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INTRODUCCION

El carcinoma de mama actualmente es un verdadero problema de salud
publica en México y en el mundo; diariamente hay muchas muertes a
causa de esta epidemia. Existen avances en el conocimiento del
comportamiento biolégico de esta neoplasia, describiéndose nuevas
variantes y nuevas clasificaciones desde distintos puntos de vista. Una
de estas clasificaciones es la molecular, que mediante los perfiles de
expresion genética permite englobar al carcinoma de mama en cinco
distintos grupos, cada uno con un comportamiento y prondstico
diferente.

Los avances en el conocimiento del carcinoma de mama aunados al
desarrollo de técnicas moleculares han permitido desarrollar nuevas
pruebas que dan la oportunidad de predecir el comportamiento y la
probable respuesta al tratamiento en cada paciente de forma
independiente; de esta manera ahora es posible individualizar el
tratamiento del carcinoma de mama.

Una prueba realizada con este fin es el Oncotype Dx™, que evalda la
expresion de 21 genes y mediante métodos semicuantitativos permite
obtener una puntuacion que cataloga a los carcinomas de mama en tres
grupos de acuerdo al riesgo de recurrencia y permite predecir la
respuesta al tratamiento antihormonal puro o asociado a
guimioterapia.

Recientemente se realizaron estudios prospectivos para su validacion;
sin embargo y debido a su reciente aplicacion en México, no hay
trabajos que evaluen el comportamiento de la prueba en la poblacién
mexicana; es asi que este estudio evalla los casos de pacientes con
carcinoma de mama con receptores de estrogenos positivos y sin
metastasis ganglionar, a los que se les realizé la prueba de Oncotype
Dx™, para poder determinar el patrén de comportamiento genético en
la poblacién Mexicana.



RESUMEN

El cdncer mamario es una entidad heterogénea. Durante su estudio, se
incluyen variables de tipo histolégico, tamafio tumoral y ganglios
afectados. Ademds, desde hace tiempo se ha afadido Ia
inmunohistoquimica, que mide la expresion de receptores de
estrogenos, progesterona y HER2 /neu; esto otorga valores tanto
prondsticos como de prediccion al tratamiento. Desde hace algunos
afios se ha intentado estudiar por ingenieria genética, la prediccion y
recurrencia del cancer analizando la expresion de genes de manera
individualizada; un ejemplo de esto, es el estudio de Oncotype Dx™,
validado por la FDA, que mide la expresion de 21 genes y determina
prediccion y prondstico de casos individuales, lo que permite la toma de
decisiones individuales para un tratamiento 6ptimo. Realizamos un
estudio Observacional, descriptivo, transversal y comparativo de todos
los casos del Centro Médico ABC estudiados con Oncotype Dx™ que
tenian receptores de estrogenos positivos y ganglios linfaticos
negativos. Con estos casos se realizd una correlacion entre el indice de
recurrencia otorgado por Oncotype Dx™ vy las variables clinico-
histopatolégicas e inmunohistoquimicas tales como el estado de los
receptores de estrogenos, progesterona y Her-2/neu asi como el valor
prondstico independiente que otorgan variables como el Ki67 y p53
(también medidos por inmunohistoquimica) encontrando que no existe
correlacion con la edad, pero si existe correlacién entre el indice de
recurrencia medido por Oncotype Dx™ con el grado histoldgico y los
valores por inmunohistoquimica.



MARCO TEORICO
1. HISTOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

Las glandulas mamarias son glandulas tubuloalveolares compuestas
ramificadas que se originan por invaginacion epidérmica. Hasta antes
de la pubertad, tienen caracteristicas similares en el varén y la mujer y
se conforman de conductos de epitelio cubico de ramificacion variable
sin formaciéon de lébulos. A partir de la pubertad en el vardn se
desarrollan y maduran por accion de las hormonas sexuales femeninas,
mientras que en el vardn se atrofian'.

La glandula mamaria esta formada por 15 a 25 lébulos mamarios
independientes, separados por tejido conectivo denso, que desemboca
a través de los conductos galactéforos (G) en el pezén, formando cada
uno una dilatacién previa llamada seno galactéforo. Los Idbulos
mamarios a su vez se ramifican formando cada uno una dilatacién
previa llamada seno galactéforo. Los I6bulos mamarios a su vez se
ramifican formando varios lobulillos mamarios (L), separados por tejido
conectivo denso interlobulillar (D) que contiene ademas tejido adiposo.

(Fig.1)

Fig. 1 Glandula mamaria. HE. Fig.2 Lobulillo mamario HE.
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El lobulillo mamario es la unidad funcional de la gldandula mamaria, se
denomina también Unidad Ductal Lobular Terminal. Estan formados por
conductos terminales (T) que finalizan en los acinos o alveolos
mamarios (A). Tanto los conductos terminales como los alveolos
mamarios estan revestido por dos tipos de células: las células epiteliales
secretoras (S) cubicas o columnares en directo contacto con la luz
ducto-alveolar; y células mioepiteliales (M) por fuera de las células
secretoras (Figs. 2 y 3), son células que ultraestructuralmente tienen
caracteristicas de células epiteliales asi como de miofibrillas con
capacidad contractil. Las células de la unidad ductal lobular terminal se
encuentran inmersas en un estroma intralobulillar especializado laxo
(IL) que consta de una matriz de mucopolisacaridos y colagena con
fibroblastos pero sin grasa; este estroma intralobulillar responde a
estimulos hormonales a diferencia del tejido interlobulillar que es denso
coldgeno hipocelular y con tejido adiposo (Fig. 1)

Fig.3 Acino mamario.
2. PATOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria puede ser asiento de diversos procesos
patoldgicos tanto benignos como malignos. Uno de los factores que
estimula el desarrollo de lesiones mamarias es el estimulo excesivo
estrogénico sea este exdgeno o enddgeno. Esta hormona produce
incremento en la densidad de la glandula mamaria secundario a
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procesos hiperplasicos de los lobulillos mamarios. Cuando la hiperplasia
desarrolla cambios atipicos se considera como una lesidn precursora de
cancer. Se pueden originar también tumores benignos como adenomas
tanto de las células secretoras o menos frecuentemente de las células
mioepiteliales.

La patologia mamaria de mayor importancia es el carcinoma de mama,
ya que actualmente se encuentra en ascenso y constituye una de las
primeras causas de morbi-mortalidad en mujeres en edad productiva.

2.1 CARCINOMA DE MAMA
2.1.1 EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma de mama ocupa el primer lugar en frecuencia de
carcinomas en la mujer; en el afio 2002 se registraron 1,151,298 casos
nuevos de cancer de mama a nivel mundial, representando el 10% de
todos los carcinomas del mundo®.

En México, estd reportado como la segunda causa de muerte por
enfermedad neoplasica en la poblacidon femenina mayor de 25 afios en
el 2002°. Segln datos proporcionados por el INEGI, la mortalidad por
carcinoma de mama tiene una tendencia ascendente, con una tasa
para el 2002 de 15.18 defunciones por 100 000 mujeres de 25 afios y
mas, lo que representa la muerte diaria de aproximadamente 10

mexicanas por cancer de mama®*®.

2.1.2 CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DEL CARCINOMA DE
MAMA

El carcinoma de mama se origina en la unidad ductal lobular terminal y
se divide en dos grandes grupos: carcinoma ductal (a partir de los
conductos terminales) y carcinoma lobulillar (a partir de los acinos o
alvéolos mamarios).
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En el carcinoma ductal macroscépicamente se observa una masa de
forma estrellada, blanco-gris que retrae el tejido circundante. Se ha
descrito un aspecto en “rayas de gis” debido a la elastosis de la pared
de los vasos. Histoldgicamente se observan sabanas, nidos o cordones
de células individuales; las formaciones tubulares son prominentes en
carcinomas bien diferenciados pero ausentes en tumores pobremente
diferenciados y una caracteristica importante es la ausencia de células
mioepiteliales y que las células tumorales generalmente son mas
pleomorficas que en el carcinoma lobulillar. Ademas el estroma
usualmente se observa desmoplasico y puede obscurecer el fondo asi
como a las propias células. Existen areas de calcificacion hasta en el 60%
de los casos y puede haber cantidades variables de necrosis, ademas de
la elastosis en la pared de los vasos ya comentada. Las figuras de mitosis
son prominentes y los mastocitos se asocian mas con tumores de bajo
grado. Las caracteristicas poco comunes son la presencia de eosinéfilos
y cristaloides intraluminales.

Las variantes del carcinoma ductal invasor son coriocarcinomatosa,
melandtica, mixta, de células gigantes osteoclastica, pleomérfica, rica
en glucégeno, inflamatoria, intraquistico papilar, intralinfatica y rica en
lipidos.

En el carcinoma lobulillar histolédgicamente se observa el crecimiento de
células en filas (patréon en filas indias o linear o en tiro al blanco) de
células no cohesivas rodeando conductos y dispersas laxamente sobre
una matriz fibrosa. Las células son pequefias, uniformes, redondas, con
cromatina desenvuelta y nucléolo no visible. Comunmente existen
células en anillo de sello, luces y mucina intracelular asi como
carcinoma lobular in situ presente hasta en 90% de los casos. Existe
estroma fibroso denso en cantidades variables con elastosis perivenosa
y periductal; también es posible encontrar infiltrado linfoide. La
formacién glandular generalmente no es vista en la forma cldsica pero
pueden estar preservadas las estructuras glandulares normales.
Normalmente se observan menos de 10 mitosis por cada 10 campos de
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alto poder y no se observan areas de necrosis. Para esta variante
también se ha recomendado realizar el grado histoldgico por medio del
sistema de Bloom Richardson modificado.

Las variantes del carcinoma lobulillar son la clasica, alveolar, tipo basal,
histiocitoide, pleomorfica, en anillo de sello, trabecular, luminal,
parecido a linfoepitelioma y medular.

Dentro de la evaluacién histopatolégica del carcinoma de mama se
utiliza el Sistema modificado de Scarff-Bloom-Richardson* que define
un grado histolégico que tiene validez prondstica importante ya que ha
mostrado tener valor para predecir la sobrevida en pacientes con
cancer de glandula mamaria que consta de los siguientes parametros:

a. Formacion de tubulos. Cuando el 75% o mas del tumor presenta
tubulos se le asigha un punto, entre el 10 a 75% del tumor con
formacién de tubulos se le asignan dos puntos y el tumor con menos del
0% se le asignan tres puntos.

b. Grado nuclear. Cuando el nucleo de las células neoplasicas es
relativamente pequefio, uniforme en tamafio y el patron de cromatina
tiene escasa variacidon con respecto a un nucleo normal se le asigna un
punto (grado nuclear 1). El ndcleo mayor que uno normal, con
cromatina en grumos, nucléolo aparente, variaciones importantes en
tamafo y patron de cromatina se le asignan dos puntos (grado nuclear
2). El nucleo con marcada variacion en forma, tamano y patrén de la
cromatina con dos o0 mas nucléolos aparentes se le asignan tres puntos
(grado nuclear 3).

c. Numero de mitosis. Sélo se cuentan las figuras mitdsicas en metafase,
telofase, anafase y no células hipercromicas o apoptdsicas, siempre
tomando las areas mas celulares y de mayor actividad mitdsica. Los
puntos son asignados de acuerdo al area del campo de gran aumento
utilizado para cada microscopio y siempre contando el numero de
mitosis por 10 campos de gran aumento. Por ejemplo para el area de
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0.274 mm cuadrados se asigna un punto para 0 a 9 mitosis por 10
campos de gran aumento, dos puntos para 10 a 19 mitosis y tres puntos
para 20 o mas mitosis por 10 campos de gran aumento. El area del
campo de gran aumento se debe determinar para cada microscopio. En
base a lo anterior la calificacién menor es de tres y la mayor de nueve.
Los tumores con calificacion de 3 hasta 5 son bien diferenciados (grado
1), aquellos con calificacién de 6 y 7 son moderadamente diferenciados
(grado 2) y los que obtienen calificacién 8 y 9 son poco diferenciados
(grado 3). El alto grado histolégico se ha relacionado con mayor
frecuencia a metastasis, recurrencias tumorales, muerte por
enfermedad metastdsica, menor intervalo libre de enfermedad vy

sobrevida global mas corta'®®.

2.1.3 INMUNOHISTOQUIMICA EN CANCER DE MAMA

La determinacion de la presencia y nUmero de receptores de estréogenos
(ER) y progesterona (PR) en las biopsias de mama se ha convertido en
una practica habitual de evaluacién de los pacientes con cancer de
mama’®™®, Existe una excelente correlacién entre la positividad para PR
y la futura respuesta a la terapia hormonal. Mas del 50 % de tumores
con ER positivos responderdan al tratamiento hormonal, frente a menos
del 10 % de tumores con ER negativos. La existencia de ER y PR positivos
incrementa la probabilidad de respuesta a la terapia hormonal. Los
tumores ER positivos son generalmente mejor diferenciados.
Numerosos estudios han confirmado que el periodo libre de
enfermedad y la media de supervivencia son mayores en pacientes con

tumores ER y PR positivos®’.

Por otro lado, la medicién del indice de proliferacidn realizada mediante
diversos procedimientos sobre el tejido con carcinoma de mama, ha
mostrado una fuerte correlacién con la evolucién tumoral. La
proliferacion de las células tumorales (PCT) se realizaba en un principio
con parametros morfolégicos clasicos de crecimiento tumoral como el
indice mitdsico y el grado histoldgico, mostrando ambos correlaciéon con
la evolucidn clinica. Posteriormente se desarrollaron métodos mas
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objetivos de medida del PCT como la incorporacién de timidina tritiada
al DNA, o la fraccién de células en la fase de sintesis (fase S)%°. Mas
recientemente, se emplean anticuerpos contra proteinas expresadas
durante la proliferacion celular, con el desarrollo de métodos
inmunohistoquimicos para cuantificar la proliferacién tisular®’.

El Ki-67 es un antigeno nuclear presente en las fases activas del ciclo
celular (G, S, G2, M) y ausente en la fase de descanso celular (GO). El
anticuerpo Ki67 trabaja en condiciones optimas en congelacion, sin
embargo se han desarrollado anticuerpos que reconocen Ki-67 en
tejidos fijados en parafina (MIB-1y MIB-3)*.

Las ventajas de la inmunohistoquimica son claras: estos marcadores
pueden emplearse en tejidos archivados y la valoracion puede ser
realizada preservando la histologia.

Her-2/neu (c-erbB-2) y p53 son los genes mas comunmente usados
como factores prondstico en carcinoma de mama. Her-2/neu (c-erbB-2)
es un gen que codifica una proteina con homologia para el receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Se ha demostrado que Her-2
estd amplificado en los carcinomas de mama y en otros tumores.
Slamon et al*® describieron por primera vez que carcinomas de mama
con amplificaciéon para Her-2/neu y metastasis en ganglios linfaticos
tienen un mayor indice de recurrencia y una disminucién de la
supervivencia. En pacientes con ganglios negativos no se encontré esa
correlacién®®. La amplificacién se acompafia de altos niveles de
proteinas que pueden ser detectadas mediante inmunohistoquimica.
Sin embargo existe un 10 % de casos con inmunoexpresion para la
proteina, que no muestran amplificacidon, verosimilmente debido a
sobreexpresion del gen®. A veces la pérdida del antigeno después del
procesado en formalina y parafina puede minimizarse usando técnicas
de rescate antigénico.

Recientemente se ha sugerido que la determinacién de Her-2/neu en
carcinoma de mama, puede emplearse como herramienta de prediccion
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de la respuesta a la quimioterapia. La determinacién de la expresién de
Her-2 es también importante para determinar si es posible el
tratamiento con Herceptinzs,

Los ultimos trabajos reflejan la superioridad diagndstica del método de
hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) frente a la deteccion de
HER2-neu con inmunohistoquimica®’.

P53 es un antioncogén cuya alteracidon parece ser el cambio genético
mas comun identificado en tumores. La vida media de la proteina
salvaje (normal) es corta (6-30 min.), sin alcanzar niveles
suficientemente elevados para que sea inmunohistoquimicamente
detectable. Por el contrario, la proteina mutante tiene una extensa vida
media 'y su acumulacion permite  detectarla  mediante
inmunohistoquimica. Se han desarrollado un gran numero de
anticuerpos que reaccionan con la proteina salvaje en su forma
mutante, o con ambas. La mayoria de los estudios muestran una
correlaciéon entre la positividad para p53 y las alteraciones genéticas en
el cromosoma 17p13.1.

La inmunoexpresion de p53 se ha correlacionado con: tumores ER
negativos, HER-2/neu positivos, indices de proliferacion elevados,
grados histoldgicos altos, intervalo libre de enfermedad corto y media
de supervivencia peor®®. No se ha observado correlacién con el estado
de los ganglios®®.

2.1.4 ESTUDIO DE EXPRESION GENETICA EN CARCINOMA DE MAMA

Desde el punto de vista molecular, se han identificado diversos genes
potencialmente involucrados en el control del crecimiento, muerte y
diferenciacion celular. El estudio de estos genes en diversos tumores ha
permitido, por un lado, comprender el comportamiento bioldgico de las
muchas neoplasias y a través de la cuantificacidon de su expresién, ha
sido posible, por otro lado, individualizar el pronéstico y el tratamiento

30-31

de algunos pacientes™ °". Respecto al carcinoma mamario, por medio
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del estudio de los patrones de expresién de numerosos genes mediante
microarreglos de ADN y su correlacidon con las distintas variaciones
fenotipicas se ha realizado una clasificacién molecular y se han dividido
los carcinomas mamarios en cinco subtipos que son®*“*?: 1) subtipo con
sobreexpresion de Her2/neu, 2) subtipo luminal A, 3) subtipo luminal B,
4) subtipo basal y 5) subtipo «normal» (normal-like). Del subtipo
luminal B se ha identificado un pequefio subgrupo denominado luminal

3133 En esta

C, que tiene comportamiento clinico distinto al luminal B
clasificacion cada subtipo expresa un determinado grupo de genes; por
ejemplo, el subtipo de Her2/neu presenta alta expresion de varios
genes localizados en el cromosoma 17922.24, incluidos ERBB2 y GRB7, y
expresion baja o nula de los receptores hormonales de estrégenos. El
subtipo luminal A tiene elevada expresion para el gen de los receptores
de estrégenos alfa, proteina de unidon GATA-3, LIV-1, factor nuclear de
hepatocitos alfa y otros. El luminal B presenta expresiéon baja a
moderada de los genes luminales especificos, incluido el de receptores
de estrégenos. El subtipo basal presenta sobreexpresion de los genes
gue expresan las células basales, demostrado por el fenotipo basal con
expresién inmunohistoquimica de queratina (CK) 5/6, CK14, CK17,
ademds de que no presenta expresion de receptores hormonales ni de
los genes de Her2/neu. El subtipo normal, se le denomina de esta
manera porque expresan los mismos genes que el tejido mamario
normal, con alta expresion de los genes de las células basales epiteliales
y de tejido adiposo, ademds de una baja expresion del grupo de genes

31,32,34-37

de las células luminales . Lo anterior confirma, desde el punto

de vista molecular, lo heterogéneo del carcinoma mamario.

La importancia practica de la clasificaciéon molecular del carcinoma de
mama radica en el prondstico de los pacientes. Los subtipos de peor
prondstico son aquellos que tienen sobreexpresion de Her2/neu y los
de tipo basal que presentan un menor tiempo de supervivencia y menor
tiempo libre de enfermedad. Ademas el subtipo basal tiene una elevada
frecuencia de mutaciones del gen BRCA-1 y TP53%*% De los subtipos

luminales, el tipo A es el de mejor prondstico, a pesar de que la
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expresion de los receptores de estréogenos sea variable. Los de peor
prondstico son del subtipo B + C, debido a que presentan mayor riesgo
de recurrencia’’. De manera interesante, cada subtipo tiene un
comportamiento clinico distinto en cuanto a los sitios de recurrencia.
Smid y colaboradores® encontraron que los subtipos luminales
presentan con mayor frecuencia recurrencia en hueso, a diferencia del
subtipo basal que presentd recurrencia en mayor proporcién en los
pulmones y en el cerebro.

La genética molecular ha desarrollado nuevas técnicas de cuantificaciéon
de los perfiles de expresion genética que permiten de manera
individualizada determinar el prondstico y la posible respuesta al
tratamiento hormonal y a la quimioterapia.

Uno de los estudios moleculares que ha demostrado de manera
independiente validez prondstica y predictiva es la prueba conocida
comercialmente como Oncotype DX™ (Genomic Health, Redwood City,
CA, USA), que mediante reaccion en cadena de polimerasa—
transcripcion reversa (RT-PCR) en tejido incluido en parafina, analiza de
manera cuantitativa el perfil de expresién de 21 genes, con el que se
obtiene un indice o score de recurrencia (Recurrence Score) (IR) que
determina el prondstico y respuesta al tratamiento tanto hormonal
como con quimioterapia en el grupo de pacientes que presentan
positividad a los receptores de estrégenos y ganglios linfaticos
negativos38'4°.

En este grupo (receptores de estrégenos positivos y ganglios linfaticos
negativos) que constituye aproximadamente el 50% de los carcinomas
de mama, los criterios del uso adicional de quimioterapia no son
concluyentes, por lo que existen pacientes «sobretratadas» vy
«subtratadas».

Hay estudios que indican que de las enfermas que reciben Unicamente
tamoxifeno, soélo alrededor del 15% tendrdn recurrencia de la
enfermedad dentro de los siguientes 10 afos; por tanto, si se aplica a
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todas las pacientes quimioterapia, el 85% estarian sobretratadas vy
expuestas a los efectos sistémicos y al elevado costo del tratamiento®®
42 Es por este motivo que se desarrollé el estudio de expresion

multigénica de 21 genes (Oncotype Dx™™).

Esta prueba fue validada inicialmente en 668 pacientes dentro de un
estudio realizado por la NSABP (National Surgical Adjuvant Breast and
Bowel trial B-14), en el que se hizo un andlisis multivariado de edad,
tamafio del tumor, grado histolégico, estado hormonal y de Her2/neu;
se encontré que solamente el grado histoldgico se correlaciond con el
indice de recurrencia y que permitié predecir de manera significativa la
recurrencia, el tiempo libre de enfermedad y la supervivencia.
Posteriormente, esta prueba fue validada dentro del mismo grupo de
estudio como un marcador predictivo para la respuesta a la
quimioterapia y al tamoxifeno en 651 pacientes en el grupo NSABP B-20
y en 645 en el grupo B-14**,

Los 21 genes utilizados en la prueba de Oncotype DX® fueron
seleccionados de un total de 250 genes estudiados en el carcinoma de
mama, mediante tres distintos estudios, en los que los genes que
presentaron mayor periodicidad e intensidad de expresion fueron los
seleccionados. Es asi que el Oncotype DX® evalua 16 genes funcionales
o relacionados al carcinoma y cinco genes de referencia, que son
divididos en grupos11 (Cuadro 1).

Cuadro . Veirtitin genes implicados en & Oncotype DX®.

Grupo Grupo Grupo Grupo

de estrégenos de Her2 de proliferacién de invasion Otros Referencia

ER GRB7 Kie7 MMP11 GSTM Beta-actina

PGR HER2 STK15 CTsL2 D68 GAPDH

BCL2 Survivina BAGH RPLPO

SCUBE2 CCNB1 GUS
MYBL2 TFRC
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Para efectuar esta prueba se utiliza tejido del carcinoma mamario
incluido en bloques de parafina de donde se realiza la extraccién de
ARN y se aplica la transcriptasa reversa, con la obtencién de un ADN
complementario (cADN) que es posteriormente sometido a reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), donde la expresiéon de cada gen es
medido en triplicado y luego, de acuerdo a los cinco genes de
referencia, son «normalizados»®. A  continuacién, con un
procedimiento estandarizado mediante férmulas computarizadas, se
mide el indice de recurrencia (IR), cuyos valores van del 0 al 100. Las
pacientes se clasifican en tres grupos, el primero incluye las que
presentan un indice de recurrencia menor a 18 (riesgo bajo), un grupo
con indice de recurrencia entre 18 y 30 (riesgo intermedio) y el tercer
grupo con indice de recurrencia mayor o igual a 31 (riesgo alto)*.

De acuerdo al grupo de riesgo la probabilidad de recurrencia a distancia
es de 2.1, 9.2y 22.1% a los cinco afos y de 6.8, 14.3 y 30% a los diez
afos, en los grupos de bajo, intermedio y alto riesgo,
respectivamente*®. Ademas, se pudo ver que en las pacientes que
recibieron solamente tamoxifeno, el grupo de alto riesgo tuvo un
porcentaje de recurrencia a los 10 afios de 38.3%, el grupo de riesgo
intermedio de 17.8% y el de bajo riesgo de 3.7%. En cambio las
enfermas que recibieron combinacidn de tamoxifeno y quimioterapia
tuvieron una recurrencia de 11.1, 10.1 y 5.0% en los grupos de alto,
intermedio y bajo riesgo, respectivamente. Estos datos permiten
concluir que las pacientes del grupo de bajo riesgo se benefician
Unicamente con el tratamiento hormonal, ya que no presentaron
mejoria en el tiempo de recurrencia si se asocid con quimioterapia. En
cambio, en el grupo de riesgo alto, el mayor beneficio se obtuvo con la
asociacion de tratamiento hormonal y quimioterapia. El grupo
problema es el intermedio, en el que el uso adicional de quimioterapia
no demostré datos estadisticos significativos ni suficientes para su

implementacion®*™*.

21



De acuerdo con Sparano y Paik*, hasta febrero del presente afio se han
realizado mdas de 40,000 casos y en el 25% de éstos el indice de
recurrencia modificé el tratamiento, principalmente relacionado con
terapia hormonal. Actualmente, en los Estados Unidos, el Instituto
Nacional de Cancer (NCI) esta realizando un estudio de validacién clinica
prospectiva relacionado con los perfiles de expresion de estos 21 genes
y su relacion con la respuesta al tratamiento. En este estudio,
denominado TAILORx (Trial Assigning Individualized Options for
Treatment), utilizan distintos rangos en relacién a los originales, donde
a las pacientes con indice de recurrencia menor de 11 se les administra
tratamiento hormonal, a las pacientes con indice de recurrencia mayor
de 25 se les agrega quimioterapia y a las pacientes que tienen el indice
de recurrencia entre 11 y 25, de manera aleatoria, se les administra
hormonoterapia sola o combinada con quimioterapia®™®.

El costo de este estudio es elevado; sin embargo, hay trabajos que
demuestran que el tratamiento guiado por el indice de recurrencia
permite un ahorro global significativo comparado con el uso rutinario
de tamoxifeno y quimioterapia combinados™™’.

En resumen, recientemente se ha demostrado la utilidad de los estudios
de genética molecular tanto en la comprensién de la biologia de las
células neopldsicas como en el prondstico y tratamiento individualizado
en el carcinoma de mama.

Existen en la literatura, algunos intentos por correlacionar las variables
clinicas e histopatoldgicas estandar, con los resultados del IR obtenido
del Oncotype Dx™, Flanagan y colaboradores, hicieron la correlacion
utilizando variables como edad, tamafo del tumor, formacién tubular,
grado nuclear e inmunohistoquimica para ER, PR y HER2neu,
reportando en el analisis univariado que existe una correlacidon
significativa de estas variables con el IR, mientras que en el andlisis
multivariado, todas las variables excepto edad y tamafo del tumor,

mostraron una correlacion significativa con el IR del Oncotype DX™°.
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Tradicionalmente, la toma de decisiones sobre el tratamiento se basa
en una combinacion de factores de riesgo clinicos, histopatoldgicos e
inmunohistoquimicos, y existen varios intentos por realizar
clasificaciones del cancer de mama por inmunohistoquimica®. Carey y
colaboradores  utilizaron 5 marcadores inmunohistoquimicos
(Receptores de estrégeno (ER), Receptores de progesterona (PR),
HER2neu, HER1 y citoqueratina 5/6) para ello’.

Actualmente, el desarrollo de técnicas de medicina gendmica han
permitido el desarrollo de herramientas de expresion génica y/o
expresion molecular, que han proporcionado un perfil mas preciso de
esta enfermedad. Basados en esto, muchos autores consideran que la
clasificaciéon molecular del cdncer de mama, puede ser una herramienta
mas poderosa que la clasificacion histopatoldgica e inmunohistoquimica
utilizada actualmente como estandar.

En los ultimos 6 afios, un numero de estudios prondsticos y predictivos
han difundido la complejidad y el extenso panorama del cancer
mamario.

Estos estudios han usado una amplia variedad de formatos que toman
en cuenta diversas variables como el aspecto familiar de la entidad,
estudios de inmunohistoquimica e hibridizacion in situ por
fluorescencia que establecen las bases de los estudios moleculares del
cancer mamario no manejados morfolégicamente, esto es, echando
mano de la ingenieria genética por medio de reacciones en cadena de
polimerasa multiples en tiempo real y perfiles gendmicos por
microarreglos'®.

En una revision hecha por Jeffrey S. Ross, del departamento de
patologia y del laboratorio de medicina Albany Medical College de
Nueva York, estudid 14 ensayos de estudios de multigenes para su
validacién cientifica, utilidad clinica actual, estatus de aprobacion

* Por sus siglas en inglés Estrogen Receptor
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regulatoria y estimacion del costo beneficio de cada uno de ellos. De
todos estos estudios, se informé que el Oncotype Dx™ tiene ciertas
ventajas sobre los otros estudios dado su lanzamiento temprano, por
las facilidades que ofrece de pago en Estados Unidos y ello ha tenido
una amplia aceptacién. De igual manera, la facilidad para el manejo del
tejido es un punto a favor ya que se utilizan blogues de parafina. Entre
otras ventajas, destacan su habilidad para servir como indice pronostico
y predictivo para ciertos agentes hormonales y de quimioterapia,
relaciéon costo-beneficio demostrado por un estudio publicado y un alto
incremento del ritmo de estudios clinicos de validacion prospectiva.

También se ha reportado una correlacion significativa entre el IR del
Oncotype DX™ vy la presencia de Ki67 por inmunohistoquimica,
observdndose ademads, que algunos tumores con IR bajos, muestran
Ki67 elevados, que podrian indicar otro subgrupo de pacientes que aun
con riesgos bajos, presentan recurrencia de la enfermedad”?.
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MARCO DE REFERENCIA

El Oncotype Dx™ es un estudio PCR-TR validado por la Food and Drug
Administration (FDA) que estudia la expresion de 21 genes relacionados
con el carcinoma de mama, divididos en 6 grupos, que permite predecir
el comportamiento y recurrencia a distancia de la enfermedad, ademas
de predecir la probable respuesta al tratamiento quimioterapéutico. Los
pacientes candidatos a realizar esta prueba deben presentar células
neoplasicas positivas a los receptores de estrégenos y que no tengan
metastasis ganglionar.

En el estudio realizado por Melina Flanagan® se observé que de todos
los carcinomas mamarios, el 50% tienen ER positivos y ganglios
linfaticos negativos y el 50% tienen ER negativos y ganglios linfaticos
positivos. Las pacientes con ganglios linfaticos positivos
tradicionalmente se envian a quimioterapia, ya que se sabe que tener
ganglios linfaticos positivos es un factor de mal prondstico y si no se
envian a quimioterapia la recurrencia posterior a la reseccidn quirurgica
a 10 afios es muy alta. Por otro lado, las pacientes con ganglios
linfaticos negativos aunque ER positivos no son una poblacidon que esté
bien estudiada en cuanto a tratamiento y por lo tanto no se sabe a
ciencia cierta cual es la terapéutica a seguir: si solamente darles
inhibidores de ER o agregar a quimioterapia. Es entonces que en
muchos de estos casos se comenzd a utilizar desde hace ya tiempo el
uso de quimioterapia en este grupo de pacientes, sin embargo estudios
posteriores demostraron que hasta un 85% de estas pacientes podrian
estar sobretratadas’ (es decir, no necesitan quimioterapia) y que es
suficiente tratarlas con Tamoxifen u otros inhibidores de ER para que
respondan; por otro lado en el mismo estudio se demostré y que
solamente el 15 % de estas pacientes tienen recurrencia a 10 afos y
entonces este 15 % seria el grupo de pacientes que necesitan
quimioterapia, por lo tanto el objetivo del Oncotype Dx™ es detectar a
las pacientes que se encuentran dentro de este menor porcentaje (15%)
y para esto se utiliza el indice de recurrencia.
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Melina Flanagan y colaboradores concluyen por un lado que esta
prueba tiene costos elevados, que los estudios realizados estan
sesgados, que es posible que las variables clinico patoldgicas permitan
otorgar la misma informacidn e incluso predecir el comportamiento de
la neoplasia.

Actualmente se utilizan como datos clinicos la edad de las pacientes y el
tamafio del tumor y como datos histolégicos/inmunohistoquimicos el
grado histoldgico, estado de los ganglios y estado de los ER, PR y Her2
(medidos por inmunohistoquimica).

Uno de los problemas que se presentan llegados a este punto es que no
se sabe a ciencia cierta si el grado histologico es un valor lo
suficientemente objetivo como para poder hacer un score, ya que es
una evaluacion subjetiva (dada por el patélogo).
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JUSTIFICACION

No existe un solo estudio en nuestro pais que describa la utilidad de las
nuevas pruebas diagndsticas de expresién de multigenes dentro de la
gran inmensidad de tdpicos que abarca el cancer mamario. Es de
extrema importancia tener presentes los nuevos estudios que
probablemente sean parte de la medicina del futuro, como lo es el
Oncotype Dx™, el cual estd teniendo cada vez mayor aceptacion y
validez como un estudio de uso cotidiano, sin embargo es necesario que
tanto el clinico, como el oncélogo y el patélogo en un equipo
multidisciplinario tengan los conocimientos necesarios para estudiar un
grupo de pacientes especifico y en qué subgrupo de estas pacientes va a
ser necesario echar mano de la ingenieria genética al utilizar este tipo
de estudios.

Mientras mas conocimiento exista de los nuevos estudios de medicina
gendmica en el cdncer mamario, pero sobre todo, del conocimiento que
cada especialista tenga en relacidon con las indicaciones y/o criterios
precisos para su uso, mayor sera el beneficio de las pacientes afectadas.
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Debido a que el centro médico ABC ha sido uno de los centros pioneros
en hacer este tipo de pruebas en nuestro pais, quisimos también ser los
primeros en reproducir la informacidn existente en la literatura acerca
del uso de esta prueba, que si bien por un lado es prometedora, por
otro es preciso que los médicos vinculados con ella tengan mas
conocimientos necesarios para discernir cuando es estrictamente
necesario usarla y por otro lado quisimos demostrar que los estudios
actualmente utilizados de inmunohistoquimica pueden ser de gran
utilidad antes de usar otras pruebas diagndsticas.
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HIPOTESIS

Ho Las variables clinicas e histopatolégicas realizadas en las pacientes
con biopsia de cancer de mama, permiten pronosticar su respuesta a
tratamiento igual que la prueba Oncotype Dx™.

H, Las variables clinicas e histopatolégicas realizadas en las pacientes
con biopsia de cancer de mama, no permiten pronosticar su respuesta a
tratamiento igual que la prueba Oncotype Dx™.
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OBJETIVOS
PRINCIPAL

Determinar la relacion entre el indice de recurrencia medido

mediante cualificacion genética (Oncotype Dx™) y el grado
histoldgico y expresidn inmunohistoquimica de marcadores prondstico
y predictivos en el carcinoma de mama.

SECUNDARIOS

Determinar en qué tipo de pacientes podria existir mayor beneficio con
el estudio de Oncotype Dx™ para la personalizacién del tratamiento y la
mejoria del prondstico.

Comparar el grado histoldgico con el indice de recurrencia (IR)

Determinar la relacién entre la expresion de HER2, Ki67 y p53 y el indice
de recurrencia.

Definir los tipos de pacientes que se beneficiaron con el resultado de
Oncotype.

Comparar los valores determinados por cuantificacién genética y los
valores emitidos por inmunohistoquimica

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La administracion de quimioterapia en pacientes con carcinoma de
mama RE positivos y ganglios linfaticos negativos en ocasiones es
universal, esto genera mayores gastos en los casos donde la paciente no
lo necesite, y ademas mayores efectos adversos. Hay un porcentaje de
este grupo de pacientes que no se beneficia con la quimioterapia
coadyuvante, y con el advenimiento de los estudios moleculares, se
fueron creando estudios que permiten predecir el comportamiento y la
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respuesta terapéutica del carcinoma de mama, sin embargo estos
estudios tiene un costo elevado y es por eso que intentamos que una
buena parte de esas pacientes que no necesitan la quimioterapia
adyuvante, por que de antemano sabemos que no recurriran, no tengan
que llevar a cabo un estudio tan costoso que ademas no les ofrecerd un
mayor beneficio, por lo tanto, el objetivo del Oncotype Dx™, es
reconocer este grupo y evitar exponerlas a los efectos de los farmacos
de quimioterapia.
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MATERIALY METODOS
Tipo de Investigacion

Se trata de un estudio observacional, retrospectivo, transversal,
comparativo.

Universo

Fueron revisados del archivo del servicio de patologia del Centro
Médico ABC de la Ciudad de México, todos los casos de pacientes con
carcinoma mamario a quienes les fue realizado estudio de expresion de
multigenes Oncotype Dx™ en el periodo comprendido entre enero de
2008 y octubre de 2009. Todos los casos seleccionados fueron receptor
de estrégenos positivos y ganglios linfaticos negativos.

Criterios de inclusion:

1. Carcinoma de mama ductal o lobulillar invasor, RE positivos y
ganglios axilares negativos, con cualquier grado histoldgico.

2. Que también se haya realizado estudio de Oncotype.

3. Que el comité de Investigacién y Etica Institucional haya
autorizado la revision de expedientes.

Criterios de exclusion

1. Todas las pacientes que no cumplieron con los criterios de
inclusion.

2. Aquellos cuyo expediente se encontrara incompleto.

Variables a evaluar

Las variables utilizadas fueron las siguientes:

30



e C(Cinicas:
0 Edad.- en afios
e Histopatoldgicas:
0 Grado histoldgico
= Grado nuclear
= Formacion de tubulos
= Mitosis
0 Inmunohistoquimica:
= Receptor de Estrégenos.- en porcentaje
= Receptor de Progesterona.- en porcentaje
= HER2/neu.- positivo o negativo
= Ki67.- porcentaje de expresion de
= P53.- en porcentaje
e Oncotype:
0 Indice de recurrencia:
= Riesgo Alto
= Riesgo intermedio
= Riesgo Bajo
e Valores de cualificacion genética de RE, RP y HER2

Para la cuantificacion del grado histolégico se revisaron todas las
laminillas tefiidas en forma rutinaria con H&E, con un microscopio
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Olympus BX-40 de 5 cabezas, gradificando con el ocular de 40x y un
didmetro de campo de 0.44 plan: 40x/0.6. El grado histoldgico fue
reportado utilizando la escala de Bloom Richardson modificada, como
bien diferenciado, moderadamente diferenciado o poco diferenciado
dependiendo de la interpretacién de 4 patélogos experimentados y en
forma consensual; la asignacion de grado se realizé tomando en cuenta
la formacidén tubular, el grado nuclear y el conteo de mitosis, cada uno
con una puntuacion de uno a tres y posteriormente sumando las
puntuaciones de cada uno con el siguiente criterio: 3-5 bien
diferenciado, de 6-7 moderadamente diferenciado y 8-9 poco
diferenciado.

Del reporte de inmunohistoquimica se obtuvieron los siguientes datos:
receptores de estrégenos, receptores de progesterona, HER2neu, Ki-67
y p53. . Todas las pacientes seleccionadas tenian ER positivos, la técnica
de inmunohistoquimica utilizada para receptores ER y PR fue mediante
clonas IDS y RBT22 y con dilucién 1:40 y 1:50, marca DAKO vy BIO-SB,
respectivamente y los resultados fueron reportados de forma
cualitativa por medio del porcentaje de tincion. Para HER/2neu se
utilizd la clona RBT-HER2, con dilucion 1:400 marca BIO-SB; el resultado
fue considerado como positivo cuando presentd una inmunomarcacion
>3 o por medio de amplificacién con FISH (criterio para FISH positivo).
Para p53 se utilizaron clonas DO-7 con dilucion 1:200, marca DAKO vy
para Ki 67 la clona fue MIB-1 con una dilucién de 1:200 y marca DAKO.
Los datos del indice de recurrencia (IR) de la prueba Oncotype Dx™
fueron también obtenidos del expediente clinico, de acuerdo al reporte
original del fabricante en EUA. El IR clasifica a los tumores en tres
categorias de riesgo: bajo (0-17), intermedio (18-30) y alto (31-100).

Recopilacién de datos

La recopilacion de datos se realizé por medio de una base de datos
(pdginas 33 y 34) creada para este trabajo en programa Excel de
Windows (versién 2007) y fueron capturadas por el propio investigador.
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DX RE
EDAD RE RP RP | H
E -
ONC Ha | onc R2 | HER2 | GH | IR | Ki-67 | P53
1 DUCTAL IHQ ONC IHQ DI
9.1 | 48.71% 8.2 | 68.26% POSTVO >
37 .26% 11.8 3 2 53 POSITIVO NEGATIVO
2 DUCTAI 70%
L 8.6 93.02% <3.2 NEGATIVO 11 POSTIVO
55 1.208% 3+ 3 60 POSITIVO POSTIVO
3 40%
bucaL 1 11,6 | 85.13% | 6.4 | 90.779 N ol
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1+ 0
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. . ( 8 85.64% 9 NEGATIVO
42 ( 2 1 11 POSITIVO POSITIVO
0
5 73 | DucTAL 25% | 2+3%
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1.1 80% e >
. - __ (] 7.0 80% 9.8 GA;‘Z: 2 12 Pgstl;vo P205\7T|vo
L (o) +70%
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. 179
_ % 7.7 | 74.46% 92 | " [1 |20 [ | Yo
80 | DuCTAL 7 5% 1+40%
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10.5 POSITIVO 9.0 POSITIVO NEGATI > ’
: 8.2 1‘2 2 24 POSITIVO OSTIVO
11 62 | DucTaL 35% | 2+15%
10.8 | 94.609
% 6.1 50.06% 9.1 NEGA;‘C: 2 14 NEGATIVO POSITIVO
12 3% 1+2%
53 | PUTAL 97 | 90.38% | 5.0 | 50.39% | 10.0 | " 0
. . 2+ 1 25 Pgsmvo POSITIVO
13 46 | DUCTAL % 1+30%
10.9 | 99.35% 7 z
o .2 86.54% 9.3 OSITZI:C.) 3 15 POSITO\VO NEGATIVO
14 60 | LOBUR 95 35.46% . 10%
. . 87.40% 9.7 NEGATIVO
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81 | 8283% | 5.1|3061%| 85| |1 8% | 110%
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o 8.5 | 98.20% 9.3 ¢ g‘f_’ 2 10 ;)Sz/vo POSITIVO
20 51 | DUCTAL 0 15%
8.5 4.079
% | 50| 668% | >13| UV 3 |51 | TR0
21 62 | DpuctaL 20% | 60%
10.7 | 44.419
1% 7.1 | 40.36% 9.8 NEGA;'V_: 1 12 | Poomvo | posmvo
1% 1+10
22 49 | DUucTAL
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. 0 0
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29 DUCTAL . . 0, 7 . 20 1 NEGATIVO 1 7 POSITIVO POSITIVO
o 9.6 | 83.98% 6 | 98.32% 9 " 0% | 2110
%
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. 10.4 | 90.22% 9.0 | 93.42% 9.4 os | 1 16 | D00 | 3n
90%
34 DUCTAL 0, 0, NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
- 4.6 | 2.242% 4.6 | 7.404% 7.7 os | 3 43 | Soo Tt
5%
35 DUCTAL 108 9703% >10 9197% 10 NEGATIVO 1 3 POSITIVO POSITIVO
47 1+ 5% 1+
50%
36 DUCTAL 10 0 80 33% 8 7 83 61% 9 2 NEGATIVO 1 13 POSITIVO POSITIVO
50 ' ' ' ' ' O+ 3% 1+
5%
37 DUCTAL 0, 0, NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
. 9.4 | 85.98% 8.5 | 98.20% 9.3 o | 2 10| Don Tt
15%
38 DUCTAL 10 2 82 1% 7 5 54 56% 8 6 POSITIVO 2 10 NEGATIVO POSITIVO
57 ' ' ' ' ' 2+ 3% 80%

Tabla 1. Caracteristicas de las pacientes que cumplieron los criterios de
inclusion.

Anadlisis Estadistico
Se realizo estadistica descriptiva para todas las variables.

Se realizd correlacion entre el IR y las variables clinico-patoldgicas
utilizando el coeficiente de correlacion del producto-momento de
Pearson (r) y el coeficiente de determinaciéon (r’) para variables
continuas (edad, valor de RE, RP y p53 por inmunohistoquimica,
puntuacion de Nottingham y grado histoldgico de Nottingham) y el
coeficiente de correlacién de Spearman (r, y r%) para variables
cualitativas (formacién de tubulos, grado nuclear, conteo de mitosis, Ki-
67 y HER-2/neu) con andlisis de 2 colas, con un valor de p <0.05 para
considerarlo significativo. Para el modelo de prediccion del indice de
recurrencia del Oncotype Dx™ se realizaron multiples modelos de
regresion linear con todas las variables, utilizando un enfoque
escalonado y con una probabilidad de aceptaciéon de 0.05 y de
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eliminaciéon de 0.1. También se crearon modelos para incluir la
puntuacion de Nottingham final en vez de cada uno de sus
componentes y estos modelos fueron probados para la interaccion
entre variables. Todos los analisis de datos fueron realizados utilizando
la versidon 16.0 de SPSS (SPSS Inc, Chicago, IL, USA)

El presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de
Investigacion y Bioética del Centro Médico ABC.
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Resultados

Se revisaron un total de 52 expedientes de carcinoma mamario entre
enero de 2008 y septiembre de 2009, de los cuales, se excluyeron 14
casos ya que no contaban con alguno de los marcadores de ER, PR,
Her2, por inmunohistoquimica o por expresion génica. También se
excluyeron los casos que no contaban con marcadores de
inmunohistoquimica para Ki67 o p53, quedando una muestra (n) total
de 38 casos RE positivos, ganglios linfaticos negativos.

La tabla 1 resume todas las caracteristicas de las pacientes que
cumplieron criterios de inclusién.

La edad promedio general de las pacientes fue de 50.78 anos (rango de
25-80 aiios), la media de la edad agrupada de acuerdo al IR fue de 54.14
para el grupo de IR bajo, 55.42 para el grupo de IR intermedio y de 40.5
para el grupo de IR alto.

21 casos fueron grado histolégico 1 (Nottingham) (55%), 11 fueron
Grado Histolégico 2 (Nottingham)(29%), y 6 fueron Grado 3
(Nottingham) (16%). (Tabla 1)

En cuanto al IR, 20 casos fueron IR bajo (52.6%), 8 casos IR intermedio
(21%) y 10 casos IR alto (26.3%), valores muy parecidos a los
encontrados en la graduacién de Nottingham. (Tabla 1)

Sobre el subtipo histolégico, 35 (92%) pacientes tuvieron tipo ductal, 2
(5%) lobular y 1 (3%) mixto (figura 1); especificamente en el subtipo
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ductal, 17 pacientes presentaron un IR bajo (49%), 8 IR intermedio
(23%) y 10 IR alto (28%). (Tabla 2)

Sobre los componentes de la graduacién de Nottingham, en cuanto a
formacién tubular, obtuvimos 8 casos 1 (21%), 12 casos 2 (31%) y 18
casos 3 (47%), sobre el grado nuclear, 10 casos fueron 1 (26%), 19 casos
fueron 2 (50%) y 8 casos fueron 3 (21%), en cuanto al conteo de mitosis
27 fueron 1 (71%), 5 fueron 2 (13%) y 8 fueron 3 (21%).

Sobre los resultados de inmunohistoquimica, RE y RP 100% positivos
como lo establecido en los criterios de inclusion.

Sobre Her2/neu, 4 fueron 3+ (10.5%), 9 fueron 2+ (23.6%), 17 fueron 1+
(44.7%) y 8 fueron 0 (21%)

Para Ki-67, 35 casos fueron positivos (92%) y para p53 24 casos
positivos (63%)

Sobre la correlacién entre el indice de recurrencia de Oncotype Dx"
(utilizando el rango de valores de 0-100) y las otras variables
observamos que:

Con respecto a la edad obtuvimos una r de -0.416 (p< 0.01), el grado
nuclear con una r de 0.381 (p< 0.01), RE con una r de -0.416 (p< 0.01),
RP con una r de -0.494 (p< 0.01), Her2/neu con una r de 0.452 (p< 0.01)
y Ki67 con una r de 0.339 (p< 0.05)

Sobre la formacién tubular obtuvimos una r de 0.143 (p >0.05), conteo
de mitosis con una r 0.224 (p>0.05) y p53 con una r de 0.339 (p> 0.05).

Lo anterior mostré que la edad, el grado nuclear (1-3), la puntuacién de
inmunohistoquimica para RE, RP, HER-2/neu y Ki-67, tienen una
correlacién con el indice de recurrencia de Oncotype Dx"
estadisticamente significativa y que, esta no se observo en la formacion
tubular (1-3), el conteo de mitosis (1-3) y para p53 (Tabla 3).

De forma similar, tanto la puntuacién de Nottingham (1-9) como el
grado histoldgico, los cuales estan determinados por el conteo de la
formacién tubular, del grado nuclear y del conteo de mitosis, también
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se correlacionaron significativamente con el indice de recurrencia con
una r de 0.441 (p< 0.01) y 0.946 (< 0.01) respectivamente.

Las figuras 2 y 3 muestran la correlacion entre la puntuacion del indice
de recurrencia y el grado de Nottingham, asi como de la puntuacién de
inmunohistoquimica para receptores estrogénicos y de progesterona,
respectivamente.

Para los modelos de regresion lineal, se realizaron multiples escenarios
y de ellos, solo el valor de receptores estrogénicos, HER-2/neu y Ki-67
mostraron una correlacidn significativa con el Oncotype Dx™ (Tabla 4).
Este modelo constituye la ecuacién de regresion: IR= 10.302 — 0.215
(RE) + 11.180 (HER-2/neu) + 15.863 (Ki-67) con una R de 0,789 y una R’
de 0,62 indicativa de que el modelo completo representa el 62% de la
variabilidad de los datos. De todos los modelos creados, incluyendo
modelos en donde se incluyo el grado histolégico de Nottingham vy la
puntuacion de Nottingham en vez de cada uno de sus componentes,
este fue el que tuvo una R* con mayor significancia. Aunque la edad del
paciente tuvo una correlacidon estadisticamente significativa en el
analisis bivariado, no mostro significancia como predictor en el modelo
de regresion lineal.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Distribucién de casos segun grado histoldgico de Nottingham e IR.

| |

3 ALTO
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Tabla 2. Estadistica descrptiiva de las variables de acuerdo a la categoria del indice de
Recurrencia (IR) del Oncotype Dx"®

indice de Recurrencia del Oncotype Dx“®

Bajo Intermedio Alto
(n=20) (n=8) (n=10)
Edad (media) 54.14 55.42 40.5
Subtipo histoldgico
n(%)
Ductal 17 (85) 8 (100) 10 (100)
Lobular 2 (10) 0 0
Mixto 1 (5) 0 0
Formacion Tubular
n (%)
1 4 (20) 3 (38) 1 (10)
2 5 (25) 4 (50) 3 (30)
3 11 (55) 1(12) 6 (60)
Grado Nuclear n (%)
1 9 (45) 2 (25) 0
2 9 (45) 5 (63) 5 (50)
3 2 (10) 1(12) 5 (50)
Conteo de mitosis n
(%)
1 16 (80) 7 (88) 4 (40)
2 2 (10) 1(12) 2 (20)
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10 (100)

10 (100)
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Tabla 3. Correlacién bivariada entre el IR de oncotype DX™ y las variables clinicas e

histopatoldgicas

Edad -0.416
Formacion Tubular® 0.143
Grado Nuclear® 0.381
Conteo de mitosis® 0.224
RE -0.416
RP -0.494
HER-2/neu® 0.452
Ki-67° 0.339
P53 -0.041
Puntuacién Nottingham 0.441
(1-9)

Grado Histolégico 0.946

Nottingham (1-3)

*p <0.05 estadisticamente significativa
**p<0.01 estadisticamente significativa

0.173

0.020

0.145

0.050

0.173

0.244

0.204

0.115

0.002

0.194

0.895

<0.01°
0.39
<0.01°
0.17
<0.01°
<0.01°
<0.01°
<0.05
0.8

<0.01

<0.01
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Tabla 4. Anélisis de regresion linear para la prediccion del IR del Oncotype DX™
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Tabla 5. Relacién entre el IR de oncotype DX™ y el Grado histolégico de Nottingham

Figura 1. Subtipos histolégicos.
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Figura 2. Correlacion entre el indice de recurrencia (IR) del Oncotype DX™ y el grado
histolégico de Nottingham. r= 0.946 y r’= 0.985 (p< 0.01)
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Figura 3. Correlacion entre el IR del Oncotype DX™ y el porcentaje de RE y RP por
inmunohistoquimica. r= -0.416, -0.494 y r’= 0.173, 0.244 respectivamente (p< 0.01).
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DISCUSION

Dado que existen pocos datos sobre el uso de quimioterapia adyuvante
en carcinomas mamarios que tienen receptores estrogénicos positivos y
ganglios linfaticos negativos, se hizo necesario realizar un estudio en

nuestro pal's con estas caracteristicas.

Se ha informado que el IR es un factor prondéstico en pacientes
posmenopausicas tratadas con tamoxifen que tienen tumores con
receptores estrogénicos positivos y ganglios linfaticos axilares positivos
y que la quimioterapia no seria beneficiosa si estas pacientes tuvieran

un IR bajo®.

A pesar de que algunos autores consideran que el grado histolégico de
Nottingham tiene baja reproducibilidad en particular para
pleomorfismo nuclear y el conteo de mitosis®*?, nosotros creemos que
este problema puede ser importantemente disminuido cuando se la
gradificiacion se lleva a cabo de manera conjunta por patdlogos
experimentados, como lo hicimos en este estudio (grado

interobservador).

47



Las guias recientes de la American Society of Clinical Oncology (ASCO)
indican que Oncotype Dx'™ puede ser utilizado para individualizar el
tratamiento del cancer de mama y poder predecir qué pacientes se
podrian beneficiar mds con tamoxifeno o con quimioterapia

adyuvante®.

Al igual que lo informado por Flanagan y col. nuestro estudio indica
que el estudio de Oncotype Dx'™ podria quedar reservado para los
casos en que es dificil hacer una toma de decisiones clinicas basdndose

en la histopatologia y el estudio de los receptores.
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CONCLUSIONES

Para carcinomas mamarios con ganglios linfaticos positivos, o para
tumores con caracteristicas desfavorables tales como la invasién
vascular, el grado nuclear o histoldgico alto, la sobreexpresion de Her-
2/neu y negatividad para receptores de estrogenos y de progesterona,
el uso de quimioterapia adyuvante esté bien establecida®. Sin embargo,
existen pocos datos sobre el uso de quimioterapia adyuvante en
carcinomas mamarios que tienen receptores estrogénicos positivos y
ganglios linfaticos negativos. Basandose en la recurrencia a distancia en
pacientes que han recibido tamoxifen, se ha estimado que hasta el 85%

de estas pacientes podrian estar sobretratadas®.

Oncotype Dx™, es uno de los estudios que ha demostrado predecir |a
recurrencia del tumor en carcinoma mamario con ganglios linfaticos
negativos y receptores de estréogenos positivos. Este es un estudio que
utiliza RT-PCR en tejido incluido en parafina y analiza la expresion de 21
genes. La expresion de estos genes determina una puntuacion (puntaje
de recurrencia de enfermedad a distancia) que va de 0 a 100 vy clasifica
a las pacientes en una de tres categorias; riesgo bajo, intermedio y

alto®. El IR fue el factor prondstico independiente mas importante en
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el analisis multivariado, independiente de la edad y del tamafio del
tumor (p<0.001)°. Ademas el IR predice los beneficios de la
guimioterapia especificamente de la ciclofosfamida, metotrexate vy
fluoruracilo. Ha sido informado que el IR es también factor prondstico
en pacientes posmenopausicas tratadas con tamoxifen que tienen
tumores RE positivos y ganglios linfaticos axilares positivos y que la

quimioterapia no es de beneficio si estas presentan un IR bajo®.

La edad de las pacientes, el grado histolédgico, la expresion de los
receptores de estrogenos y progesterona y el HER-2/neu asi como el
estado de los ganglios linfaticos, son las caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas convencionales que actualmente se utilizan para la
evaluacién del riesgo en carcinoma mamario. Estos se han utilizado en
diversos estudios de indicadores prondsticos entre los que se
encuentran el indice prondstico de Nottingham, los criterios de St.
Gallen, las guias de consenso NIH y la pagina de internet “Adjuvant
Online” (www.adjuvantonline.com). El grado histolégico de Nottingham
es el sistema de gradacidon mas aceptado y toma en cuenta la formacion
de tubulos, el grado nuclear y el conteo de mitosis, mismos que tienen
puntuaciones de 1 a 3. El grado histolégico es un pardmetro
clinicamente aceptado y estd incluido en las guias de consenso para
toma de decisiones de tratamiento. Una de las ventajas del grado
histolégico de Nottingham es que es sencillo de aplicar y tiene valor

12,17-19

prondstico en el carcinoma mamario Sin embargo, algunos
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autores consideran que este tiene una baja reproducibilidad en

particular para pleomorfismo nuclear y el conteo de mitosis®™*2.

El informe de patologia del carcinoma mamario también debe incluir el
analisis de los receptores de estrégenos y progesterona para la
prediccion de la respuesta a la terapia hormonal, y la expresién del Her-
2/neu por inmunohistoquimica (y en ocasiones por determinacion por

FISH) para predecir la posible respuesta al Herceptin®.

Tanto los receptores de estrégenos, progesterona y Her2/neu, vy el
conteo de mitosis, son la expresion morfoldgica de algunos de los genes

estudiados por el Oncotype Dx™

Dada la correlaciéon entre las variables clinico-patoldgicas y el
prondstico clinico, y que el indice de recurrencia obtenido del
Oncotype Dx™ ha demostrado tener valor predictivo en un subgrupo
de pacientes con carcinoma mamario; Flanagan y col. sugirieron que los
factores de riesgo histopatolégicos podrian ser predictores significativos
del indice de recurrencia de Oncotype Dx'™. En nuestro andlisis de 38
casos de carcinoma mamario, el grado histoldgico de Nottingham, el
estado por inmunohistoquimica de receptores de estrégenos,
progesterona y del HER-2 /neu mostraron, al igual que el estudio de
Flanagan y col., estar correlacionados significativamente con el indice

de recurrencia de Oncotype Dx"".

El indice de recurrencia de Oncotype Dx™ puede predecirse con la
ecuacién de regresion IR= 10.302 — 0.215 (RE) + 11.180 (HER-2/neu) +
15.863 (Ki-67) con una R de 0,789 y una R? de 0,62 indicativa de que el
modelo completo representa el 62% de la variabilidad de los datos. De
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todos los modelos creados, incluyendo modelos en donde se incluyé el
grado histoldogico de Nottingham y la puntuacion de Scarff-Bloom
Richardson en vez de cada uno de sus componentes, este fue el que
tuvo una R® con mayor significancia. Aunque la edad del paciente tuvo
una correlacidon estadisticamente significativa en el analisis bivariado,
no mostro significancia como predictor en el modelo de regresion lineal.
Curiosamente, el rango de puntuaciones del indice de recurrencia para
los casos con grado histoldgico 1 fue de 3 a 46, para el Grado 2 fue de
10 a 53 y para el grado 3 fue de 9 a 51. Asi, para los casos de grado 1,
los 6, que tenian una puntuacidn de recurrencia intermedia en lugar de
baja aun estaban en el rango mas bajo del rango de la categoria
intermedia (indice de 20 a 28). Cabe mencionar que para los casos de

grado 3, hubo 2 que tuvieron indices de recurrencia bajos (con indices

de 9y 15 respectivamente).

Los casos de grado 2, en cambio, tuvieron un amplio rango de indices de

recurrencia que parecen impredecibles.

Las guias recientes de la American Society of Clinical Oncology (ASCO)
para el uso de marcadores tumorales en el cancer de mama, incluye una
larga la discusion del anadlisis de los estudios de expresidn génica que
incluyen el Oncotype Dx™. Estas guias indican que Oncotype Dx™
"puede” ser utilizado para individualizar el tratamiento del cdncer de
mama y poder predecir a las pacientes que se pudieran beneficiar mas
con tamoxifeno o la quimioterapia adyuvante®.
Es importante saber si la informacién adicional proporcionada por estas
pruebas moleculares, independientemente de los marcadores

histopatolégicos tradicionales, es suficiente para justificar el gasto.
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Algunos estudios recientes han comparado los marcadores
tradicionales con los nuevos hallazgos moleculares han descubierto que
ambos son similares (Flanagan). Eden et al, demostraron que los
marcadores convencionales del indice pronostico de Nottingham son
similares a los marcadores de expresion de genes para predecir la
supervivencia libre de metdstasis. Igualmente en un andlisis de
pacientes con cancer mamario tratados con ciclofosfamifda,
metotrexate y 5-fluoruracilo; Nimeus-Malmstrom encontré que los
datos de expresidon de genes no otorgaran prediccidn de la recurrencia a
distancia diferente al que otorga el indice prondstico de Nottingham.
Otros investigadores igualmente han concluido que, aunque los
marcadores moleculares para la evaluacion del riesgo de carcinoma
mamario incluyendo el Oncotype Dx™, tienen un enorme utilidad
potencial, hasta el momento no han sido suficientemente validados en

la practica clinica®.

El IR estd siendo evaluado en el estudio clinico prospectivo llamado
TAILOR x (Trial Assigning IndividuaLized Options for Treatment), avalado
por el NIH donde participan el Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG), el North American Breast Cancer Intergroup, y el National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP), ha sido disefiado
para valorar la utilidad del Oncotype Dx™ en la toma de decisiones
clinicas®®. Este estudio incluird 11,000 pacientes con RE y/o RP
positivos, Her2/neu negativo y ganglios linfaticos axilares negativos con

tamano tumoral entre 1.0 y 5.0 cm o 0.5 a 1.0 cm que presenten
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caracteristicas desfavorables (grado nuclear o grado histolégico

intermedio o poco diferenciado o invasién vascular)®.

La definicidon de bajo, intermedio y alto grado son diferentes en este
estudio TAYLOR x. Aquellas pacientes que tengan IR bajo (<de 10)
recibirdn Unicamente anti estrégenos. Las pacientes con IR de 11 a 25
podran recibir terapia hormonal y recibir (o no) quimiterapia y aquellas
con IR alto (> de 25) recibiran terapia hormonal y quimioterapia®. Este
estudio estd disefiado para clarificar la utilidad de Oncotype Dx™ vy
evitar el sobre tratamiento de aquellas pacientes que pueden
beneficiarse de terapia hormonal Unicamente vy reducir el

sobretratamiento®.

Hay muchas preguntas aun sobre la validacién clinica del Oncotype
Dx™, como ¢qué tan reproducible es el indice de recurrencia? éEste es
afectado por la respuesta inflamatoria o la celularidad del tumor? ¢Es
afectada por las diferencias en las técnicas de fijacion de tejidos, tales
como se puede encontrar en diferentes hospitales? Cronin et al*®,
estudio el problema de la reproducibilidad, del Oncotype Dx™
haciendo cinco niveles de cada uno de tres bloques de parafina de
diferentes areas del tumor y encontraron correlacidon en la expresion
de los 16 genes, tanto entre cada uno de los bloques asi como entre las
diversas areas del mismo bloque. Sin embargo, este estudio incluyd sélo
a dos pacientes, y es el Unico publicado sobre esta cuestion.
Interesantemente, en relacion al posible efecto de la inflamacién en el
indice de recurrencia, un estudio sugiere que en algunos casos, el alto

indice de recurrencia puede estar mas relacionado a la respuesta
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inflamatoria peritumoral mas que al tumor en si mismo. El indice de
recurrencia mide un grupo de genes proliferativos, por lo que no es
extrafio que la inflamacidn (que es altamente proliferativa) pueda
elevar el indice de recurrencia. Hay que considerar que la prueba de
Oncotype Dx'™ puede ser realizada en tejido extirpado con inflamacién
secundaria a la biopsia previa, por lo que puede, en teoria alterar el
resultado del indice de recurrencia. Hasta hoy no hay estudios que
hayan evaluado el efecto de la celularidad del tumor sobre el indice de
recurrencia y tampoco hay datos publicados con respecto al efecto en
qgue las diversas técnicas de fijacion pueden influir en al indice de

recurrencia.

Al igual que lo informado por Flanagan y col. nuestro estudio indica
que el estudio de Oncotype Dx™ podria quedar reservado para los
casos en que es dificil hacer una toma de decisiones clinicas basdndose
en la histopatologia y el estudio de los receptores. Queda aun esperar a
definir el mejor algoritmo para su uso de Oncotype Dx'™ . De acuerdo a
los resultados obtenidos por Flananga y col, y los nuestros, no es
necesario realizar Oncotype Dx™ cuando el grado de Nottingham es de
1 o de 3, ya que el indice de recurrencia dado por Oncotype Dx™
correlaciona con el grado de Nottingham.

En conclusidn, la expresidn génica es una nueva tecnologia desarrollada
para ayudar a evaluar el riesgo y la prediccion del comportamiento del

carcinoma mamario.

Oncotype Dx™ es una de estas nuevas tecnologias validadas en

pacientes cuyos carcinomas expresan receptores de estrégenos vy
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tienen ganglios linfaticos axilares negativos. El IR dado por Oncotype
Dx™ puede ser de ayuda para predecir cual paciente puede
beneficiarse o no de quimioterapia adyuvante. Hay estudios que
comparan los resultados de Oncotype Dx™ vy los pardmetros
histopatoldgicos clasicos®. En este estudio presentamos la correlacion
entre la las variables histopatolégicas de 38 casos de carcinoma
mamario y el indice de recurrencia de Oncotype Dx™" asi como un
modelo multivariado que predice el indice de recurrencia. Por los
resultados obtenidos en el estudio de Flanangan y col. y el nuestro, se
ha sugerido que en lugar de realizar Oncotype Dx™™ en todos los
carcinoma mamarios con ganglios linfaticos axilares negativos vy
receptores estrogénicos positivos, este deba de ser realizado en los
casos que tengan un grado 2 de Nottingham asi como casos dudosos
donde sea dificil tomar una decisidn clinica basandose en los estudios
de histopatologia y de los receptores. Conforme los estudios genéticos
en desarrollo (TAYLORX) mejoren la habilidad para predecir
recurrencia, el tratamiento sera “personalizado” en el carcinoma

mamario.
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