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Resumen

Introduccion: Ef cancer de mama es una de las neoplasias més frecuentes a nivel mundial, en
la cual estin implicadas varias modalidades de tratamientos que tratan de controlar la
enfermedad y disminuir la recaida. Hay diversos factores predictivos y prondsticos que nos
ayudan a determinar la supervivencia de la enfermedad, en el caso de las pacientes con céncer
de mama kocalmente avanzado (CMULA) se estan buscando factores que nos ayuden a predecir
1a respuesta al tratamiento y la posible toxicidad de los mismos. En México se desconocia la
frecuencia del pofimorfismo de Her2Neu lle 655 Val el cual se ha mencionado en estudios de
poblactones a nivel mundial que su presencia se asocia con mayor riesgo para padecer céncer
de mama y de ovaric en padentes con antecedentes heredofamiliares y una posible asociacién
al desarrclio de toxicidad cardiaca en pacientes tratadas con trastuzumab. La frecuencia del
polimorfismo en caucasicos puede ser de hasta de 29-34% (alemanas y britdnicas} en Hong
Kong y Shanghdi de 21 a 23% y en africanas puede estar ausente. Es por este motivo qué sa
decidid levar este estudio clinico, prospectivo en la poblacién mexicana de pacientes de
cancer de mama localmente avanzado en el Instituto Nacional de Cancerclogra.

Material y métodos: Mujeres con cancer de mama localmente avanzado, que se reclutaron
desde Diciembre del 2005 hasta el 31 de Marzo del 2008. Sin antecedente de toxicidad
cardiaca previa, que fueron tratadas con quimicterapia citotéxica a base de 5-Fluracilo,
adriamicina y cidofosfamida {500/50/500mgs/m’) {4 ciclos) y posteriormente secuencial
paclitaxel a 80mg/m2 12 semanas (4 cklos) y en pacientes con sobreexpresion de Her2Neu
trastuzumab a dosis de carga de 4/mg/kg y posteriormente 2 mg/m’ durante el tratamiento
necadyuvante. ta toxicidad cardiaca fue evaluada antes del inicio de la quimioterapia, al
términc del paciitaxel y posteriormente cada 3 meses y posteriormente completar
seguimiento posterior a cirugia, radioterapia o terapia hormonal. En este reporte sobo se
incluyen las pacientes gue han sido evaluadas hasta el términc del tratamiento neoadyuvante.
Resultados: La presencia del pofimorfismo lle655Val en los controles de nuestra poblacion fue
de 20.56% y 25.4% para las pacientes con cdncer de mama localmente avanzado. La frecuendia
de Val/¥al fue de 0%. La frecuencia del alelo val en los controles 0.102 y del aleko ile 0.897, en

las padientes con cdncer de mama de 0.934. El andlisis de los pacientes se encontrd que la



mayoria eran tumores mayores de 5 cms, en 86.5%, alto grado fue de 49.2%, permeacion
vascular en 61.5%, 1a expresién de HerZNeu 53% vs 46.4% las que no presentaron, esto no
presentd asociacién estadisticamente significativa. En cuanto al posible desarrollo de toxicidad
cardiaca por la existencia del polimorfismo no se demostr6 que la toxicidad presentada en este
estudio 27.1%(31 casos) tuviera refacidn con el polimorfismo y tampoco fue clinicamente
significativa ya que era grado 1.

Se deberd aumentar el tamafio de muestra ya que algunas asociaciones como la
posible respuesta y 1a toxicidad pudieran no ser significativas solo por el nimero de casos y ne

porque no se encuentra una verdadera asociacidn.
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Generatidades de cdncer de mama

El cincer de mama es una neoplasia considerada un problema de salud mundial, afecta
la calidad de vida, puede producir discapacidad, ademds de disminuir la supervivencia de las
pacientes afectadas. Ha sido considerado como la primera causa de muerte en mujeres a nivel
mundial; la incidencia aumenta cada aflo, dependiendo de la zona socicecondmica afectada,
afecta principalmente a los paises desarroltados’. Aungue, en los paises en vias de desarroilo
ha aumentado la incidencia en los Gltwmos 30 afios. En el munde, mas de 1 milkdn de nuevos
casos son diagnosticados cada afio™ >,

En Estados Unidos, ta incidencia de esta neoplasia es de 101/100 mil habitantes, en
Europa occidental su incidencia es de 85/100 mil habitantes en [as regiones con menor
desarroflo econdmico como en Asia es de 21/100 mil habitantes y en Africa es de 23/100 mit
habitantes; esto puede explicarse por la presencia de factores, genéticos o ambientales, en las
diferentes zonas geograficas®,

En México, segin ef registro histopatologico de neoplasias 2003 {RHP 2003} la
incidencia de cancer de mama invasor fue de 12,488 casos y 519 son de cancer in situ, la
mortafidad en ese mismo afio fue de 3,889 casos*. Durante el 2006, en el Instituto Nacional de
Cancerologia se diagnosticaron 635 casos de cancer de mama y 70% de estos correspondfan a
etapas clinicas localmente avanzadas, 5% de los casos presentaban enfermedad metastasica

desde el momento del diagnéstico®.
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Caracterfsticas y foctores de riesgo

La incidencia del cdncer de mama aumenta en forma progresiva con la edad y durante
la vida reproductiva de la mujer; se ha reportado que el riesgo de desarrollar cdncer de mama
en paises Europeos ¥ en Norteamérica es de aproximadamente 2.7% a los 55 afios, entre un
5% mds a los 65 aRos e incrementa a 7.7% a los 75 afios de edad.’ Los factores de riesgo
conocidos hasta el momento para el desamollo de cancer de mama son los siguientes:
menarca temprana, menopausia tardia, la situacién geografica, la historia familiar, la ingesta
de akohol, uso de hormonales orakes y terapia hormonal de reemplazo.

La clasificacién de cancer de mama comprende 4 grandes grupos, cancer in situ, cancer
local, cancer localmente avanzado y enfermedad metastasica.® El estadio clinico del tumor se
hace por medio del sistema TNM {Tumor, Nodes and Metastases) el sistema de clasificacion
del American kint Comittee on Cancer y la Union Internacional Contre le Cancer (del inglés
AICC/UICC®

La relacidn entre supervivencdia y tamano tumoral es lineal como se puede observar en
la tabla 1, asimismo, el prondstico guarda relacién directa con el ndmero de ganglios afectados
y la extension extracapsular; agrupdndose con el mimero de ganglios afectados si es de 1-3, 4-
9y mas de 10 ganglios®.

A pesar de tener ganglios negativos, tienen un porcentaje de recaida elevado,

aproximadamente del 30%, motivo e que es importante identificar a las personas que estan
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en riesgo, en este caso; el tamafio tumoral representa ef factor prondsticc mds importante

{tabla 1).

Tabla 1. Supervivencia a 5 afios en relacion con el tamafio del tumor para las padientes

con ganglios negativos
Tamaiio tumoral {cms) Numero de pacientes Supervivendcia a 5 afos (%)
1-2 2,014 79
2-3 1,162 77
34 536 72
4-5 276 74
5-6 134 72
>6 144 57

Edad: El cdncer de mama es raro en la mujer jover, es una enfermedad mas frecuente en las
mujeres mayores de 50 aflos, ya que hasta el 75% de }os casos se presentan en este grupo de
pacientes, solo el 6.5% de las pacientes se presenta en edad menor a 40 afios y el 0.6% de las
pacientes tienen una edad <30 afios. En Estados Uniklos cada afios hay aproximadamente
1,200 casos de cancer de mama en mujeres menores de 30 afios. Generalmente, el cidncer de
mama en la mujer joven es mas agresivo ya que es dificil de diagnosticar, los motivos son
miktiples, el primero es que puede confundirse con patologias benignas, el segundo es porque
los métodos diagnosticos, especificamente fa mastografia disminuye su sensibilidad con la
densidad mamaria, lo que favorece diagndstico tardio. En edades tempranas se asocia al factor
hereditario, el cual ocurre solc en el 5 a 10% de todos los canceres de mama. Se considera que
las mujeres menores de 35 afios de edad, tienen peor prontstico por la presencia de tumores

de mayor tamaiio, mas agresivos.
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Estado menopdusico: Las mujeres postmenopdusicas tienen mavyor riesgo de cancer
de mama que fas mujeres en estadc premenopdusico. Las mujeres con estado
perimencpdusico tendran un riesgo intermedio para desarrollar cancer de mama. Esto se ha
demostrado en varios estudios, donde ta presencia de niveles altos de estrégenocs en sangre en
mujeres postmenopausicas es un factor importante para el desarrolko de la carcinogénesis,
sobre todo en las pacientes con obesidad por la producdidn de estrégenos por actividad de la
aromatasa en el tejido adiposo. Por o tanto, la exposkidn probongada a los estrogenocs
durante la vida de la mujer, es un importante factor de riesgo para el desarrollo de esta

necplasia. El mecanismo de la carcinogénesis en el tejido mamario causado por Ia exposicion.

Histologia: Hay diferentes subtipos histopatolégicos, el mas frecuente es el ductal
presente en 50-80% de todos los canceres, seguido por el tipo lobulillar en 5-15%, el tipo mixto
{lobulillar y ductal) presente en 4-5% de los casos, en estos Ohimos han reportado la
supervivencia global a 10 afos de 35-50%, otros tipos histologicos menos frecuentes son el
tipo tubular, mucinoso y medular que representan entre el 1-7% que se han asociado con
mejor prongstico, con una supervivencia a 10 anos de 90-100%, inclusive sin tratamiento con
quimioterapia adyuvante. El subtipo histoldgico papilar, micropapilar y metaplésico tienen una
frecuencia de 1-5% con una supervivencia a 10 afios desconocida. Otros tipos menos
frecuentes son el adencideo guistico, 0.1%, carcinoma secretor de la mama 0.01-0.15%, rico
en lipidos 1-6%, ricc en glucdgeno 1-3%, de los cuales, también por su escasa presentacién se
desconoce su supervivencia a 10 afos. El grado histotégico y el grado nuclear también

suministran informacién importante para el prondstico de las pacientes®’,
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Permeacién vascular linfatica: También llamada compromiso linfovascular. Se usa
para referirse a la presencia de células tumorales en la luz de los vasos y se relaciona con
metastasis ganglionares que se han descrito como factor prondstico independiente en

pacientes con ganglios positivos y/é negativos®.

Estado de los receptores hormonales: Desde hace dos siglos, Albert Schinzinger un
cirujano alemdn, propuso fa idea de manipulacidon hormonal. Posteriormente George Beatson
fue probablemente el primer drujanc gue llevd a ooforectomia bilateral a una paciente con
cancer de mama avanzado, esto fue reportado en 1896, muchos afos antes del
descubrimiento de kos receptores de estrogenos. En 1962, Jensen y Jacobson reportaron el
descubrimiento del receptor de estrégenc y con esto se planted un tratamiento endécrino
para el cancer de mama.

En nuestros dias, los receptores hormonales son medidos cuantitativamente por
imunchistoquimica y juegan un papel importante en fas caracteristicas del tumor y la
rgspuesta al tratamiento. La fisiologia normal del tejido mamario es regulada por el eje
hipotalamo-hipéfisis-ovaric durante la etapa reproductiva de la mujer y después de la
menopausia, el tejide glandular de la mama es reemplazado por tejido adiposo. El desarrollo
de cancer de mama es el proceso final de una aberracién producida por las células epiteliales
de la mama, tanto de los conductos como de los lobulillos que siguen preservando un
crecimiento aberrante, y muchas veces dependiente de estrégenos. Esto demuestra que las

9,10,11

células siguen preservando un crecimiento deperndiendo del linaje celular
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Los receptores de estrégenos son una famika de receptores nucleares de tipo
esteroides se han dascrito dos subtipos a y B localizados en el cromosoma 6q25.1 y 14q22.25
respectivamente comparten caracteristicas similares en un 30%. Tienen & dominios, llamados
A, B, C, D, EyF. Los receptores de estrogeno o se han asociado con cancer de mama hasta en
un 70-80%; en general, se sabe que los tumores gue expresan este tipo son bien diferenciados,
tienen un crecimiento lento y tienen por consiguiente un mejor prondstico. En cambio, el
presentar receptores de estrégenos P se considera de peor prondstico, se ha relacionado con
tumores de alto grado, que expresan ademds receptores de factor de crecimiento epidérmico
{EGFR} y se han asociado con resistencia al tamoxifenc y con pérdida del receptor de
progesterona. Los receptores de progesterona también son de dos tipos, PgA y PgB, que estan

implicados en el desarrollo del icbulitlo mamario.
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El receptor de progesterona PgB se ha asociado con el riesgo de presentar cancer de
marma, estos receptores estin directamente regulados por los receptores de estrégenos {en fa
tabla 2 se relacionan los fenotipos de la expresion de receptores hormonales y su porcentaje

de presentacion).

Tabla 2.- Los fenotipos y el porcentaje de presentacidn del estado de los receptores en
cancer de mama es el siguiente

FENOTI®D
RE+/RPg+ 66
RE-/RPg- 19
RE+/RPg- 12.5
RE-/RPg+

las pedentes premenopdusicas expresan hasta en un 30-50% los receptores
estrogénicos, y ef 80% de las postmenopdusicas expresan receptores estrogénicos o de
progesterona. La presencia de los receptores tanto de esirégenos como de progesterona no es
constante durante la evolucion de fa enfermedad, sino que puede variar con e tratamiento

hormonal.

thncﬂiayunahddummmdasiﬁzdéndecénwdemmwmde4
grandes grupos: Cancer in situ, cancer local, céncer ‘ocaimente avanzado y enfermedad
metastasica (Tabla 3). De acuerdo con la etapa dinica, ka supervivenda a 5 afios va

dsnﬂmw\domionnawngeﬁvaenmmésmadasealamfamedad‘.
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Tabla3.- Clasificacién TNM de cancer de mama, AJCC 2002

A T M
n m
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A ™ [ -]
T3 -2
- - -,
. ™ -
T art o Mo
L] QT T L

Céncer de mama localmente avanrado

Definicidn de cincer de mama jocoimente awonzado: Es un grupo hetercgéneo de neaplasias
en las que por defimcdn, no se pueden operar de primera instancla ¥ requerirdn, de
tratamlernto sistémico con quémioterapia en forma inicial posteriormente se deberd en forma

local con dinugia y radioterapia.

Ocupa e 10-20 % de los cénceres de mama recientemente diagnosticados. La
conservacidn de la mama se logra hasta en un 10-40% de los casos. El cancer de mama
locaimente avanzado comprende una gran vanedad de estadios, en donde se induyen

tumores grandes (mayores generalmente a 5 cm) y con ganglios, con afeccdn de 1a piel o la
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pared tosdcica pero sin desarrollo de metdstasis a distancia. La etapa dinica |l se considera
localmente avanzada, perc hay casos, como EC liB (T3NOMO) que se considera asi por el
tamanio del turmor, Estas etapas son importantes ya gue la mayoria de las pacientes tendran o
desarrollaran una recaida de la enfermedad y moriran de cancer. La mediana de supervivencia
es de 4.9 afios y la supervivencia a Jos 3 y 5 afios es de 70 y 55% respectivamente’. La
presencia de diferentes caracteristicas dinico-patolégicas como la edad, etapa clinica, estado
de los receptores para estrégencs y/o progesterona, tipo histoldgico, grado de diferendacién,
la presencia de permeacion wvascutar linfatica y sobreexpresion de HerZneu, factores

prondsticos tomados en cuenta para la supervivencia a la enfermedad ’.

Respuesta al tratamiento (clinica y patoldgica): La respuesta clinica se evalia
mediante la medicién del tumor al administrar cada ciclo de gquimioterapia neoadyuvante,
seglin criterios RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumeors). Se considera que la
enfermedad estable y/o progresién tras la administracién de 2 ciclos de quimicterapia basada
en antracklinas, es un factor prondstico adverso en las paciente™. La respuesta patoldgica
completa es definida como ausencia de cdncer invasor en la mama y en la axila al reabizar la
extirpacién de la mama por mastectomia o segmentectomia y la diseccién axilar. El carcinoma
residual in situ en ausencia de cancer invasor se ha considerado como respuesta patokigica
completa. Las personas que akanzan una respuesta patolégica completa tienen mayor
superviverkia y periodo libre de enfermedad, esto predice la probabilidad que cursen con una

enfermedad mas indolente. E! tener receptores hormonales negativos, un tumor de alto grado
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v un alto grado de proliferacdn son factores que pueden predecir respuesta patolégica a la
quinioterapia y por Jo tanto la mayor quimiosensibiiidad del tumor™®.

Estado de Her2Neu

Et HerZNeu es un protoncogén (localizado en el cromosoma 17q12.21 ({imageni), tiene
38 kB y comprende 27 exones que codifican para una glucoproteina de membrana de 1255
amincécidos y 187kD con actividad de cinasa de tirosina. Pertenece a una familia constituida
por 4 miembros conocidos erb-1, erb-2, erb-3, erb-4, que promueven la divisidn celular,
migracién, adhesidn, diferenclacidn y apoptosis. A Her2 no se ke han identificade Higandos

espetificos, pero forma homodimeros y heterodimeros con erb-1, erb-4

magen No. 1
Representacion esquemitica del gen de HerZNeu, localizado en el cromosoma 17q21

La famifia de receptores tirosin-cinasa Bewa a cabo comunicackin céhula-céiula y
estroma-céluda, afectando asi la transduccién de varios genes por fosforilacdén o
defosforilacién de una serie de varias protainas ndTamembranales e intracRoplasmaticas que
interviene en los procesos enzimdtkos. la sobreexpresidn de her2 afecta ias vias de
sefializacion (ver imagen 2} que involucran 3 Ras/MAPK y Fi3K/AKY, JAK/STAT y la via de [a

fosfolipasa C 1,



kmagen 2.- Esquematizacién de las vias de sefializacion inhibidas por trasturumab, donde al
unirse ef articuerpo hay una inhibicidn de ba actividad de cinasa de tirosina al inhibébir las
siguientes vias de sefializacién intracitoplasmdticas y hada ef nicleo, como PI3K, AXT, MAPK,
RAS y RAF, VEGF.

Her2 se encuentra sobrexpresado en 25-30% de las pacientes con cincer de mama ¥
predice mal prondstico pues se asocia a la disminucidn de la supervivencia, poca respuesta al

tratamiento e incremento en la actividad metastasica @,
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Imagen 3.- Vias de activacisn por la presencia de la proteina con actividad cinasa de tirosina.

La deteccion de Her2 se realiza mediante imunchistoguémica o mediante FISH
{Fuorescerxe in situ Hybridization). La mejor formta de identificar quien responde al
ﬁasuzumabespameciﬁdeinuwhistoquinim,pwqusehaestandaﬁzadola

reproducibliidad y andlisis de esta metodologia en centros a nivel internacional.

Tratamiento del cincer de mama locaimente avanzado

la guimicterapia necadyuvante, también #lamada quimicterapia primaria, en

combinacién con otras modalidades de tratamiento es frecuentemente usada para el manejo



de cancer de mama en estadios avanzados. Desde inicios de la década de 1970, fa
quimioterapia neoadyuvante ha sido el estandar de tratamiento para el manejo del cancer de
mama localmente avanzado y va incrementando su uso en etapas dinicas tempranas. Este tipo
de quimioterapia tiene como fin disminuir el tamaifio del tumor, y asi ofrecer mejores opciones
quirdrgicas y a su vez permite obtener una informacién sobre la respuesta del tumor a estos
agentes de quimioterapia. La respuesta al tratamiento necadyuvante se relaciona con mejor
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global y control de enfermedad
metastdsica. Sin embargo, no se ha mostrado diferencia entre el beneficic en la supervivencia
de las pacientes que reciben quimioterapia adyuvante ¢ neoadyuvante. Se conoce hasta el
momento, que ks pacientes que alcanzan respuesta patologica completa después de la
quimioterapia neoadyuvante tienen significativamente un periodo libre de recurrencia y
supervivencia mas largo.® La respuesta patologica compieta y la respuesta clinica, son
frecuentemente usadas como predictores para medir la efectividad del tratamiento
necadyuvante, en general; se conoce que de 60 a 90% de los pacientes que reciben
guimioterapia de este tipo tendra respuesta, pero un 3-33% respuestas patokigica completa

{para antraciclinas y antracictinas con taxanos respectivamente)™,

La definicion de la respuesta y de Jos métodos para determinarla han sido muy
heterogéneos, por ejemplo, en el estudio NSABP B-18 y B-27 {Nackonal Surgical Adjuvant
Breast Bowel Project} definen la respuesta patoidgica completa como ausencia de cancer de
mama invasor, otros estudios también toman en cuenta la ausencia de ganglios linfiticos

afectados v la ausencia de cancer invasor en los mismoas™ 1% 718,
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Como ya se ha mencionado, entre los factores que afectan importantemente la
sensibilidad a la quimioterapia es el estado hormonal. Sobre el estado de los receptores, tanto
RE como RPg son definidos como variables independientes, que se asocian significativamente
a la supervivencia y a la respuesta patoldgica completa. En un andlisis retrospectivo, se
evaluaron 1,700 pacientes que recibieron diversos esquemas de tratamiento neoadyuvante, y
se observd en los que tenian RH negativos una respuesta de 24% y 8% en los que tenian RH
positivos {con una diferencia significativa p=.001)"".

Otro factor es la histologia del tumor, ya que si es tipo lobulitlar tienen una menor
respuesta de 3% en comparacion con tos que tiene carcinoma ductal que tiene una respuesta
de 15%. También los tumores pobremente diferenciados, de alto grado y alto indice de
proliferacién, tiene mayor sensibilidad a la quimioterapia necadyuvante™ ' 7%,

Las antraciclinas y taxanos son los farmacos usualmente utilizados para padentes con
enfermedad ganglionar y con riesgo de recurrenda. En un estudio publicado por Mazouni y
colaboradores, en donde se analizaron 1079 pacientes en 2001, valoraron la inclusion de los
taxanos al tratamiento preoperatorio, y observaron que la adicidn de paclitaxel incrementd los
porcentajes de respuesta patoldgica completa en un 28.1% a los pacientes que recibieron FAC
{5-FU, adriamicina y ciclofosfamida) y paclitaxel en comparacion con fos gue recibieron FAC y
docetaxel, que solo tuvieron una respuesta patoldgica de 6.5%.

Los pacientes con receptores hormonales positivos tuvieron mayor respuesta
patolégica con el tratamiento secuencial de FAC otorgado por 4 ciclos y paclitaxel 12 semanas.
El esquema de quimioterapia basado en antraciclinas al ser comparado con el esquema CMF

{cidofosfamida, metotrexate y 5FU) demostré un beneficio en la disminucién riesgo de
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recurrencia de un 11%, disminucion en el nesgo de muerte del 16%, con beneficio absoluto a 5
y 10 aftos de 3% y 4% en la reduccién de la mortalidad respectivamente®.

El tratamiento con trastuzumab en combinacidn con la quimioterapia para el
tratamiento de enfermedad metastdsica, demostrd incrementar el tiempo a la progresion, asi
como el porcertaje de respuesta. Pocos estudios han evaluado el tratamiento neoadyuvante
con quimioterapia y trastuzumab, cbservando un porcentaje de respuestas completas entre un
18% y 65%. En un estudio fase If aleatorizado con pacientes con sobreexpresién HerZNeu,
donde recibieron 4 ciclos de FEC (5-fu, epirrubicina y ciclofosfamida) y 4 ciclos de paclitaxel, el
brazo de combinacion recibieron el mismo esquema mas trastuzumab, demostrando que 42
pacientes tuvieron respuesta patoldgica completa sin incremento de la toxicidad. La respuesta
patofogica completa fue de 67 a 25% con beneficio para el grupo de combinacidn de

quimioterapia con trastuzumab®® 715,

Mecanismo de accién de trastuzumab

Trastuzumab, es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el dominio
extracelular del receptor de cinasa de tirosina Her2 y es realizado por ingenieria genética
insertando regiones determinantes de un anticterpo murinc {dona 4D5} y un anticuerpo 1gG1
humano. Fue aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento del
cincer de mama metastasico desde 1998. Trastuzumab disminuye la sefializacién del receptor,
promoviendo la apoptosis, ya que produce intemalizacion y degradacidn del receptor,

inhibiendo asi 1a sefafzacion de MAPK y P13K, promoviendo el arresto en G1 mediado por
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p27, disminuyendo ta produccidn de la dclina D1 e inhiblendo ka formacion de ddina Efcdb2.
Lz disminucin del tamaiio del tumor estd refadionada a disminucion de la angiogénesis, esto
debido a que los estudios in vitro, han reportado una disminucién de factores angiogénicos
VEGF, TGF-z y Ang-1, también se ha observado una disminucidn de la concerdracién de
microvasos in vivo. En relacion a los mecanismos inmunoldgicos, se sabe que tiene efectos
citotdxicos ya que activa la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (activated and antibody-
dependent cellular cytotoxicity ADCC) mediante ka produccion de céidlas asesinas naturales
{Natural Kier NK} produciendo muerte celular mediada por complemento {lisis cetular}

{imagen 3) 2.

Mecanismo de accion de trastuzumab

inagen 3.- Esquematizaciin del mecanismo de accén de trastuzumab, un anticuerpo
humanizado, con propéedades antitumorales al inhibir el receptor de Her2Neu extracelular.



A lo largo del receptor el dominio extracetular, tiene una hendidura proteolitica de
110kD que puede ser detectada en cultivos celulares y un fragmento amino-terminal 95kD con
actividad cinasa de tirosina aumentada, que se correlaciona con un pobre prondstico,
incrememto de la actividad metastasica y disminucién de [a respuesta a fa quimioterapiaya la

terapia enddcrina P02,

Importancia del polimorfismo de Her2Neu Ne655Val

Los polimorfismos son la variante akélica de un gen, que esta representado en por lo
menos en el 1% de Ia poblacién. Hay dos grandes grupos de polimorfismos los de nuckedtido
sencillo o SNP’S (en el cual hay un cambio de un nudeétido) y los polimorfismos de longitud
de secuencia variable {SSLP}.

Han y colaboradores®™, mostraron que el gen de Her2MNeu puede presentar 29
pohmorﬁsmos de nucledtido sendillo, 6 de los ceales presentan mas def 10% de la frecuendia
alélico y ademds analizaron si estos polimorfismos exhiben un desequilibrio aklico. El
polimorfismo mas estudiade en el gen Her2Neu es el que corresponde a una transicién de
adenina {A} por guanina (G} en la primera posicidn del triplete que cedifica para el coddn 655,
lo cual genera un cambio de aminoacido de isoleucina {lle) por valina (val)®.

Hay dos grandes lineas de investigacidon de la presencia de polimorfismos y su
repercusién dinica. Por un lado, se encuentran los estudios que determinan el polimerfismo y

gue ko asocian como factor de riesgo para el desarrollo de cincer de mama, y por otro lado, se
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encuentran los estudios en los cuales la presencia del polimorfismo puede contribuir a la
sensibilidad y/6 a la toxicidad al tratamiento.

Fleishmann y colaboradores™ demaostraron que la presencia del alelo Val en la posicién
655 transmembranal estabiliza la formacion de un dimero actvo de la proteina que
predispone a una autoactividad del receptor, concluyendo que bos alelos Val podrian activar de
manera intrinseca la proteina con actividad de tirosina cinasa; ademads los cambios de llefval
podrian alterar la hidrofobicidad de proteinas afectando 1a estabilidad conformacional de los
dominios hidrofdbicos presentes en la regién transmembrana. Complementariamente k
sobreexpresidn de Her2Meu induce la activaddn de vias de sefializacién del crecimiento

tumoral y protege a las células de apoptosis™.

El bloqueo de este receptor con trastuzumab reduce ia fosforilacion de forma dosis-
dependiente; esta reduccion es maxima después de 24 hr de exposicion a fa droga. Beoudlair
y colaboradores™, estudiaron a 61 pacientes con cancer de mama avanzado, encontraron que
fa expresion de la isoforma Val muestra mayor capacidad de crecimiento y desarrollo de
tumores agresivos, sin embargo, éstos son mas sensibtes a trastuzumab. Trastuzumab fue méas
efectivo para la iscforma Val demostrado por la disminucién en ta fosforilacién de Her2Neu de
manera rdpida y obteniendo una inhibicion maxima de Erk tras 72 hrs de exposicién, en
estudios in vitro esto confirma una afta sensibilidad al trastuzumab para las clonas de la

isoforma VaF®,

28



Es improbable que la variabilidad en un receptor de tirosin —cinasa sea el Unico
responsable de una diferencia en la terapia antitumoral de una terapia blanco. La variabilidad
en el efecto de trastuzumab esta probablemente mas relacionada a cambios en las vias de
sefializacién de Her2Neu como ocuite seguido de la pérdida de PTEN o a la presencia de una

via de sefializacidn alterna para crecimiento y supervivencia como HIFH.

El tratamiento con trastuzumab se asocia con la presencia del desarrofic de
cardiotoxicidad, en el estudio de Beauclair ¥ 5 pacientes 8.2% presentaron cardictoxicidad,
manifestada por una disminucién de la fraccidn de expulsion del ventriculo izquierdo en un
20% (FEV1). Este efecto adverso, no se encontrd en los sujetes con el genotipo lle /lle y en
contraste, los casos fueron vistos en el grupo lke/Val. El hecho que se observara
cardiotoxicidad en los pacientes lle/Val sugiere un posible papel para el alelo Val como un
factor predisponente para cardiotoxicidad™.

Algunos argumentos experimentales que apeyen un papel sigm:'ﬁmtm para la via de
sefializacién Her2Neu en cardiopatias y en todo caso, uno podria considerar que HerZNeu
juega o tiene significancia en la funcidn cardiaca pero no en cardiomiopatias. Las células que
expresan Val mostraron una mayor capacidad de crecimiento y mayor sensibilidad a
trastuzumab, entonces, la presencia del alelo Val puede agotar al miocardio particularmente,

aquellos dependientes de la via Her2Neu y que son altamente sensibles a trastuzumab.

En cuanto a la otra linea de irvestigacidn del polimorfismo de Her2Neu se han

estudiado con la asociacén de factor de riesgo de desarrollar cidncer de mama o de ovario en
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tas diferentes poblaciones, se estudian paciertes con antecedentes heredofamiliares o sin
este y en especial en aquellas pacientes que son jévenes, los estudios muestran la frecuencia
del polimorfismo en las diversas poblaciones, como kos estudios alemanes en los que la
presentan una donde Frank y Hemminki estudiaron casos de cancer de mama y controles con
muero de 348 casos y 960 controles, reportaron una frecuencia del polimorfismo lie/lle 54.4
% en controles y 53.6% de los casos, el polimorfismo ile/Val en frecuencia de 39.3% de Jos

controles y 38% de los casos y 6% de alelos Val/Val en Jos controles y 8.4% de los casos”™.

El polimorfismo lle/Val se ha reportade que estd asociado con un aumento de riesgo
en la poblacién China. Ameyaw y colaboradores reportaron que la distribucién del
polimorfismo varia considerablemente entre bos grupos étnicos desde el 30% en los caucasicos
hasta estar ausente en la poblacién Africana. Se ha propuesto que la influencia del alelo Val
considerablemente dependiendo de la poblacién étnica® La razén  diferencias entre
poblaciones como las Chinas y Caucédsicas no se conocen existen propuestas sobre la
posibilidad de un desequilibro del alelo funcional en otros sitios de la poblacién China®™ ¥2,

Se ha logrado establecer en una forma una dara diferencia entre las isoformas con
respecto a su potencial tumorogénico, con una ventaja para la isoforma Val y con respecto al
tratamiento, sin embargo la presendia del alelo Val, puede constituir un factor de riesgo para
toxicidad cardiaca™

Ante los pocos estudios encontrados en la literatura mundial y la ausencia de estudios
en nuestro pais creemos importante conccer la posiblke asociacion en  la presencia del

polimorfismo en México y en nuestras pacientes con cancer de mama conocer si existe alguna
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asociacidn entre los factores prondsticos de cancer de mama y la posible sensibilidad al
tratamiente neoadyuvante o el desarrollo o la prevencién de cardiotoxicidad por el uso de

trastuzumab en pacientes tratadas.
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El cdncer de mama es una de las neoplasias mas frecuentes a nivel mundial, y estdn
implicados muliiples tratamientos que tratan de controlar la enfermedad y disminuir la
recaida. En el caso del cancer de mama localmente avanzado, las pacientes son tratadas con
guimiocterapia neocadyuvante para tratar en forma sistémica y realizar cirugia conservadora.

En nuestro medio, esta enfermedad ocupa el mayor volumen de padcentes en la
consulta externa. Las pacientes sometidas a quimioterapia desarrollan toxicidad tanto por la
dosis, via de administracién, etapa de la enfermedad, otras pueden presentar algtin tipo de
mecanismo que las lleve a ser mas sensible a un determinade tratamiento, es por eso que
actualmente la farmacogendmica se estd dirigiendo hacia la identificacién de individuos que
puedan redibir algan tratamiento especifico.

No se conoce la incidencia del polimorfismo de her2neu en la poblacién mexicana pero
es de una las metas de este estudic conocer la in frecuencia incidencia y conocer si el
polimorfimos puede intervenir en la respueta patokigica al tratamiento.

Por este motivo el estudic de factores que mejoren o empeoren la respuesta al
tratamiento con quimioterapia necadyuvante, podria traer un nuevo conocimierto a esta
drea, ya que al conocer de antemanc que pacientes puedes ser mas sensibles al tratamiento

también podria prevenirse el desarrolio de toxicidad cardiaca.

32




Objetivo primario:

1.- Asociar la presencia del polimorfismo Her2 Ile655Val y caracteristicas clinicas en pacientes
con cancer de mama localmente avanzado con o sin scbreexpresidn de Her2 tratadas con
quimioterapia necadyuvante basada en antraciclinas, taxanos y en su caso trastuzumab.

1.- Determinar |2 frecuencia dei polimorfismo Her2 lle655Val en poblacién mexicana sana.

2.- Determinar la frecuencia del polimorfismo Her2lleb55Val en pacientes con cincer de
mama.

3.- Establecer la asociacion entre la respuesta clinica y patoldgica a la guimioterapia
necadyuvante y et polimorfismo de Her2 lie655Val.

4.- Determinar la nfluencia del polimorfismo de Her? lle655Val en la sensibilidad al

tratamiento con trastuzumab.
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Hipdtesis

1. la presencia del polimorfismo de Her Val/Val predispone al desarrollo de tumores més
agresivos definidos como tumores >5 cm, con metsstasis ganglionares y de alto grado

de diferenciacién.

2. la presencia de la variante aklica Val/Val del polimorfismo del coddn {lle655Val) se
asocia con respuesta patolégica completa a trastuzumab.
3. Lla presencia def polimorfissmo de Her lle655Val predispone al desarrollo de

cardiotoxicidad.

Disefio Metodolégico

Disefio del estudio: Estudio transversal, ambilectivo, descriptivo.

Andlisis estadistico: Para propdsitos descriptivos, las variables continuas seran mostradas con
media, mediana y desviacion estindar y las variables categéricas con proporciones e intervalos
de confianza del 95%. Las comparaciones de las variables continuas y el tipo de polimorfismo
se realizara con la prueba T de student o U de Mann-Whitne y de acuerdo al tipo de
distribucidn segin la prueba de Kolmogorov-Smimov. La comparacidon entre variables
categoricas y #os polimorfismos serdn analizados con Chi cuadrada y la prueba exacta de
Fisher. Las variables significativas (p<0.05} o cercanas a serlo (p<0.1) se induiran al andlisis

muktivariado. Con el fin de determinar relacidn independiente entre las variables clinico-



patolégicas y los polimorfismos de HER-2, utilizaremos el analisis de regresion logistica
miiltiple donde también se determinaran coeficientes de regresién y riesgo relativos con

intervalos de confianza.

Inclusién de padientes: Pacientes con cancer de mama localmente avanzado T2-4, NDO-3, MO,
sin tratamiento previo, que acepten recibir tratamiento neoadyuvante con FAC (5
flurouraciolo, adriamicina y ciclofosfamida a dosis de 500/50/500 mgs/m* postericrmente
trastuzumab 4mg/kg carga y 2mg/kg de forma semanal y paclitaxel 80mg/m? y para pacientes
con Her2Neu positivo, y paclitaxel 80/mg/m’,
Her2Neu positivo: Si por la técnica de imunchistogquimica se reportan +++ 6 ++ y confirmacion
por FISH como sobrexpresado como positivo.
Her2Neu negativo: Negatividad para FISH o imunochistoquimica +.
Toxickdad cardiaca: Disminucidn de la fraccion de expulsion del ventriculo izquierdo mavyor al
20% de la basai.
Respuesta patolégica completa: Ausencia de carcinoma invasor en la pieza patoldgica, o
menos del 10% del carcinoma in situ, asi como en ganglios linféticos.
Criterios de inchusion

s  Mujeres mayores de 18 aitos con diagnostico histopatolégico de cancer de mama de

cualkquier histologia.

s Con expediente fisico y electrénico completo.
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Cancer de mama localmente avanzado (T2-4, NO-3, MO).

Sin historia de cdncer de mama previo,

No haber recibido tratamiento previo.

Con funcién hematolégica, hepatica, renal normales (Hb >10 gr/dl, plt >100 000,
leucocitos >4000, TGO, TGP, FA <2 veces lo normal, creatinina sérica <1.2 mg/dl)
Funcion del ventriculo izquierdo determinada por MUGA >55%.

Enfermedad medible por THM.

Posterior a tratamiento quinirgico la evaluacién patolégica de la pieza histopatoldgica
por el servicio de patologia.

Que sean tratadas con quimioterapia necadyuvante basada en 4 ciclos de FAC (5FU
500 mg/m2, adriamicina 50 mg/m2, ciclofosfamida 500 mg/m2), seguido de paclitaxet
semanal 80 mg/m2 por 12 semanas concomitante con trastuzumab 4 mg/kg {dosis de
impregnacion) y 2 mg/kg dosis de carga.

Que posterior al tratamiento neoadyuvante sean sometidas a tratamiento quinirgico

local {mastectomia o dirugia conservadora).

Metodologia def Estudio

A.- Pacientes

Se reclutaron pacientes con cdncer de mama kocalmente avanzado, tratadas en el

Instituto Nacional de Cancerologia que cumplan los criterios de inclusidn ya descritos

previamente.

Se recolectaron los datos, que induyeran ficha de identificacion, historia clinica

completa, diagndstico histotogico, estatificacién por TNM, estado de los receptores
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hormonales, estado her2neu por imunchistoquimica y los que presenten imunchistoquimica
++ se llevardn a FISH y detalles con respecto al tratamiento sistémice necadyuvante o
primario.

Se obtendrdn una muestra de 10 ml de sangre con vacutainer en tubo con

anticoagulante EDTA previa autorizacion de la paciente con el formato previamente citado.

B.- Valoracion de la cardiotoxicidad

Determinacién de fraccién del ventriculo izquierdo a las pacientes con Her2Neu
positivo y que recibieron tratamiento con FAC, paclitaxel ~trastuzumab de tipo necadyuvante,
se realizé estudio basal (antes del inicio del tratamiento}, al terminc de fos 4 ciclos de FAC y al

término de los ciclos de paclitaxel. Si la fraccion de expulsién disminuia un 10% de la inidal.

C.- Obtenddn de muestras de sangre periférica
Se obtivo una muestra de 10 ml de sangre periférica a cada una de las pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusidn para el estudio, previo consentimiento de los Comités

de Investigacion y de Etica def Instituto Nacional de Cancerologia.

C.- Obtencidn de muestras de DNA

De cada individuo se obtuvieron (por venopuncion de la regién cubital def brazo) 5 ml
de sangre periférica, la cual fue recolectada en tubos Vacutainer® {Becton Dickinson, USA)
adicionados con EDTA. Para promover la lisis de eritrocitos, el volumen de sangre obtenido fue

trasladado posteriormente a un tubo cdnico de polipropileno para ser almacenado durante 24
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h a -70°C. Pasado este tiempo, la sangre fue llevada a una temperatura de 37°C
aproximadamente 15 min. Con [a irtencién de eliminar la mayor cantidad posible de giébulos
rojos, se realizd a la sangre una serie de lavados con buffer SSC 1x, seguidos de una
centrifugacién a 3500 x G 5 min. Al pellet que se obtuvo, se le afiadieron 2 ml de acetato de
sodio 0.2 M, 125 pl de SDS al 10% y 30 yl de proteinasa K (20 mg/ml, Qiagen, Germany). El
producto fue incubado durante 1 h a S55°C para posteriormente afiadir 600 pl de
fenol/cdoroformo/akcohol ksoamilico en una proporcidn 25/24/1. El tubo se mantuyo en
agitacidn 10 min y se centrifugd a 3500 x G 5 min. Se recuperd la fase acuosa y se adicionaron
600 pl de cloroformo, para dar paso a otro ddo de agitacién y centrifugacidn. La fase acuosa
fue nuevamente sustraida y se afladit etanol absoluto {-20°C, 2.5 volimenes con respecto al
volumen de la fase acuosa), para después mezdar por inversién y permitir la asociacion y
precipitacién del DNA, en este momento, el material puede ser detectado a simple vista. El
DNA fue recuperado en un tubo de 1.5 ml, al que se ke afiadid 1 ml etanol al 70 %. Se
centrifugd el tubo a 153 x G durante 2 min para posteriormente retirar el etanol. Se permitid la
evaporacién del etanol residual a temperatura ambiente y se resuspendié el material en TE
{10/0.1) a 55°C durante 24 h. Finalmente, el material fue cuantificado (lectura a partir de 1.5 pl
de muestra en espectofotdmetro ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc., USA) y analizado
mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8 %, utilizando buffer TBE 0.5x y tincidn con

bromuro de etidio.
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D.- Amplficacién del exén 17 de HerZNeu mediante PCR y RFLP

A partir de las muestras de DNA gendmico obtenidas, se llevo a cabo la PCR utilizando
los oligonudedtidos para la amplificacién del exén 17 del gen Her2Neu reportados en el
trabajo de Wang-Gohrke S y colaboradores™.
Her2Neu 2 Extn 17
Sentido {Forward) - 5"-AGAGCGLCAGCCCTCTGACGTCCAT-3
Anti-sentido (Reverse) > 5’-CCGTTTCCTGCAGCAGTCTCCGCA-3'

La amplificacion se realizé a partir de 1 1 de DNA en una mezcla de componentes de
PCR {Invitrogen, Brasil) con un volumen final de 10 il como se muestra a continuacion:

Las temperaturas y tiempos de la reaccitn fueron los sigulentes:
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94°C > 30 seg
58°C = 30 seg

———

El producto de PCR de cadza muestra de DNA fue analizado mediante electroforesis en
geles de agarosa al 3%, utilizando buffer TBE 0.5x y tinckén con bromuro de etidio. Bl
fragmento de DNA gue se obtiene en las condiciones anteriormente descritas tiene una
longitud de 111 pb.

La genotipificacién a partir del producto de PCR se realizd por medio de RFLP
{Restriction Frogment length Polymorphism, potimorfismo de tamafio de fragmento por
enzrima de restriccidn], utdizando la enzima BsmAl {New England Biolabs, USA), la cual
reconoce un sitio de corte entre la secuencia gtcte. Este sitlo no se presenta en el alelo
sitvestre, por o que al digerirse la muestra nos indica la presencia del alelo polimérfico. Las

condiciones se especifican a cortinuacion:

La reaccidn de dagestion se Bevd a cabo a una temperatura de 55 °C por 16 h. Las muestras se
analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa 1000 al 3 % utiizando buffer TBE 0.5x y

tincidn con bromuro de etadaa.



Dentro de la secuencia amplificada de un individuo que no presemia el polimorfisrno, no
existen sitios de corte para la enzima, lo que permite que se mantenga el fragmento de 111 pb
obtenido de {a amplificacién. La sustitucién de una adenina por una guanina, presente en o
polimorfismo, genera un sitio de restriccion (el que se presenta entre el fragmento de 62 y 49
pb), de manera que la secuencia en este caso es otctc.. Los individuos heterdcigos preserttan
todos los fragmentos posibles (111, 62 y 49 pb).

E.- Determinacién del penctipo por medio de secuenciacin

Con el objetivo de corroborar fos resultados obtenidos por medio de la digestion con enzimas
de restriockon especificas, se secuendiaron 4 muestras. Esto fue reatizado a partir de 300 ng de
producto de PCR para el exdn 17 del gen HerZNeu (por reaccdn), utilizando el oligonudedtido
sentido (forword) descrito en  la ampiificadén (aprox. 3 pmoles) y 0.5 i de Big Dye™
Terminator V 3.1 Cycle Sequencing Kit.

Las condiciones se describen a continuacidn:

La PCR pare ka secuenciackin se realizd con los sigulentes pardmetros:
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Gy
55°C > 10 seg

1a purificaciin se Bevd a cabo mediante la precipitacion en columnas de Sephadex G-50 DNA
Grade {50 mg/mi de H,0, Pharmacia Biotech, Sweden). Las columnas fueron previamente
deshidratadas por centrifugacén a 750 x G durante 1 min. £l volumen final de PCR de
secuenciacion de cada muestra (10 ] fue administrade al centro de |a coksmna para después
centrifugar a 2000 x G 3 min. El producto purificado fue deshidratado utiizando el DNA 120
SpeedVac Concentrator {Thermo Electron Corporation, USA] durante 20 min, y resuspendido
posteriormente en 25 W de Hi-DI™ Formamide (Applied Biosystems, USA). Finalmente, se
desnaturalizé a 96 °C por 5 min, ¥ se incubd inmediatamente en hiele el mismo tiempo.

mmmmmﬁmymuﬁmammw
3100 Genetic Analyser {Appled Biosystems, USA). El andlisis de la secuencia oltenida se

realizd utilizando o software BioEdit® (Biologital Sequence Alignment Editor, 2007, This
Biosciences).

Tabla4.Esquematizacién del fragmento que se queria conocer donde los primers se
adhieren a la secuencia conocida {amarilio) y delimitan el fragmento a determinar. Y la
enzima de restriccién ATCTC (rosa), se secuenciaron 4 muestras 1 heterdciga y tres
silvestres.
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F.- Frecuencia def polimorfismo en |a poblacién abierta mexicana

Debido a que no se conocia la frecuencia del polimorfismo en 1a poblacién mexicana
fue necesario determinarla; para esto, se utifizaron muestras de un banco de peblacion
abierta mexicana det Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se utifizard Ia
misma metcdologia que para las muestras de pacientes.

Se realizé una estimacion estadistica para determinar el tamafio de la muestra. Se
toms en cuenta el promedic de las frecuencias reportadas .1 para Val y 10% utilizando la
siguiente férmula:

Donde:

n =_Z%a/12 (pq}
B?

Z0t/2=1.96 {55% confianza)

B=0.05 {amplitud del intervalo de confianza}

pyg=0.35y0.05

Estimacién del nimero de individuos necesarios para obtener la frecuencia del polimorfismo
HER-2 lle655val en poblacidn mexicana con un nivel de confianza del 95%.

HER-2 Hle655val = (1.96)° {0.9)(0.01) / (0.05¥ = 138 individuos
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Frecuencia del polimorfismo de Her2Neu (BeE55Val] en la poblacién mexicana

Debido a que no se conoda lka frecuencia del polimorfismo de HerZneu Ile655Val en
México se determind utilizando muestras de un banco de poblacién abierta mexicana del
Instituto de lvestigaciones Biomédicas de la UNAM, se analizaron 107 controles.

Se obtuvo por digestion de PCR los fragmentos

WA.-D’gstﬁndePCRdondeseobsamksdmm,ayb},mh
amplificacién del fragmento de 111 pb, ¢ y d} Digestiones con ta enzima BsmAl para identificar
los diferestes genotipos.






L3 frecuencia en R poblacién mexicana del polimorfismo Her He655Val es & siguiente {tabla
4

Tabla 4.- Frecuencia de los genotipos vy frecuencia aléfica en poblacién mexicana sana

He/le 7943

le/Val 2056

Val/val o
Frecuencia val 0102
Frecuencia e 0.8971

Frecuendia del polimorfismo herZ He655Val en as pacientes con cincer de mama locaimente
avanzadas y la poblacién mexicana {tabla 5):

Tabla 5.- Frecuencia de los genotipos y frecuencia alélica en pacientes con clncer de
mama localmente avanzacdo

T —

le/tia
Refval x4
val/val 26
Frecuencia Vsl 0319
Frecuencia He 994

Caracteristicas de las pacientes con cincer de mama localmante svenzado

Edad y tamafio del tumor: La mediana de edad fue de 46 afios, con un intervalo de 27
a 66 afios. E1 14% {16] de las pacientes tenian <40 aflos. La mayorla de las pacientes
u'esmﬁrmmn(mmnmtsdeSun}S?.?K(G}yTl(hmeaScmmsu
Mmmu{ﬁjMRMmhmiymhwﬁazSew

la etapa clinica més frecuente que es la HiA en un 39%.



Categoria T por TNM

3770%

B Frecuencia

Grafica 1.- Etapa dinica mis frecuente en las pacientes ton céncer de mama localmente
avanzado.

Etapa Clinica mas Frecuente
%

ok
0%
20%
10%
0%

Grafics 1.- Etapa clinica mds frecuente en las padentes con cancer de mama localmente
avanzrado

La sigulente tabia muestra las caracteriesticas demogrificas de los padentes , comp se
muestra en 12 t=bla la mayorfa fueron hmogéneas y tratando de asociadr los factores
predictivas mis Enportantes en la respuesta 3t tratamiento en cdncer de mama y Su asociacion

con e polimorfismo, se analizaron para valorar las cardcteristicas 2 1as 114 pacientes {Tabla 6).
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Caractaristicas demogréficas de las padientes

Tabla 6.- Caracteristicas generales de jos pacientes, ssodacién con poimorfisrmo de
Hear2heu NeS55Val

23
17.5% (2/29) _

4.3 (20/29)
15

aar s

247 (51/85)

254 (29/85)

17 (2/29} 1.7 (2/85)

En esta tabla se puede chservar la presencia del polimorfiamo con la edad en fas
pacientes menores de 40 allos, tumores mayores de de 3 cm, el estado del Her2ZWew, & alto
grado de diferenciacién, la permeacidn vasoular v ef tipo canalicular infiitrante como factores

con Una tendencia de asociackén pero la cual no presentd evidencia significativa [tabla 6}

Caracteristicas histoldgicas y respuesta patoidgica: La estirpe histoldgica mas frecuents fue &

tipo ductor infittrante o canalicular infiltrante en un 82.5% y el lobuliiiar infittrante fue de 9.6%,

en el caso de fos tumores mbdos fueron de 4.4%, entre ks otros tipos se encontraron las




histologfas menos frecuentes e 3.5% los de tipo a respuesta patoldgica completa fue evaluada
en 89 pacientes ya que 21 pacientes no habian completado el tratamiento necadyuvante v 4
recayeron durante el tratamiento.

La respuesta patolégica compieta fue de (37) 41.5% y la enfermedad las que
puentamnmfevmedadr&ddﬂﬁndesa4%{52LLapameadénvasuhryhﬁﬁase
presmtéenunmlzs)vlaptsaﬂadealtogadomeﬁl.ﬂsnol.Elaﬁlmamal‘nﬂa'
infiltrante se presentd en un 82.5% (54) v el lobular en un 7.6% {11}, tumores mbrtos en un
4.4% (S pacientes). B 51% de las pacientes presentaron ganghos negativos en ha pieza

patoldgica y ef 31% eran positivos (grifica 3).

Estirpe Histolégica

100.00% 82.50%

50.00%
9.60% 4

0.00% =
<Q cu Mixto Otros

Grafica 3.- Estirpe histotdgica mas frecuente

nmumvwammnAmdmssm)
wesertd:mﬂHEpoﬁﬁvasyRHPng.ﬁ%{ZB}yh;abrewesﬂndeHaZﬂeuﬁ%(w
padmtes}muﬁdopuimuﬁstomﬁntamyahsdelmwessemnpuﬂsﬂ

los cuates eres 30% [33) y solo en 10%{ 4) fue amplificado, las padentes tripke negativo fueron
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13.2%15); el subgrupo de receptares hormonales negativos y Her2Neu pasitvo se encomrd

en 7% (8).

i)

SRR

INMLUNO +++ INMuno ++ FISH amplificado

Grdfica 4.- Determinacién de Her2Neu por Inmunchistoquimica y FISH.

Frecuencia de polimorfismo de Her2MNeu la presencia del polimorfismo en 114

pacientes de un alejo polimdrfico {Val) fue de .0319 (29} y el genotipo fue ef siguiente He/He

74.6% (85), Be/Val 25.8% (29) ValfVal 2.6% {3) (grafica 5)

0594

100%

BO%

60%

40%

20%

0% T T ¥

val

Ilefile (%) lle/val (%) Valfval (%) Frecuencia Frecuencia

lle

Gréfica 5.- Frecuencia de ks diferentes genotipos ¥ frecuendia alefica en padentes con

cancer de mama.



El 16% {19} de las paciemes tendan edad <40 afios, de este grupo 7 presentaron polimorfismo,

presentando significancia estadistica {tabla 7):

polimorfisso y ssociacisn con menores de <i0 Alos
EDAD GPG2 Total
0 1
POLIMORFISIMO no . 63 2 85
polimorfismo ]
polimorfismo i3 11 9
ot ' - 81 33 114

Tabla 7.- Asociacién del polimorfismo con la edad.

Raspuesta patolégica y asociackén con polimorfismo de Her2: Las pacientes con

respuesta patoldgica completa y polimorfismo fueron 11 {29.2%), y 26 padentes con respuesta

patoldgica completa y sin polimorfismo (30.5%). No se encoritnd asodlacién emre la respuesta

patolégica y &f polimorfismo. La respuesta completa se presentd en forma significativa en las

pacientes con expresién de Her2Meu y que recbieron tratamiento con trastuzumab con una

p<.0.001 ¥ con un valor de asociacion de 0.772 {tabla 8).
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Respuesta patoldgica y su asociacién con los diferentes factores prondsticos

Tabla 8.- Respuesta patokigica y asociadon de variables

Supervivencia libre de recaida el estado paciente fue evaluada desde el tiempo del
diagndstico a la fecha de la dtima consulta, el seguimiento més prolongado fueron 20 meses,
vivas 113 pacientes, muerte en 1 paciente durante el tratamiento, la paciente se encontraba
en tratamiento neoadyuvante y fallecid por recaida a SNC, 3 pacientes recayeron en forma
sistémica a hueso, pulmdn y cerebroy 1 paciente con recurrencia local. Cabe mencionar que

4 pacientes progresaron a nivel local durante al tratamiento necadyuvante.

Toxicidad cardiaca: Se evaluaron 107 pacientes para toxicddad cardiaca la cual se
determiné por medio del Fraccién de Expuisidn del Ventriculo Izquierdo (FEVI) determinada
por MUGA (multiplegated acquisition) se compararon dos determinacicnes, la basal antes del
inicio de ia quimioterapia y al termino de tratamiento con paclitaxel. Se encontrd que el 28%

{31 casos) de las pacientes tuvo una disminucidn de la FEVI menor a 55%, p<0.001, sin
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embargo, esta disminucidn en la FEVI fue grado 1, sin repercusidn clinica y sin asociarse con la

presencia del polimorfismo {ver taba 9).

Cardiotoxicidad

Tabla 9.- Cardiotoxicidad y asodiacién con edad y polimorfismo

Variables Toxicidad No toxicidad P

Discusion

Este trabajo es el primer estudio en el que s determinado se ha determinado la
frecuencia del polimorfismo de Her2Neu lle655Val en poblacion mexicana sana y en pacientas
con cancer de mama. Es también el primer trabajo prospectivo sobre asociacién de
polimorfismo y cdncer de mama. El tamafio de muestra fue un poco menor al calculado en el
disefio, pero se pudo observar que los resultados eran muy similares a los esperados en otras

poblaciones.
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Las frecuencias que se obtuvieron en la poblacidn sana son similares a las de las
poblaciones asidticas para la presenda del genotipo Val/Va (tabla 10).

En el caso de cancer de mama si se encontraron individuos con el polimorfismo
Val/Val, al igual que en otras poblaciones (tablal0) la frecuencia es més alta que para los
controles. En México la presencia aléhca para Val también es mds alta en los pacientes con

cdncer de mama como en la poblacién de Shanghdi.

Tabla10.- Porcentajes de genotipos de polimorfismos de Her2lle655Val en las
diferentes poblaciones

Control 39 4% 53
Ca de mama_ 6% 3%

En cuanto a las caracteristicas de las pacientes, la edad <40 afos que en este estudio
se encontrd en 16% presenté asociacidn con el polimorfismo He655Val de Her2Neu con el

riesgo de padecer cancer de mama. Se han descrito estudios en poblaciones alemanas,



britanicas, asidticas {China) Montgomery y colaboradores® en donde la edad y la presencia
del polimorfismo se ha relacionado fuertemente, sobre todo en aquellas mujeres menores de
45 afios, esto confirmado en ks controles y en Yos casos donde la frecuencia det polimorfismo
fue de 7.6 y 3% respectivamente y ademds se encontrd en pacientes con antecedentes
familiares de cancer de mama de primer grado.

En cuanto a las caracteristicas de las pacientes el tamafio de tumor reportado fue
mucho mds grandes que los reportados en otros centros como en Eurcpa o en Estados
Unidos, esto puede tradudr en un diagnosticc mas tardio, mayor agresividad y esto
relacionado directamente con la supervivencia global.

El estado de los receptores hormonales, Her2Neu y ganglios patoldgicos no presentd
significancia estadistica para la asociacion entre el polimorfismo. Otras caracteristicas como
los tumores de alto grado en 11.4%{19} se refaciona con peor prondstico y mayor agresividad
de los tumores™. El tamafio def tumor también predice la posibilidad de recaer y entre mayor
tamafio se presente la recaida a 5 afios es mayor al 80% Vagalussa y colaboradores®. En el
reporte de 1587 de Slamon® se hace énfasis a la agresividad de los tumores con respecto a la
sobreexpresién de Her2Neu. No se encontré asodacidn entre la respuesta completa y el
pofimorfismo y la respuesta completa fue de 41.5% (89). La respuesta patolégica completa se
ha descrito en diversa literatura como un factor prondstico muy importante para la
supervivencia libre de enfermedad ya gue las pacientes que responden a ka quimioterapia
neocadyuvante tiene mayor supervivencia que las que no la presentan, en este caso, ademds de
tomar en cuenta otros factores como {a expresién de HerZMeu, en este estudio se pudo

observar que las pacientes con respuesta completa y sobreexpresidn de Her2Neu y gque
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recibieron tratamiento con trastuzumab {p <0.0001) La edad mayor de 40 afics se asocid con
maycr porcentaje de respuesta patologia completa 33%, se intentd relacionar el polimorfismo
con la capacidad de respuesta pero aungue se encontrd una figera tendencia no se encontrd
ascdacion al momento del andlisis no se cbtuvo ascciacion pero tiene algo de tendencia, pero

es posible gue al incrementar el tamafio de [a muestra pudiera hacerse alguna asociacién.

En cuanto a 1a estirpe histoldgica fue muy similar a b reportado en la literatura
mundial, la mayoria fuercn tumores canalicular en el 82% vy iobuliflar 7.6%, ei resto fueron
mixtos. El estado de los receptores hormenales positivos (uno de los dos receptores tanto de
estrogenc como de progesterona} fue de 73% (87) ¥ la presencia de receptores hormonales
negativos y Her2Neu positivos se correlaciond en 7%{8), esto es marcado en la literatura

mundial como factor de mal prondstico.

Se encontrd que el 28% {31 casos) de las pacientes tuvieron una disminucién de ta FEVI
menor a 55%, p<(.001, sin embargo, esta disminucién en la FEV] fue grado 1, sin repercusion

dlinica y sin asodiarse con ka presencdia del polimorfismo.

La mediana de seguimiento de [as pacientes fue de 19.8 meses, conunrangode 6a 29
meses, 113 pacientes se encuentran vivas, 1 fallecié por sospecha de progresién a nivel de
sistema nervioso central, 4 pacientes tuvieron progresién durante e} tratamiento 3 sistémicas
a hueso, higado, pulmén y sistema nervioso. En 25 pacientes que aun no se habian llevado a

cirugia y se analizardn en seguimientos postericfes.
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En este estudic se pudo conocer la frecuenda del polimorfismo de Her2Neu [ke655Val
en la poblacion sana mexicana es de 20.56% y en ka poblacidn con cancer de mama es de
25.4% la asociacion de las caracteristicas de las pacientes y la presencia del polimorfismo es
mas importante o se relaciona hasta ef memento en pacientes con edad menor a 40 afios, sin
que esto llegue a ser concluyente, una posible explicacion es la presencia de tumores més
agresivos en estas pacientes ya gue la mayoria pueden presentar receptores hormonales
negativos y tumores de aito grado aunado asi la existencia de la sobreexpresion del Her2Neu.

En cuanto al posible desarrollo de toxicidad cardiaca por la existencia del polimorfismo
no se demostrd que la toxicidad presentada en este estudio 27.1%(31 casos) tuviera refacién

con el polimorfisme y tampoco fue dinicamente significativa ya que era grado 1.
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