxorrubicina y la

epirrubicina (1).

Los taxanos pertenecen al grupo de los terpenos, son producidos por arboles
coniferos de la familia Taxaceae (del género Taxus) y utilizados como
medicamentos antineoplasicos. El mecanismo principal de los taxanos es la
inhibicion de la formacion de microtibulos —que, como consecuencia, impide el
funcionamiento de los mismos— implicados en la division celular o mitosis; por lo
tanto, interrumpen la division celular de las células cancerigenas. Los taxanos mas

utilizados en la quimioterapia son el paclitaxel y el docetaxel (1,7).

Los agentes quimioterapéuticos se administran en ciclos que comprenden la
administracion de los farmacos en un solo evento en dias determinados, dejando

transcurrir algunos dias entre una administracion y la siguiente.

En las ultimas décadas, se han puesto en practica esquemas diversos, con la
finalidad de disminuir su toxicidad en las pacientes. Asi, actualmente se utilizan con
mas frecuencia los esquemas de cuatro ciclos de ciclofosfamida-doxorrubicina-5
fluororacilo (FAC) o ciclofosfamida-epirrubicina-5 fluororacilo (FEC), seguido de
cuatro ciclos de taxanos (FAC-T o FEC-T), ya que han demostrado efectividad
terapéutica al minimizar los efectos de interaccion entre ambos grupos de agentes
(4). Esquemas como éstos se han discutido y aceptado en el marco de consensos
de expertos, como el de St. Gallen, Suiza (10). Sin embargo, sélo el 15% de las

pacientes responden adecuadamente a este tratamiento (11).

La quimioterapia puede ser adyuvante o neoadyuvante, en funcién del
momento en que se aplique. La primera se refiere a su administracion posterior a
haber extirpado el tumor en su totalidad y se hace con la intencion de eliminar
células malignas residuales locales o circulantes para asi evitar la recurrencia del
cancer. La terapia neoadyuvante consiste en la administracion de quimioterapia
previa a la reseccion del tumor con el objetivo principal de reducir de forma
importante el tamafio de la masa tumoral para facilitar su reseccién completa. La
guimioterapia neoadyuvante puede darnos una idea de qué tan sensible es el tumor
a la quimioterapia al ver su efecto sobre él y, en ocasiones, puede eliminar el tumor

por completo (3).
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Terapia hormonal

Esta terapia es principalmente utilizada con la intencion de evitar la
proliferacion de células malignas residuales locales o circulantes que hubiesen
guedado tras la reseccion del tumor, ya que hay evidencia de que algunos tumores
mamarios son dependientes de las hormonas sexuales esteroideas (en especial
estrogenos), particularmente los que presentan expresion de receptores hormonales.
En estas pacientes este tipo de terapia reduce significativamente el riesgo de
recurrencia del cancer (3).

Terapia dirigida a blancos moleculares

Es un tipo de tratamiento para el que se utilizan agentes que atacan procesos
bioldgicos exacerbados en las células cancerosas, de forma que se obtenga un
efecto terapéutico sobre el tumor a la vez que se reduzca el dafio en células
normales. Algunos de estos tratamientos son los anticuerpos monoclonales (como el
dirigido contra HER-2), inhibidores de la tirosina kinasa e inhibidores de la poli (ADP-
ribosa) polimerasa (PARP) (1,3).
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Marcadores en cancer de mama

Los marcadores tumorales (MT) son indicadores bioquimicos de presencia de
tumor, o de alguna caracteristica del mismo. Corresponden a antigenos de la
superficie celular, su citoplasma, enzimas u hormonas, por lo que es posible afirmar
gue casi cualquier proteina de la célula tumoral puede ser un marcador en potencia.
Para detectar MT, se emplean principalmente técnicas de inmunohistoquimica (IHQ)
e inmunoensayo enzimatico (ELISA). Cuando se busca el marcador en tejido,
particularmente en tejido embebido en parafina como el que se emplea para el
diagndstico histopatologico de rutina, se emplea IHQ. En fluidos como el plasma
sanguineo se emplea ELISA (11).

Entre los marcadores mas empleados en el carcinoma de mama se encuentra
la MUC1, detectada en sangre como Cal5.3, una proteina mucina que interviene en
la morfogénesis del epitelio. Es utilizada en el diagndstico de metéastasis asi como
para monitorear la respuesta a la terapéutica endocrina o de quimioterapia en la
enfermedad avanzada. No es especifica de cancer de mama, ya que un porcentaje
de pacientes con cancer de ovario, pancreas y prostata también presentan elevacion
en los niveles de Cal5.3. Se ha encontrado que el 50% de pacientes con cancer de
mama en estadio IV y entre 10 y 20% con estadio Il presentan valores elevados de
este marcador. El marcador Cal5.3 se mide en suero mediante ELISA y se usa para
monitorizar a los pacientes tras el tratamiento para identificar recidivas (11,12). Los
principales marcadores identificados por IHQ son los receptores de estrogenos (RE),
receptores de progesterona (RP), HER-2, Ki67 y p53. Los tres primeros ya se han
comentado previamente. Ki67 es una proteina nucleolar que se asocia a la periferia
de los cromosomas tras la replicacion del ADN y que se expresa en todas las fases
del ciclo celular asociadas a la reproduccion de la célula (8,11,13). Dado el papel
central de la proliferacion celular como proceso biolégico en la evolucion y
progresion del carcinoma mamario, Ki67 muestra relacion con el pronéstico y la
respuesta a tratamiento en el cancer de mama. Por su parte, p53 es una proteina
implicada en la regulacion del ciclo celular y su expresion se asocia a un subgrupo

de carcinomas mamarios de evolucién agresiva y mal pronostico (8,11).
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Como se ha expuesto, los marcadores tumorales pueden tener diversos
papeles en el manejo y estudio del cancer en general y del carcinoma mamario en
particular. Asi, hay marcadores con utilidad principalmente diagnéstica, por ejemplo,
indicadores de presencia recurrente de un cancer, o marcadores con valor
prondstico o de respuesta a tratamiento. Un punto particular, relevante para el
presente trabajo, es la distincion entre marcadores pronosticos y predictivos en
cancer. Un marcador predictivo es aquel que nos permite anticipar el desenlace de
la enfermedad en un paciente en su evolucion natural, mientras que un marcador
prondstico nos permite identificar pacientes que responderan a una intervencion

terapéutica especifica contra el tumor; pronostica, pues, la respuesta a tratamiento

3).

En las dltimas tres décadas, el avance de la biologia molecular y del
diagnéstico inmunohistoquimico han permitido descubrir nuevos marcadores que
otorgan informacion importante acerca del comportamiento bioldgico del cancer de
mama y las posibilidades de respuesta a las terapias quimica, radiol6gica y

quirurgica (4,9).

Desde finales del siglo XX, las técnicas de IHQ han permitido evaluar la
susceptibilidad del carcinoma de mama y su respuesta a algunas terapias; por
ejemplo, la sensibilidad a la hormonoterapia en tumores que expresan receptores
hormonales, o a anticuerpos monoclonales en tumores con sobreexpresion de HER-
2.

Del mismo modo, en ese periodo se desarrollaron metodologias gendémicas y
proteémicas que han ampliado nuestra vision de la biologia del cancer de mama.
Asi, el grupo de Stanford ha propuesto una nueva taxonomia del cancer de mama
basada en sus perfiles de expresion génica. En ella se contemplan cuatro grandes
subclases de cancer de mama: la luminal, la semejante a la mama normal (“normal-
like”), la de tipo basal (“basal-like”), y la relacionada a HER-2/neu (9,14,15). Estas
subclases muestran claras diferencias en prondstico y respuesta a tratamiento, y es
interesante constatar que los principales marcadores empleados en tejido y
comentados arriba, constituyen la expresion a nivel tisular de los principales grupos

de genes de los que se deriva esta nueva taxonomia (9,14,15).
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Las metodologias gendmicas también se han utilizado para definir perfiles
génicos de respuesta a la quimioterapia, o que ha dado paso a la identificacion no
s6lo de perfiles génicos, sino también de nuevos potenciales biomarcadores con

valor predictivo (16).

La karyopherina a2 como potencial marcador en

cancer de mama

La karyopherina a2 (KPNA2) es una proteina nuclear con actividad en el
transporte de sustancias al interior del ndcleo y que interactia con los sistemas de
reparacion del ADN. Es un miembro de la familia de la importina a1 que desempenfa
un papel central en el transporte hacia el nucleoplasma e interactua fisicamente con
las proteinas de los poros nucleares encargadas de este proceso. KPNA2 es el
unico miembro de su familia que interactia con el gen NBS1 (Sindrome de ruptura
Nijmegen) (17). Dicho gen esta asociado a la predisposicion al cancer, a la
radiosensibilidad, y podria tener impacto en el efecto de agentes antineoplasicos
como los empleados en la quimioterapia. Participa en la reparacién de rupturas de la
doble cadena del ADN, uno de los mecanismos de accion de estos agentes
terapéuticos. Varios estudios de expresion gendmica han demostrado la
sobreexpresion de KPNA2 a nivel de ARN vy proteinas en tejido de casos de cancer
mamario (18). Este hecho ha dado pauta para evaluar su expresion en lesiones
preinvasivas e invasivas de cancer de mama como factor prondéstico mediante IHQ
(18). En otro estudio, un grupo diferente de investigadores evalué una serie de
muestras de cancer de mama en busca de un perfil de expresién genémica que
pudiera predecir la respuesta a la quimioterapia con FAC-T. Entre los genes
identificados como parte del perfil Gtil para discriminar entre las pacientes que
respondieron y que no respondieron a quimioterapia se encuentra la KPNA2 (19).
Sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado a la KPNA2 como un marcador
de respuesta a la quimioterapia, mediante inmunohistoquimica. La IHQ puede
emplearse para evaluar la potencial aplicacién de este tipo de biomarcadores en el
cancer de mama, de forma semejante a lo que ha ocurrido con los receptores

hormonales y HER-2, con la ventaja de ser una metodologia accesible y de bajo
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costo, a diferencia de las metodologias gendmica y protedmicas con que se

identifico inicialmente la KPNA2.

En el presente trabajo se pretende evaluar la expresion de KPNA2 como
potencial marcador con valor predictivo en el tratamiento del cancer de mama,
mediante microarreglos de tejido (MAT) y por IHQ. Para tal efecto, se compara su
expresion en casos de cancer de mama asociados a la presencia de respuesta a
guimioterapia contra su expresion en casos con ausencia de respuesta a la misma.
Los tratamientos de quimioterapia considerados son los basados en ciclofosfamida,
5-fluororacilo y antraciclinas (FAC/FEC) con o sin la adicion de taxanos (FAC-T/FEC-
T).
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OBJETIVO

Evaluar la utilidad predictiva de la KPNA2 en el carcinoma de mama tratado
con esquemas de quimioterapia basados en antraciclinas y taxanos, mediante

inmunohistoquimica en microarreglos de tejido.
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MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

El estudio se enfoc6 en las pacientes del Instituto Nacional de Cancerologia
(INCAN) diagnosticadas con cancer de mama entre 2003 y 2005, con seguimiento
hasta 2010, y tratadas con esquemas de quimioterapia basados en antraciclinas y

taxanos. Se emplearon los criterios indicados abajo.

Criterios de inclusion:

1. Contar con diagnéstico histopatoldgico de carcinoma mamario realizado

entre enero de 2003 y junio de 2005.

2. Contar con muestras del tejido tumoral en bloque de parafina obtenido

previo al tratamiento con quimioterapia.
3. Contar con expediente completo.

4. Haber recibido de 3 a 6 ciclos de quimioterapia con FAC, FEC, FAC-T o
FEC-T.

Criterios de exclusion:

Se excluyeron pacientes con los siguientes criterios:

1. Presentar algun sindrome hereditario de neoplasias malignas,
exceptuando las formas familiares de carcinoma de mama asociadas a

los genes BRCA.

2. Haber recibido un esquema de quimioterapia diferente a FAC/FEC-T

incluso en combinacion con éstos.
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Informacion clinica

Del expediente de cada paciente se tomaron los siguientes datos:

e Fecha de nacimiento, con la cual se calcula la edad de la paciente al

momento del diagnadstico.
e Antecedentes personales patologicos.
e Datos de la menarca de la paciente.
e NuUmero de embarazos.
e Tratamientos hormonales.
e Antecedentes patoldgicos de cancer en familiares.
e Fecha del diagndstico histopatoldgico inicial de cdncer mamario.

e Estatus de los receptores hormonales (Receptor de estrogenos y

Receptor de progesterona) y HER-2, si se contaba con ellos.

e TNM clinico (Estadificacion con base en la informaciéon clinica, no
patoldgica, del tumor de la paciente, como exploracion y estudios de

imagen).

e pPTNM (Estadificacion patoldégica con base en el espécimen de

reseccion).

e Esquema y modalidad de la quimioterapia (adyuvante o neoadyuvante;
FAC, FEC, FAC-T o FEC-T).

e Presentacion y fecha de recidiva si la hubo.
e Fecha de ultima revision del expediente.

e Presencia o ausencia de actividad de la enfermedad en la Ultima

revision.
e Fecha del deceso, si era el caso.
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La postulante del presente trabajo obtuvo los datos del expediente para
garantizar la independencia entre estos datos y los obtenidos por el patologo del
andlisis histopatoldgico de las reacciones de inmunohistoquimica, siguiendo las

recomendaciones que son necesarias para un estudio a ciego.
Para el analisis de los datos, se definio como respuesta a la quimioterapia:

e La ausencia de recurrencia en las pacientes que recibieron QT

adyuvante, y

e La eliminacion completa del tumor tras la administracion de la
quimioterapia neoadyuvante (respuesta completa patolégica), quedando

a lo sumo escasos grupos microscopicos de células neoplasicas.

Durante la recoleccién de datos se revisé el nimero de pacientes con y sin
respuesta a tratamiento, para determinar si se contaba con el minimo necesario para

obtener significancia estadistica.
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Informacion histopatoldgica

Se evaluaron los datos histopatolégicos de todas las pacientes, empleando
nuevos cortes histolégicos de los casos obtenidos de los bloques de parafina

pretratamiento. Se obtuvieron los siguientes datos:
e Tipo histolégico del tumor.
e Tamarno del tumor al momento del diagndstico.
e Grado histologico (escala de Scarff-Bloom-Richardson, SBR).
¢ Invasion vascular o linfatica peritumoral (presencia o ausencia).

e Estatus ganglionar (presencia o0 ausencia de metastasis en ganglios

linfaticos).

Todos estos parametros a reevaluar son factores de riesgo bien reconocidos en
la recurrencia o progresion del cancer de mama. La relevancia de reevaluarlos
radica en que si estos factores se hubieran hallado distribuidos en forma desigual
entre los dos grupos que se compararon (pacientes que muestran respuesta a la QT
con los que no), la diferencia que pudiera haber en la expresion de KPNA2 entre
esos dos grupos podria explicarse, al menos en parte, por estos factores de riesgo.
Si se deseaba evaluar si la presencia o ausencia de KPNA2 se relacionaba con la
respuesta a quimioterapia, debiamos trabajar con grupos en los que se hallaran

balanceados estos factores de riesgo.

El grado histolégico de los carcinomas mamarios se evalué con base en los
siguientes tres pardmetros, obtenidos de la observacién y analisis del tejido tumoral

al microscopio:
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Tabla 3: Escala de Scarff-Bloom-Richardson (SBR)

PARAMETRO DESCRIPCION PUNTOS
<10% del é&rea del tumor forma 3
glandulas
Formacion de 10 a 75% del area del tumor forma )
glandulas glandulas
>75% del area del tumor forma 1
glandulas
Variacion acentuada del tamafio nuclear 3
y presencia de nucléolos
Grado nuclear Variacion moderada del tamafo nuclear )
y presencia ocasional de nucléolos
Escasa variacion del tamarfio nuclear 1
>10 mitosis en 10 campos 40x 3
Mitosis 6-10 mitosis en 10 campos 40x 2
<5 mitosis en 10 campos 40x 1

Nota: Para obtener el grado histolégico se sumd la calificacion asignada al tumor en cada uno de estos tres

parametros; asi, se obtuvo el indice SBR que tiene valores minimos de 3 y maximos de 9 (6).
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Microarreglos de tejido

Elaboracion de microarreglos de tejido

De los nuevos cortes histopatoldgicos obtenidos del tumor, se empled el dltimo
corte para seleccionar el tejido para la elaboracion de los MAT (microarreglos de
tejido), con el fin de garantizar que las areas de tumor identificadas para elaborar los

MAT estuvieran representadas fielmente en el bloque de parafina correspondiente.

Se seleccionaron uno o dos bloques por cada caso y en ellos se identificaron
areas de tumor bien preservado. Se tomaron tres cilindros de estas areas, cada uno
de 2 mm de diametro, y se colocaron en el microarreglo. Estos tres cilindros sirven
como control interno de homogeneidad de la reaccion. Se incluyen ademas tejidos
de tumores especificos como controles positivos para cada uno de los marcadores.

Los MAT se prepararon de forma manual (20).

Fig. 2: Fotografia de un microarreglo

Fuente: INCAN.

Microarreglo de tejido que contiene tejido de 20 tumores diferentes, cada uno representado en tres de los
cilindros (fragmentos de tejido) que se observan en el bloque de esta imagen.
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Reacciones con latécnica de inmunohistoquimica

(IHQ)

Una vez preparados los MAT, se obtuvieron cortes histolégicos de los mismos,

asi como de controles positivos y negativos previamente identificados, para realizar

las reacciones de IHQ contra KPNA2. Se empled el método convencional de avidina-

biotina-peroxidasa, para lo cual se hizo uso de un kit comercial. La técnica completa

se expone a continuacion:

1.

2.

Los cortes histoldgicos de los MAT se desparafinaron e hidrataron.

Se sometieron a un procedimiento de recuperacion antigénica en
solucion recuperadora (Universal Decloaker Solution, Biocare Medical,
Concord, CA, Estados Unidos), bajo presion y temperatura de acuerdo a

las especificaciones del fabricante.

Se realizd el bloqgueo de la peroxidasa enddégena con el reactivo de
bloqueo correspondiente (LSAB™ + Kit/HRP, Dako Corp, Carpinteria,
CA, Estados Unidos).

Se incubd 30 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo primario
a una concentracion de 1:250 (anticuerpo policlonal anti KPNA2
humana, hecho en cabra, Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA,
Estados Unidos). Se emple6 diluyente para anticuerpos especifico para
inmunohistoquimica (DaVinci Green Diluent, Biocare Medical, Concord,
CA, Estados Unidos), con el fin de llevar el anticuerpo a la concentraciéon
indicada. Con este reactivo, tal como lo indica el fabricante, se obtuvo a
la vez el bloqueo de la laminilla con proteinas para evitar interacciones

inespecificas del anticuerpo.

Se incub6 30 minutos con el anticuerpo secundario universal marcado
con biotina (LSAB™ + Kit/HRP, Dako Corp, Carpinteria, CA, Estados
Unidos).

Se aplicaron los reactivos de deteccién (estreptavidina marcada con
peroxidasa) y revelado (solucién de diaminobencidina mas perdxido de
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hidrogeno) del kit de acuerdo a las instrucciones del mismo (LSAB™ +
Kit/HRP, Dako Corp, Carpinteria, CA, Estados Unidos).

7. Se realiz6 contratincion con Hematoxilina de Harris, se deshidrataron los

cortes y se montaron con resina.

Fig. 3: Laminillas de las reacciones de inmunohistoquimica
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Fuente: INCAN.

Reacciones de IHQ contra KPNA2 realizadas en 2 diferentes microarreglos de tejido. Se observa en la imagen
en cada laminilla el corte del microarreglo, y en la parte inferior los controles positivo y negativo para la reaccion.

Fig. 4: Control negativo de KPNA2 Fig. 5: Control positivo de KPNA2

Fuente: INCAN. Fuente: INCAN.

En este control se advierte la ausencia de nucleos En este control se advierten los nucleos positivos a la
positivos a la reaccion. Magnificacion 200x. reaccion (color café). Magnificacion 300x.

33



Evaluacion histopatoldgica con la técnica de

inmunohistoquimica (IHQ)

En todos los casos hubo concordancia en la positividad e intensidad de la
reaccion entre los tres cilindros en el MAT. La evaluacion se realiza bajo ciego, es
decir, sin conocer los datos clinicos de cada caso (participaciéon de la postulante en
la investigacion global). Los datos recabados son resguardados a fin de mantener el
ciego en la evaluacién. La evaluacién fue llevada a cabo en el laboratorio de
Biomembranas en la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Nacional (IPN). Se evalu6 el numero absoluto de células positivas y su
porcentaje derivado del andlisis de dos campos 40x por cada cilindro de cada MAT.
Se empled un microscopio con sistema de captura de imagenes conectado a una
computadora y el software de analisis de la imagen proporcionado por el fabricante
(Axio Vision, Carl Zeiss, Alemania). Con él se hizo, de forma automatica, primero la
deteccion de nucleos positivos por diferencia de color (nucleos positivos a KPNA2 en
color café) y posteriormente su conteo. Del mismo modo se identificaron los nucleos
negativos (ndcleos negativos en azul). Se obtuvo el porcentaje de nucleos positivos
al dividir el ndmero de nucleos positivos entre el total de nucleos (positivos y

negativos).

Fig. 6: Reaccién de IHQ en un cilindro de tejido correspondiente a uno de los casos

Fuente: INCAN.

Se observan ya desde este aumento los nicleos positivos (puntos de color marrén sefialados por las flechas).
Magnificacion 100x.
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Fig. 7: Evaluacién de las reacciones de IHQ

Panel A

Panel B

Fuente: INCAN.

Acercamiento de un cilindro de tejido en el que se observan los nudcleos positivos (Panel A) y la deteccion
correspondiente (Panel B) obtenida mediante el analisis de imagenes en donde cada nicleo positivo identificado
se marca delimitandolo con una linea roja. (Magnificacién 400x).

Se empled un microscopio con sistema de captura de imagenes conectado a una computadora y el software de
andlisis de la imagen proporcionado por el fabricante (Axio Vision, Carl Zeiss, Alemania).
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Analisis estadistico

Se realizd el calculo de la N requerida para identificar una diferencia
estadisticamente significativa, partiendo de los datos informados en la literatura,
30% de casos positivos a KPNA2 y 15% como tasa de respuesta a la QT. Tomando

un error a de 0.05 y un poder de 0.8, la N requerida que se obtuvo fue de 17.

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas relevantes de las
pacientes. Se compararon edad de las pacientes, tamafio del tumor al momento del
diagndstico, grado histologico, estadio TNM (previo a la quimioterapia), presencia de
permeacion vascular y estatus ganglionar, y estatus de receptores hormonales,
como factores prondsticos, entre las pacientes que presentaron respuesta al
tratamiento y las que no. Se emplearon los estadisticos de ANOVA para la edad y
Chi cuadrada para el resto de las variables en estas comparaciones. Se comparo el
namero absoluto de células positivas asi como su porcentaje entre las pacientes que
presentaron respuesta al tratamiento y las que no. En la comparacion de porcentajes
se establecié un punto de corte de 10% para considerar positiva la reaccién, de
acuerdo a lo descrito en la literatura (18). Se emplearon las pruebas de ANOVA y
Chi cuadrada respectivamente para estas comparaciones. Se utilizdé el programa
SPSS version 17.0 (SPSS, IBM, NY, Estados Unidos).
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ACTIVIDAD REALIZADA COMO APOYO A
LA INVESTIGACION

En primer lugar, el presente trabajo consiste en una colaboracion en la
investigacion que dirige el M. en C. Héctor A. Maldonado Martinez en el Instituto
Nacional de Cancerologia (INCAN). La finalidad principal es evaluar, a nivel de
expresion proteica, la utilidad de diferentes potenciales marcadores predictivos de
respuesta a la quimioterapia en el cancer de mama, aplicando la tecnologia de
microarreglos de tejido (MAT) e IHQ. Entre estos marcadores se halla la KPNA2. En
cuanto a la metodologia para lograr este objetivo, se hace bajo ciego la comparacion
a nivel de proteinas de la expresion de los potenciales marcadores entre pacientes
con y sin respuesta a los esquemas estandar de quimioterapia, e incluyendo como
parte del andlisis los hallazgos clinico-patolégicos en las pacientes. Lo anterior
podria llevar a establecer algunas de las proteinas evaluadas como marcadores
candidatos a validacion clinica, con la ventaja de basarse en metodologias

accesibles y de bajo costo como la IHQ.

En segundo lugar, uno de los objetivos al participar en esta investigacion, con
base en el disefio metodologico del proyecto, fue lograr mantener bajo ciego los
datos clinicos de las 62 pacientes incluidas en el estudio durante la evaluacién de
KPNAZ2, ya que cuando en un estudio de investigacion el patdlogo conoce el perfil de
las pacientes, podria sesgar los datos de conteo de células positivas al marcador en
cuestion. Asi, al entrecruzar al final los datos obtenidos de la revisiéon patolégica de
la IHQ y los datos clinicos de las pacientes (respuesta a la QT, tipo de esquema,
tamafio del tumor, etc.), se puede garantizar que no hay manipulacién de los
resultados. En eso consistié mi intervencion directa en la investigacion del M. en C.
Héctor Maldonado. Por otro lado, la presente colaboracion permite a quien esto
escribe retomar el tema de la inmunohistoquimica (IHQ) y aproximarse al avance
gue en los ultimos veinte afios ha tenido en el campo de la patologia, ya que, en el

afio de 1986, fui participe del inicio del primer laboratorio de IHQ del INCAN, bajo la

37



direccién de la Dra. Arcelia Mora Tiscarefio, encargada entonces del Departamento

de Patologia de dicha institucion.

En tercer lugar, durante los afios de preparaciéon en la Facultad de Ciencias de
la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico (UNAM), los temas en el area
biomédica fueron siempre mi interés central, por estar ligados a la salud humana,
seguidos por el reto que representa la observacion de la historia natural de la

enfermedad, su génesis, evolucion y el estudio de sus niveles de prevencion.

En cuarto lugar, en los Institutos Nacionales de Salud, al igual que en los
Institutos de Investigacion de la UNAM, es posible observar equipos
multidisciplinarios de profesionales, tales como bidlogos, médicos, quimicos, fisicos,
socidlogos, psicologos e investigadores de otras areas, que trabajan en torno al
estudio de un problema comun: las enfermedades y sus causas, tratamientos,
comportamientos biolégico, molecular, bioquimico, inmunoldgico, patolégico, etc.,
con la intencién de sumar los hallazgos de las investigaciones al bienestar humano.
Sirva, pues, esta participaciéon como un modesto apoyo al trabajo de las personas ya

mencionadas.

Para la realizacion del presente trabajo fue necesario emprender, bajo la tutoria
del M. en C. Maldonado, una revisiéon bibliografica en torno al cancer de mama y de
algunas de las investigaciones sobre la KPNA2. Estos articulos fueron la base para
el sustento tedrico y practico; de ellos se extrajeron citas que permitieron en primer
lugar comprender los principales conceptos en torno a la génesis del cancer,
diagnéstico, tratamiento y seguimiento de pacientes con cancer de mama, a la vez
gue contextualizar en este marco el papel de la proteina KPNA2, asi como la base
tedrica de las técnicas y nuevas metodologias empleadas. Asi, pude conocer,
también a través de la literatura citada, grupos diferentes de investigadores
ocupados en estas lineas de investigacion. Se puede afirmar que el planteamiento
del trabajo es original, ya que la KPNA2 no ha sido utilizada como marcador en
tejido tumoral con la finalidad de validar su presencia frente a la respuesta al

tratamiento con QT vy, por lo tanto, es novedoso y util buscar su valor predictivo a

QT.

La literatura especializada me acercd, del mismo modo, a los sustentos

tedricos de la linea de cada grupo de investigacion en torno al tratamiento con
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guimioterapia, asi como acercarme, aunque someramente, a la biologia molecular,
genética e inmunologia tumoral. En este sentido, fue sorprendente descubrir el
avance en el estudio e investigacion proteémica, y lo mucho que resta por revelar no
solamente del interior de la célula, sino la vastedad en las posibilidades de estudio
de la informacion contenida en la superficie celular y matriz extracelular, enorme

ventana en ciencias biomédicas para el siglo XXI.

Asisti en numerosas ocasiones al Instituto Nacional de Cancerologia para
revisar los expedientes seleccionados previamente por el M. en C. Maldonado; de
ellos extraje los datos que serian utilizados en el estudio estadistico. Los
expedientes fueron revisados tanto fisicamente como en formato electrénico; en una
fase inicial, la captura de los datos se concentrd en una hoja de célculo. Al terminar
la revision de los expedientes, procedi a la asignacion de claves para cada rubro
capturado, de manera que las claves pudieran ser utilizadas en el paquete
estadistico. Asi, una fase importante del trabajo fue el manejo de los expedientes
clinicos, que conllevé el proceso de familiarizacion con la terminologia clinica citada
por los médicos (siempre con el apoyo y bajo la asesoria del M. en C. Maldonado), y
la observacién del valor que tienen la relatoria del estado clinico y psicoldgico de la
paciente, y de un estimado de sobrevida, segun el caso. Haber tenido la oportunidad
de acercarse a las personas por medio de sus expedientes, de observar el curso
natural de la enfermedad, de tener acceso a los comentarios de los familiares de una
paciente con una sobrevida limitada o en etapa terminal, fue muy iluminador para
apreciar aun mas el trabajo de los equipos de expertos que diagnostican, tratan y
reintegran socialmente a las pacientes, en especial cuando éstas han tenido que
sufrir una operacién de una o ambas mamas. A partir de esta experiencia, se ha

reiniciado en mi la intencién de continuar en la linea de investigacion biomédica.

Ademas de las visitas al INCAN con la finalidad de analizar los expedientes,
también asisti en otras ocasiones para observar y conocer de forma directa las
variantes que se han integrado durante los Ultimos afios a las técnicas de
inmunohistoquimica. En este sentido, uno de los mayores aprendizajes tuvo lugar en
particular en cuanto a las modificaciones al proceso de realizaciéon de la IHQ; me
refiero en primera instancia al pretratamiento que se da al tejido que esté ya fijado
en la laminilla, y la deteccion y revelado de la misma para poder visualizar los

antigenos que se buscan (razon de ser de la IHQ). En cuanto al pretratamiento,
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aprendi que en algunos casos se continla optando por la utilizacion de enzimas
proteoliticas y soluciones amortiguadoras como anteriormente se hacia, pero a
temperaturas mas elevadas; menos frecuentemente se emplean técnicas con
reactivos acido-base. En relacion a la deteccion y revelado, actualicé mis
conocimientos: ahora se emplean principalmente polimeros a los que se han unido
inmunoglobulinas contra anticuerpos de las diferentes especies animales en las que
se elaboran los anticuerpos primarios. Corroboré, ademas, que continda siendo
parte de una practica de excelencia el tiempo justo de revelado, y que, por ello,
cuando el revelado se hace de forma manual, es la experiencia de la persona que
realiza la inmunohistoquimica la que permite un resultado de calidad en la tincion
obtenida. En el caso de los sistemas automatizados que ahora se emplean, esta
labor particular del revelado se facilita, aunque conlleva una estandarizacion previa

del tiempo de la misma.

Otro aprendizaje adquirido en cuanto a los avances en la realizacion de la IHQ,
se refiere a las variantes en las cajas para incubar el tejido fijado a la laminilla con
los anticuerpos y demas reactivos durante la realizacion de la IHQ; ahora se
requieren solo cantidades pequefias de los reactivos, empleando el principio de
capilaridad. Asimismo, conoci uno de los nuevos sistemas automaticos para IHQ,
gue han ayudado a hacer méas eficiente y rapida esta técnica, asi como los puntos

criticos de la misma, como el propio revelado, que ya se comento.

Observeé también la metodologia para realizar los microarreglos de tejido, que
es un avance de la Ultima década y una herramienta que permite al experto
visualizar cientos de cortes de tejidos, ya sea del mismo paciente o bien de
diferentes pacientes en una misma laminilla. Esta nueva metodologia brinda la
oportunidad de homogeneizar para todos esos tejidos las condiciones de realizacion
de la IHQ vy, por lo tanto, se eliminan metodoldgicamente las diferencias que pudiese
haber entre laminilla y laminilla en el manejo individual. Otra ventaja es el poder
comparar al mismo tiempo y en la misma laminilla el resultado, facilitando la lectura
microscopica. A la vez, permite economizar mucho en reactivos. También tuve la
experiencia de observar como se elaboran dichos microarreglos, tales como los
empleados en el presente trabajo, y la forma en que se obtienen los fragmentos de
tejido de diferentes bloques de parafina y se incluyen todos en un nuevo bloque de

parafina.
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El intercambio de informaciéon y discusion de los resultados con el M. en C.
Maldonado, me permitieron esclarecer dudas tanto metodolégicas como tedricas
alrededor del tema, profundizar con mayor detalle en la teoria de los marcadores en
tejido fijado utilizados en la investigacién oncoldgica, asi como en el alcance de su

aplicacion en el contexto clinico en un entorno como el del Instituto Nacional de

Cancerologia.
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RESULTADOS

Se revisaron mas de 150 casos, de los cuales 62 cumplian con los criterios de
seleccién ya comentados. De éstos no fue posible evaluar 3 debido a pérdida de
tejido en el proceso de la inmunohistoquimica. Se presentan los datos de los 59

restantes.

En cuanto a la informacién clinica, 28 pacientes (47.45%) tenian antecedentes
familiares de cancer de cualquier 6rgano y 11 (18.64%) antecedentes familiares de
cancer de mama. La edad promedio de las pacientes al momento del diagndstico fue
de 47.8 afios (edad minima 27, edad maxima 69); 29 (49.2%) eran
postmenopausicas, 26 (44.1%) premenopausicas y de 4 no se obtuvo la informacion.
En cuanto al estadio clinico inicial, 5 pacientes (8.5%) tenian estadio |, 24 (40.7%)
estadio A, 18 (30.5%) estadio 1IB, 10 (16.9%) estadio IlIA, 1 (1.7%) estadio IV y en
un caso no se conté con el estadio. 39 pacientes (66.1%) recibieron QT adyuvante y
20 (33.9%) neoadyuvante. 45 de las pacientes (76.3%) recibieron FAC como
esquema de QT y 14 (23.7%) FAC-T; de las pacientes con QT adyuvante, 36
(92.3%) recibieron FAC y 3 (7.7%) FAC-T, mientras que de las pacientes con QT
neoadyuvante, 9 (45%) recibieron FAC y 11 (55%) recibieron FAC-T. El seguimiento

promedio fue de 58.33 meses (minimo de 23 y maximo de 86).

En relacion a la evaluacion histopatoldgica, el diagnéstico fue de carcinoma
ductal en 54 pacientes (91.5%) y de carcinoma lobulillar en 5 (8.47%). En 34 casos
(57.6%) el tumor se presento en la glandula mamaria izquierda, en 22 (37.3%) en la
derecha y en 3 no se consigno esa informacién. El tamafio promedio de los tumores
mamarios al momento del diagnostico fue de 3.04 cm (minimo de 0.5 cm y méximo
de 10 cm). 14 (23.7%) de los casos tuvieron bajo grado histolégico (SBR 3 a 5), 18
casos (30.5%) grado intermedio (SBR 6 0 7) y 27 casos (45.8%) grado histolégico
alto (SBR 8 0 9). En cuanto a la invasion vascular peritumoral, 20 casos (33.9%) la
presentaban y en el restante 66.1% de los casos (39 pacientes) se hallaba ausente.
42 pacientes (71.2%) mostraban metastasis ganglionares al momento del

diagnéstico, 15 (25.4%) no las tenian y en 2 pacientes no se pudo recabar ese dato.
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Los receptores hormonales se hallaron negativos en los tumores de 21 pacientes
(35.6%) y positivos en los otros 38 (64.4%). Muy pocas pacientes contaban con
determinacion HER-2, de manera que los datos recabados no fueron informativos

para esta variable.

El porcentaje de pacientes con respuesta fue de 71.2% (42 casos). De los 17
casos (28.8%) sin respuesta al tratamiento, 14 (23.7%) presentaron recurrencia. Se
analizaron los factores de riesgo para recurrencia, otros factores bioldgicos como el
estatus de receptores hormonales y la administracion de radioterapia ademas de la
QT, entre los grupos con y sin respuesta al tratamiento, para determinar si podrian
influir en los resultados obtenidos, de acuerdo a lo comentado como nota al pie de la
Tabla 4. Para este andlisis se realizaron pruebas de Chi cuadrada para las variables
no parameétricas y prueba de T para el contraste de las variables paramétricas. Solo
se observo diferencia en la edad al momento del diagnostico (p=0.016; medias:
49.52 en pacientes con respuesta contra 43.38 en pacientes sin respuesta al
tratamiento). Los datos y resultados de estas comparaciones se muestran en la
Tabla 4.

Tampoco se observaron diferencias en la proporcion de pacientes que
recibieron esquemas de FAC o FAC-T entre los grupos con y sin respuesta a la QT,

haciendo un analisis semejante.

Finalmente, se evalud la expresion de KPNA2. En todos los casos hubo
concordancia entre los tres cilindros de cada caso en cuanto a la intensidad y
presencia de tincion en la reaccién de IHQ. La expresion global de este marcador en
las pacientes fue en promedio de 39.06 nucleos positivos por campo 40x y 7.16% de
células positivas. En las pacientes con respuesta a la QT se observaron 37.83
nucleos positivos por campo 40x y 6.79% de células positivas, mientras que en las
pacientes sin respuesta se contaron 42.11 nucleos positivos por campo y 8.03% de
células positivas. Al realizar las comparaciones no se observaron diferencias
estadisticamente significativas ni por namero de nucleos positivos por campo

(p=0.768) ni por porcentaje de células positivas (p=0.572).
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Fig. 8: Grafica comparativa de los datos generales considerados relevantes en los 59 casos de
estudio

Panel A Panel B

ESTADIO TIPO QT RECIBIDA

(41%)

24 (31%)

(10%)
()

| 1:] Adyuvante Neoadyuvante

Panel C Panel D

Tipo de tumor Grado Histoldgico

54

Carcinoma Ductal Carcinoma Lobular Intermedio

Informacion clinica relevante de la poblacién de estudio. Distribucion del total de las pacientes por estadios (Panel
A); tipo de QT recibida (Panel B); tipo histolégico del tumor (Panel C) y grado histolégico del tumor (Panel D).
Todas las graficas representan el nUmero absoluto de casos correspondientes en el rubro indicado, y entre
paréntesis se incluye el porcentaje a que corresponde tal nimero del total de las pacientes.
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Tabla 4: Comparacién de los factores de riesgo para recurrencia entre las pacientes con y sin
respuesta a la quimioterapia (QT)

Pacientes con respuesta | Pacientes sin respuesta a

Variable a QT QT p
Edad en arios al
momento del 49,52 43.38 0.016
diagnéstico
Tamafo en
centimetros del tumor 299 319 0.696
al momento del
diagndstico
| I 1| | Il 1"l
Grado histologico 0.233
12 10 19 2 8 8
| 1A 11B A v | HA 1B A AV
Estadio inicial 0.261

Presencia de invasion

15 5 0.492
vascular
Estqt_us ganglionar 29 13 0577
positivo.
Estatus positivo de
receptores hormonales 21 1 0.610
Administracion de RT 17 casos la recibieron 6 casos la recibieron 0.775

Todas las variables mostradas en la primera columna de esta tabla son factores de riesgo bien reconocidos en la
recurrencia o progresion del cancer de mama. Se comparan entre los dos grupos del estudio (pacientes que
muestran respuesta a la QT y pacientes que no), pues si estos factores se hallaran distribuidos en forma
desigual, la diferencia que pudiera haber en la expresion de KPNA2 entre esos dos grupos podria explicarse, al
menos en parte, por estos factores de riesgo.
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Fig. 9: Gréaficas comparativas de los factores de riesgo para recurrencia entre las pacientes con
y sin respuesta a la quimioterapia (QT)
Panel A Panel B

RESPUESTA A QT Grado histolégico

45% 47% 47%

29%
24%
.- -
| ] n | 1} m

Positiva Negativa Con respuesta Sin respuesta

Panel C Panel D

Estadio inicial Presencia de invasion vascular

p=0.492

70.6%

A 1B 1A A 1B 1A IV Presente Ausente Presente Ausente

Con respuesta Sin respuesta Con respuesta Sin respuesta

Panel E Panel F

Estatus ganglionar Estatus de receptores hormonales

100.0% 100.0%
90.0% 90.0%
80.0% 80.0%
70.0% 70.0% 64.3%

p=0.610

60.0% 60.0%
50.0% 50.0%
20.0% 20.0% 35.7% 35.3%
30.0% 30.0%
20.0% 20.0%
10.0% - 10.0%

0.0% 0.0%
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

Con respuesta Sin respuesta Con respuesta Sin respuesta

La gréafica del panel A muestra el nUmero de pacientes con y sin respuesta a la QT. En los paneles B-F se muestra
la comparacion de los diferentes factores de riesgo para recurrencia del cancer de mama (expresados en
porcentaje), entre los dos grupos de estudio de este trabajo. Resulta evidente la semejanza en estos factores entre
las pacientes con y sin respuesta a la QT.
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Fig. 10: Expresion de KPNA2 en pacientes con y sin respuesta a QT
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Se observa la escasa diferencia en el numero de células positivas por campo 40x, entre las pacientes con
respuesta y sin respuesta a la QT (Panel A). Lo anterior, aunado a la amplia dispersion del niumero de células
positivas en ambos grupos, manifestado por las desviaciones estandar, conduce a la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas. De igual modo tampoco hay diferencias en el porcentaje de células positivas
(Panel B).
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DISCUSION

La evaluacion de nuevos potenciales marcadores con valor para predecir la
respuesta a la QT es una tarea de particular relevancia ante la gran prevalencia de
esta enfermedad, las bajas tasas de respuesta al tratamiento y la importante
comorbilidad asociada a la administracion de QT. En consecuencia, en el presente
estudio se trabaj6é con la detecciéon de KPNA2 por IHQ, con la intencion de evaluar
su valor predictivo de respuesta a la QT con esquemas basados en antraciclinas y
taxanos (FAC o FAC-T).

Los resultados no mostraron diferencia en la expresion de KPNA2 en los
individuos con y sin respuesta a la QT; por lo tanto, este marcador no es de utilidad
para discriminar entre las pacientes que responden o que no responden a la QT en
las condiciones particulares bajo las cuales se realizé el presente trabajo, entre ellas
mediante la deteccion inmunohistoquimica de esta proteina en tejido fijado e incluido
en parafina. No se puede descartar que su deteccion por otras metodologias o en

otro tipo de muestras arroje resultados diferentes.

Un aspecto importante en el andlisis realizado es la diferencia en factores de
riesgo para recurrencia. En este rubro encontramos diferencias en edad en el
presente trabajo. EI manejo estadistico de los datos permitiria hacer ajustes para
estas diferencias mediante el analisis multivariado. Dicho analisis no se realizo en el
presente trabajo dado que forma parte de un proyecto mayor en el cual se evaluaran
no solo éste sino otros marcadores y para el cual la muestra de pacientes por
analizar aun no estad completa; es de considerarse que el tamafio de la muestra aqui
presentada podria limitar los alcances de dicho analisis. No obstante lo anterior, la
magnitud de los valores de p observados en el analisis aqui expuesto, hace poco
probable un cambio radical en los resultados obtenidos incluso al realizar dicho
analisis multivariado, especialmente tomando en consideracion que sélo uno de los

8 factores de riesgo para recurrencia evaluados mostro tal tendencia.

Estudios previos han mostrado el valor pronéstico de esta proteina (18), mas el
valor predictivo no habia sido abordado de forma directa. Aunque algunos

48



marcadores como HER-2 tienen valor pronéstico y predictivo a la vez, es claro que
esto no ocurre con todos los marcadores, la KPNA2 entre ellos, basandonos en los

resultados aqui obtenidos.

La evidencia previa de su valor prondstico ubica, no obstante, a la KPNA2
como una molécula relacionada con la biologia del carcinoma mamario a la que
habria que estudiar con mayor detalle. No hay informacion relevante en torno a los
procesos de trafico hacia el interior del nucleo de mediadores de sefializaciéon
intracelular, los propios receptores de hormonas esteroideas o0 moléculas
relacionadas con el control de la expresion génica. Algunos datos apuntan a la
participacion de importinas en la regulacion del trafico de moléculas con relevancia
en el carcinoma de mama como BRCA1 (21). Proteinas como Nup153, relacionadas
también con el trafico entre citoplasma y nucleoplasma, se han relacionado con
procesos como la capacidad migratoria de las células neoplasicas (22). Estos datos
resaltan la necesidad de conocer mas acerca de la participacion de KPNA2 y
moléculas relacionadas en estos procesos, y en particular en los que tienen
importancia en la biologia del carcinoma de mama, lo cual podria permitir abrir un

nuevo campo para la basqueda de blancos terapéuticos.

Adicionalmente, habrd que evaluar en relacion a las funciones de KPNAZ2, la
posibilidad de ser un factor predictivo de otros esquemas de quimioterapia, otras
modalidades de tratamiento ya establecido o incluso subgrupos especiales de
pacientes como los definidos por los receptores hormonales y HER-2, o los

propuestos en la taxonomia descrita por el grupo de Stanford (9).
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CONCLUSIONES

La expresion de KPNA2 evaluada mediante inmunohistoquimica por analisis de
imagenes, en tejido fijado y embebido en parafina, no demostr6 utilidad para
discriminar entre pacientes que responden y no responden a la QT con esquemas

basados en antraciclinas y taxanos (FAC o FAC-T).

50



REFLEXIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

A pesar de que se ha demostrado con esta investigacion que, por el momento,
no es funcional la utilizacibn del marcador KPNA2 con fines predictivos, la
evaluacion de marcadores con valor predictivo de respuesta a QT es un area
importante en la investigacion en cancer de mama, particularmente de marcadores
gue se puedan determinar mediante metodologias de bajo costo, como la IHQ, vy

cuya realizacion no necesita de laboratorios altamente especializados.

Por otra parte, en particular para mi como alumna de licenciatura y, a nivel

académico, este trabajo destaca la importancia de varios puntos:

Es muy relevante el disefio metodoldgico de los estudios de investigacion y, en
la medida de lo posible, tomando en cuenta las limitaciones propias de los datos o
muestras con que se cuenta para ellos, se deben hacer disefios bajo ciego para

obtener resultados de mayor impacto para el area que se estudie (7).

La necesidad cada vez mayor de integrar equipos de investigacion
colaborativos y multidisciplinarios como una estrategia ante el empleo de las nuevas
metodologias existentes para la identificacion de potenciales biomarcadores, asi
como para trasladar a la préactica clinica el uso de tales marcadores empleando
plataformas técnicas de bajo costo y de rapida ejecucién, como la IHQ. Este
acercamiento favorecera la aplicacion de nuevos marcadores en la deteccién en
estadios tempranos de desarrollo de la enfermedad, metastasis a distancia,
recidivas, respuestas a tratamientos, etc., en pacientes con cancer de mama. En
este ultimo sentido, sumarse a grupos de investigacion que trabajen con proteinas
gue se expresan en las células de los tejidos neoplasicos y que pueden ser
visualizados en tejido con la técnica de IHQ, continuara siendo un paradigma en la

rama biomédica relacionada con el cancer.

Experiencias de esta clase en la linea de investigacion aplicada, amplian las
perspectivas para personas como la autora del presente trabajo para enfocar la

actividad profesional en diferentes alternativas, entre las que se encuentra la propia
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investigacion aplicada a las ciencias de la salud, campo creciente y que ofrece un

amplio ambito de accion.

Este trabajo, entonces, ha procurado contribuir a la evaluacién de nuevas
metodologias de apoyo para el tratamiento del cancer de mama, un padecimiento
gue, como ya se ha mencionado antes, es heterogéneo, multifactorial y se ha
convertido en un problema de salud publica. Si bien los hallazgos no fueron los
esperados, se demuestra que la investigacion colaborativa y multidisciplinaria
contribuye a la continua busqueda cientifica por identificar vias para mejorar la

calidad de vida de los pacientes con cancer y en particular con cancer de mama.

A pesar de que este trabajo ha sido concluido, para mi como alumna aspirante
al grado de licenciatura, permanecen algunas inquietudes en torno a cuestiones

relacionadas con los siguientes temas:

La elaboracion de metodologias diagndsticas que se puedan transferir a

instituciones con bajos recursos econémicos.

La integracion de un cédigo ético de utilizacion de farmacos en los tratamientos
de protocolo con QT, para reducir su utilizacion con fines de competencia de

mercado farmacéutico.

La continuacion de la busqueda genética y molecular que permita acercarse

mas a la precision diagndstica y predictiva del comportamiento del cancer.

Asi, con base en la lectura del cédigo genético y proteémico, se podria
privilegiar la conservacion de la salud, antes que la curacion de la enfermedad, y, asi
como se puede revelar con marcadores “la huella del cancer”, es posible que, a
partir de futuras investigaciones, se pueda revelar “la huella de la conservacion de la

salud en la superficie celular”.
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GLOSARIO

Antigeno: Sustancia que puede inducir una respuesta inmunitaria localizable
cuando es introducida en un animal. Sustancia capaz de causar la produccion de

anticuerpos y, mas tarde, reaccionar con ellos especificamente.

Anticuerpo: Proteina producida como resultado de la introduccién de algun
antigeno y que tiene la capacidad para combinarse con el antigeno que estimulé su

produccion.

Antraciclinas: Son un conjunto de antibiéticos 1-8 de origen bacteriano (todos
derivados de Streptomyces) que farmacoldégicamente cuentan con un nucleo

guimico antraguinona que se une con una aminoazucar.

Biomarcadores: También llamados marcadores bioldgicos, son los cambios
medibles, ya sea bioquimicos, fisiolégicos o morfolégicos, que se asocian a la

exposicidn a un toxico.

Por ejemplo, el nivel de colinesterasa en sangre se modifica debido a la
exposicién a plaguicidas. Un nivel anormalmente bajo de colinesterasa es un

biomarcador de la exposicion a plaguicidas organofosforados.
Los biomarcadores se utilizan para:
e detectar la presencia de una exposicion;
e determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion;
e detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patoldgico;
e identificar a los individuos sensibles de una poblacion;

e fundamentar la decisiébn de intervenir, tanto a nivel individual como

ambiental.
BRCA: Grupo de genes asociados a los carcinomas mamarios familiares.

Carcinoma: Tumor cancerigeno con origen en células de tipo epitelial o

glandular. Aparece en los tejidos que recubren o revisten diversos organos del
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cuerpo o glandulas, tales como piel, utero, prostata, mama o estdmago. Los dos
grandes grupos de carcinomas son los carcinomas epidermoides y los
adenocarcinomas. Los carcinomas tienden a filtrarse a los tejidos cercanos. También
pueden llegar a 6rganos lejanos como los pulmones, los huesos, el higado o el

cerebro. Los carcinomas son la forma mas comun de cancer.

Edema: (del griego oidéma, de oidein, engordar) Infiltracién serosa de diversos
tejidos y, en particular, del tejido conjuntivo, de revestimiento cutdneo o mucoso. A
nivel de la piel, el edema se revela por una tumefaccion indolora y sin
enrojecimiento, que conserva durante algun tiempo la huella del dedo (fovea). El
edema puede infiltrar igualmente el pulmon, el cerebro, etc. EI edema generalizado

toma el nombre de anasarca.

Estadificacion: En medicina, es la clasificacion de la extension y gravedad de

una enfermedad cancerosa. Procede del verbo estadificar.

Una vez que un tipo de cancer se ha diagnosticado, se deben realizar una serie
de pruebas complementarias para saber si las células cancerosas se han extendido
a otras partes del cuerpo (metastasis). A este conjunto de pruebas se les llama
estadificacion o estudio de extension. Para planificar el tratamiento de un cancer, el
médico o cirujano necesita conocer la etapa o estadio de la enfermedad. La etapa es
la cuantificacion de la extension del cancer en el cuerpo o el tamafio del cancer.
Cada céancer, dependiendo del érgano de origen, tiene su propio sistema de
estadificacion. El sistema de estadificacibn mas utilizado es el TNM, que hace
referencia al tumor o tamafo tumoral primario (T), a la afectacidbn de ganglios
linfaticos regionales o nodos linfaticos (N), y la presencia de diseminacién a distancia

del tumor primario o metastasis (M).

Ganglio centinela: Se define asi al primer ganglio de una cadena linfatica que
drena un territorio tisular determinado, de manera que, antes de proseguir su camino
por la cadena, toda la linfa proveniente de dicho territorio debe pasar primero por el
ganglio centinela. En el caso del cancer es el que recibe el drenaje linfatico de un

tumor.
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Ganglio linfatico: Concentracion de cuerpos neuronales apreciables
anatomicamente. Agregacion de tejido linfoide en el sistema linfatico que produce

linfocitos vy filtra el fluido linfatico.

HER-2: Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano, uno de los 4
conocidos. Es una glucoproteina transmembrana con actividad tirosina—kinasa
citoplasmica que se encuentra en grandes cantidades en la superficie de algunas

células cancerosas —como en el cancer de mama— y que estimula su crecimiento.

HER-2/neu(erbB-2). Protooncogen que codifica para la proteina HER2, uno de

los 4 receptores del factor de crecimiento epidermoide humano.

Inmunohistoquimica (IHQ): Procedimiento histopatolégico que se basa en la
utilizacion de un anticuerpo especifico, que se aplica a una muestra de tejido
organico, correctamente fijada e incluida en parafina. ElI complejo antigeno-
anticuerpo que se forma cuando el anticuerpo reconoce el antigeno para el cual es
especifico y se une a él, se hace entonces visible mediante la utilizacion de alguna
de las técnicas especificas (peroxidasa, antiperoxidasa, fluoresceina, etc.) para este
fin. Asi se logra la identificacibn de marcadores antigénicos caracteristicos de
distintas lineas de diferenciacion o funcion celular, con lo que se determina el tipo de

célula involucrado en la muestra.

Metastasis: La propagacion de un foco canceroso a un organo distinto de
aguél en que se inici6. Ocurre generalmente por via sanguinea o linfatica. La
metastasis es la capacidad de las células del cancer de penetrar en los vasos
sanguineos Yy linfaticos, circular por el torrente sanguineo y después crecer en un

nuevo foco (metéastasis) en tejidos normales de otra parte del cuerpo.

Metotrexato (MTX): Es un medicamento usado en el tratamiento del cancer,
enfermedades autoinmunes y la induccion de aborto terapéutico. En la década de
los 50 se empez0 a usar para el tratamiento del cancer; el metotrexato se ha usado
por mas de 25 afios en el tratamiento de la artritis reumatoidea y fue aprobado en
1988, en Estados Unidos, por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos) para

dicho uso.

Microtabulo: Estructuras tubulares de las células; se extienden a lo largo del

citoplasma hallado en las células eucariotas formadas por la polimerizacién de un
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dimero de dos proteinas globulares, la a y B tubulina. Intervienen en algunos
procesos celulares de transporte de sustancias dentro de las células en la mitosis y

en la meiosis; constituyen también la estructura de cilios y flagelos.
pTNM: Estadificacion TNM patoldgica basada en el espécimen de reseccion.

TNM: Acronimo con el que se designa al sistema de estadificacion de las
neoplasias humanas mas ampliamente reconocido. El estadio indicado por el TNM
corresponde al grado de extension de las mismas en el organismo de la persona y
se basa en tres parametros: Tamafio del tumor (T), Presencia de metastasis

ganglionares (N) y Presencia de metastasis (M).
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SIGLAS, ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

AET. Antigenos especificos de tumores.

AJCC. American Joint Committee on Cancer, Comité Conjunto Americano para

el Cancer.
CCIS. Carcinoma canalicular in situ.
Dx. Diagnastico.

ELISA. Por sus siglas en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

(Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas).
FAC. Ciclofosfamida-doxorrubicina-5 fluororacilo.
FAC-T. FAC seguido de cuatro ciclos de taxanos.
FEC. Ciclofosfamida-epirrubicina-5 fluororacilo.
FEC-T. FEC seguido de cuatro ciclos de taxanos.
HE. Hematoxilina—eosina.
IHQ. Inmunohistoquimica.
KPNAZ2. Karyopherina a2.
MAT o TAM. Microarreglos de tejido.
MT. Marcadores tumorales.
NBSL1. Sindrome de ruptura Nijmegen.
PARP. Poli (ADP-ribosa) polimerasa.
QT. Quimioterapia.
RE. Receptor de estrogenos.

RP. Receptor de progesterona.
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RT. Radioterapia.

SBR. Escala de Scarff-Bloom-Richardson.

TNM. Sistema

linfaticos/Metastasis.

internacional

Tamano del

tumor/Presencia de ganglios
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