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Clasificacion molecular del cancer de mama

Felipe Imigo G', Edgardo Mansilla S?, Ignacio Delama G2,
Maria Teresa Poblete S3, Carlos Fonfach Z4.

RESUMEN

El cancer de mama causa 1000 muertes al afio en nuestro pais, siendo la segunda causa de
muerte por cancer en la mujer. La base fundamental del tratamiento es la cirugia, la cual, segun la
evaluacidon de los caracteres clinicopatoldgicos puede complementarse con distintas terapias
coadyuvantes (radioterapia, quimioterapia, hormonoterapia). Existe un grupo de pacientes en las que,
a pesar de la terapia, la enfermedad presentara un curso ominoso, con recidiva precoz y pobre
sobrevida libre de enfermedad y sobrevida total. Las razones de esta mala evolucion permanecen
sin explicaciones precisas que permitan plantear terapias adecuadas para estas pacientes. El estudio
histopatoldgico de los tumores proporciona gran cuantia de informacion que permite predecir el
comportamiento bioldgico del tumor. El desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas, a su vez,
ha permitido develar caracteres tumorales que son factores prondsticos y predictivos. El avance de
los estudios moleculares en cancer, ha proporcionado argumentos para establecer subclasificaciones
de importancia diagndstica y terapéutica, las cuales estan acercando a la practica diaria la deseada
posibilidad de una terapia personalizada para las pacientes de cancer de mama. Dentro de estos
factores se han identificado una serie de alteraciones génicas que explicarian en parte algunos casos
de mal prondstico. En el presente articulo se presenta la clasificacion molecular del cancer de mama,
haciendo énfasis en la descripcion de los diferentes subtipos desde el punto de vista histopatoldgico
y clinico. (Palabras claves: cancer de mama, clasificaciéon molecular gendmica).

Molecular Classification of breast cancer
ABSTRACT

Breast cancer causes 1000 deaths a year in our country, being the second leading cause of
cancer death in women. The fundamental basis of treatment is surgery, which can be complemented
with different adjuvant therapies (radiotherapy, chemotherapy, hormonal therapy). Exists a group of
patients in whom, despite therapy, the disease presents an ominous course with early recurrence
and poor disease-free survival and overall survival. The reasons for this poor outcome remain present
precise explanations that enable appropriate therapies for these patients. Histopathological examination
of tumors provides much information that can predict the biological behavior of tumor. The development
of immunohistochemical techniques, in turn, has allowed to reveal tumor characteristics that are
predictive and prognostic factors. The advancement of cancer molecular studies have provided
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arguments to establish subclassifications of diagnostic and therapeutic importance which are closer
to the daily practice the desired possibility of personalized therapy for breast cancer patients. Among
these factors have identified several genetic alterations that partly explain some por prognosis cases.
In this paper we present the molecular classification of breast cancer, emphasizing the description
of the different histopathology and clinical subtypes. (Key words: breast cancer, molecular clasificacién

genomic).

INTRODUCCION

En nuestro pais, en el afio 2003 el cancer
de mama fue la segunda causa de muerte por
cancer en la mujer, especialmente en las mayores
de 40 afos, registrando una tasa de mortalidad
a los 80 afos de 143,4/100.000 mujeres,
falleciendo anualmente alrededor de 1000 mujeres
por esta causa’.

En los estadios tempranos del cancer de
mama, la cirugia es el tratamiento fundamental,
y asociado a la radioterapia, pueden controlar la
enfermedad en la gran mayoria de los casos. A
pesar de esto, alrededor de un 30% de las
pacientes finalmente fallecera debido a la
diseminacion de la enfermedad. A fin de erradicar
las micrometastasis y por consiguiente prolongar
el tiempo de sobrevida, se desarrollaron las
terapias coadyuvantes, tales como la
hormonoterapia y la quimioterapia. La decision
sobre qué pacientes deben recibir estos
tratamiento se establece considerando criterios
clinico-patolégicos basicos, como la edad, tamafio
del tumor, tipo y grado histolégico, compromiso
ganglionar axilar, expresion de receptores de
estrogeno y progesterona, y del receptor HER2,
sin embargo, estos criterios en algunos grupos
de pacientes, y muy particularmente en las
pacientes sin compromiso ganglionar axilar, no
son buenos indicadores prondsticos o de recidiva.

Considerando estos antecedentes, se han
desarrollado lineas de investigacion molecular a
fin de estudiar la expresion génica de estos
tumores y asi determinar de forma mas precisa
qué pacientes tienen mas riesgo de presentar
recidiva/recurrencia, y por lo tanto deben recibir
terapia coadyuvante. Del mismo modo, es
importante determinar qué tipo de pacientes
tienen bajo riesgo de desarrollar una enfermedad
metastasica y estarian, por lo tanto, sobretratados
al recibir terapia adyuvante. La adecuada
clasificacion de estos pacientes les evitaria las
complicaciones derivadas de la toxicidad de estos
tratamientos y de forma secundaria disminuiria
en forma importante los costos del tratamiento?2.

BASES MOLECULARES

Existen multiples formas para determinar
expresion génica, siendo la utilizacion de cDNA
microarray el método de mayor difusion. Este
procedimiento se basa en la hibridacion de
moléculas de DNA complementario (cDNA),
preparadas a partir de RNA aislado del tejido
tumoral, a secuencias del genoma humano
impresas en un soporte solido (laminas de vidrio
o0 membranas de nitrocelulosa). A fin de reconocer
qué genes se estan expresando en el tumor, el
cDNA es marcado con una molécula fluorescente,
la cual es posteriormente detectada a través de
un laser segun la longitud de onda determinada
para tal efecto* (Figura 1).

CLASIFICACION MOLECULAR

La contribucion fundamental de los
microarreglos de cDNA al estudio del cancer de
mama ha sido develar la complejidad de los tipos
histologicos tradicionales, como asimismo contribuir
a las hipétesis que plantean que el cancer mamario
no es una simple enfermedad derivada de un Unico
progenitor. Los estudios preliminares de Perou y
Sorlie basados en microarreglos identificaron cuatro
subtipos principales de cancer mamario: i) Luminal;
ii) Similar a basal; iii) Similar a normal y iv)
HER2/ERBB2.

Esta taxonomia molecular se basé en la
identificacién de una lista de genes y la posterior
agrupacion jerarquica de éstos. Este
procedimiento identifica subgrupos de tumores
mas homogéneos que presentan similar
comportamiento clinico y sensibilidad a agentes
terapéuticos. Sin embargo, hay variabilidad de
respuesta terapéutica entre los tumores de un
mismo grupo, por lo cual se ha planteado que
diferentes tipos de canceres mamarios estan
comandados por diferentes genes, lo cual ha
dirigido la investigacion hacia diversos oncogenes
en busca de dianas terapéuticas especificas.

El aflo 2002 Van't Veer y col. realizaron un
estudio de la prediccion del perfil genético y sus
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FIGURA 1: Método de obtencién de las firmas moleculares.

resultados clinicos en el cancer de mama,
proponiendo este método para seleccionar pacientes
que puedan beneficiarse con la quimioterapia®. Esta
clasificacién fue posteriormente modificada por
Sorlie el afio 20037. De acuerdo a los patrones de
expresion génica, que se relacionan con el prondstico
0 con el riesgo de metastasis, estos autores dividieron
el cancer de mama en 2 grandes grupos, basados
en la positividad para el receptor de estrégeno: i)
neoplasias de bajo grado, para aquellas que
expresan receptores de estrogeno (RE) y
progesterona (RP) y i) neoplasias de alto grado que
no presentan RE y RP, pero en las cuales hay sobre-
expresion y/o amplificacion de HER2® (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de los subtipos de
cancer de mama

Receptor de Luminal A
Estrégeno Positivo Luminal B
Luminal HER2/neu
Receptor de Basal
Estrégeno Negativo | HER2/neu
Normal Like

TUMORES RECEPTOR ESTROGENO
POSITIVO

Este grupo de tumores comprende los
tumores luminales; los cuales poseen un patrén
inmunofenotipico similar al componente epitelial
luminal de la glandula mamaria. Expresan
citoqueratinas luminales, receptores de estrogeno
y los genes asociados a su activacién (LIV1 y
CCND1). Habitualmente son de bajo grado
histolégico y tienen mutacién de p53 en menos
del 20%.

Existen varios subtipos, sin embargo los
mas considerados por su frecuencia son el Luminal
Ay B. El subtipo Luminal A es el mas frecuente,
correspondiendo al 67% de los tumores, posee
alta expresion de genes relacionados con los
receptores hormonales y baja expresion de genes
relacionados con la proliferacion celular. A la
inversa el subtipo Luminal B presenta niveles
menores de receptores de estrégeno y altos
niveles de genes de proliferaciéon. Es necesario
mencionar el subtipo Luminal HER2/neu, que se
caracteriza ademas, por expresar citoqueratinas
CK9 y CK10 (Figura 2).
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FIGURA 2: Tipos celulares y marcadores en la glandula mamaria.

Algunos autores han intentado subtipificar
los tumores mamarios utilizando paneles de
inmunotincion, como una forma de acercar estos
hallazgos a la préactica rutinaria de los laboratorios
de patologia. En este sentido, un aporte valioso
al estudio de los tumores luminales ha sido
publicado recientemente por Cheang y col el
2009, quienes probaron un panel de inmunotinciéon
que consistié de cuatro marcadores, que
establecen el estado de los receptores hormonales
para estrégeno y progesterona, HER2/neu vy el
indice de proliferacion determinado por la
expresion de Ki-67, el cual corresponde a un
antigeno nuclear presente en todas las células que
se encuentran en la fase proliferativa del ciclo
celular. Se estudié un niumero de 357 cénceres
de mama con este panel, siendo posible discriminar
entre los tumores Luminal A y Luminal B'°,

Los tumores luminales fueron divididos en
tres grupos: Luminal A (RE o RP positivos,
HER2/neu negativo, y bajo indice de proliferacion),
Luminal B (RE o RP positivos, HER2/neu negativo
e indice de proliferacion alto), el tercer grupo fue
denominado Luminal HER2/neu positivo. Se
determiné que un punto de corte del Ki-67 de

14% o mas podia discriminar entre los subtipos
Luminal A y B (Tabla 2).

La importancia pronéstica de la
subtipificacion previa fue testeada por los mismos
autores en una serie de 4046 casos de cancer
mamario, analizados con microarreglos de tejidos.
Al compararlos con el subtipo Luminal A, tanto el
Luminal B como el Luminal HER2/neu, estuvieron
asociados con mala sobrevida libre de enfermedad
y menor sobrevida total en presencia o ausencia
de terapia con tamoxifeno y/o quimioterapia.

Los tipos A y B son de buen prondstico,
pero el tipo B tiene un peor prondstico que el A,
debido a variaciones en la respuesta al tratamiento,
pues expresan menor cantidad de RE. No
obstante, ambos se tratan con hormonoterapia’.

Se ha descrito que los tumores RE positivo
tienen menor respuesta a la quimioterapia
comparado con los que carecen de estos
receptores''. Los tumores luminales tienen un
6% de respuesta completa a quimioterapia
preoperatoria, basada en paclitaxel seguida de
5-fluoracilo, doxorrubicina y ciclosfosfamida en
comparacion a 45% en los subtipos basal y
HER2/neu'.

Tabla 2. Clasificacién de los tumores receptor de estrégeno positivo. Tomado de Cheang y col.®

Subtipo RE RP HER2/neu indice de proliferacién Ki-67
Luminal A + y/o + - Bajo (< 14%)
Luminal B + y/o + - Alto (> 14%)

Luminal HER2/neu - - + Alto
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TUMORES RECEPTOR ESTROGENO
NEGATIVO

Existen dos grandes grupos: El subtipo basal
y el subtipo con sobre-expresién de HER2/neu.

Subtipo basal

El subtipo basal/mioepitelial, se describid
originalmente por su patrén de expresion
inmunohistoquimico, al comprobarse que
expresan citoqueratinas de alto peso molecular
en sus células mioepiteliales (Figura 2).
Corresponde entre el 2 al 18% del total de los
canceres de mama. Fue reconocido como triple
negativo por ser RE negativo, RP negativo y
HER2/neu negativo. Es un subgrupo que expresa
genes asociados a células mioepiteliales cuyo
inmunofenotipo corresponde a CK5, CK17, c-kit
(una tirosina quinasa del epitelio mamario), factores
de crecimiento de hepatocito e insulina, calponina
1, caveolina y laminina. Los datos clinicos actuales
muestran que es el subtipo mas agresivo, cuya
sobrevida total y libre de enfermedad es baja,
debido a que las terapias endocrinas y con
trastuzumab son ineficaces en este grupo de
tumores®.

En estos tumores hay ademas alteraciones
de genes reparadores del DNA. El promotor de
BRCA1 esta metilado, lo cual ocasiona un
silenciamiento de la expresion génica, también
inactivacion transcripcional de BRCA71 o ambos.
El 80% de las mujeres que nacen con mutaciones
de inicio temprano en BRCAT1 tienen el subtipo
basal, aunque estos casos corresponden a un
pequefio porcentaje del total de tumores de
subtipo basal, ya que la mayoria son de tipo
esporadico. Ademas, la estructura génica de
BRCAT1 y su producto transcripcional estan
aparentemente intactos'5:16,

Los estudios basados en poblaciones
demuestran que el subtipo basal se desarrolla
con mayor frecuencia en mujeres afroamericanas
y en la premenopausia. La hormonoterapia y el
trastuzumab no tienen aplicacién en estos tumores
y ademas, la utilidad de la quimioterapia no esta
del todo clara'.

Nielsen y col. estudiaron dos grupos: i)
Fenotipo triple negativo RE, RP y HER2/neu (-)
y ii) Fenotipo basal RE, RP y HER2/neu (-) EGFR
(+) y/o CK 5/6 (+). Aquellos tumores que sobre-
expresan EGFR pueden beneficiarse del uso de
terapias desarrolladas recientemente, tales como
inhibidores de tirosina quinasa (gefitinib, eclotinib)

y anticuerpos monoclonales (cetuximab). Los
inhibidores de la actividad tirosina quinasa del
EGFR no son agentes quimioterapicos, ya que
no destruyen a las células tumorales, pero si
bloquean la activaciéon del EGFR vy
consecuentemente las vias de senalizacién
activadas con la estimulacién de este receptor.

Subtipo de sobre-expresion de HER2/neu

Este subtipo corresponde entre el 10 a 15%
de los canceres de mama y sobre-expresa genes
ubicados en el cromosoma 17g. Incluyen el gen
del EGFR-2 (ERBB?2) y el growth factor receptor
bound protein 7 (GRB7), ademas de sobre-
expresar genes de proliferacion y presentar
escasos genes asociados al fenotipo luminal. El
ERBBZ2 es un proto-oncogen que cuando esta
sobre-expresado (amplificado), se asocia con
caracteres histopatolégicos asociados a mal
pronéstico un alto grado histolégico, baja
expresion de RE y RP, ademas de mala respuesta
a terapia. Este subtipo corresponde a la mitad
de los canceres de mama que son HER2/neu
positivos0.

Este subtipo es particularmente resistente
a la terapia hormonal, debido a la ausencia de
receptores hormonales. En cambio los
tratamientos basados en el anticuerpo monoclonal
recombinante (Trastuzumab/Herceptin) producen
una mejoria significativa en los pacientes. La
amplificacion de ERBB2 y la sobre-expresion de
su proteina HER2/neu puede ser evaluada con
precision mediante FISH o inmunohistoquimica.
Los nuevos protocolos definen como negativo la
tincion 0 6 1+ y positivo 3+, requiriendo
confirmacién de la amplificacién por FISH a los
casos 2+. El silenciamiento génico por metilacion
parece estar disminuida en este subtipo de
tumores respecto a los luminales’s.

PERSPECTIVAS Y APLICACIONES DE
LOS ESTUDIOS MOLECULARES

Como se ha descrito, los estudios que
utilizan perfiles de expresion génica buscan definir
patrones que permitan predecir la evolucion clinica
que tendran grupos de pacientes muy bien
definidos. La enorme cantidad de datos que
generan estos estudios deben ser evaluados con
modelos matematicos y estadisticos, para
determinar aquellos grupos de genes que
discriminan entre los diversos parametros que
se requiere medir.
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Hasta el momento dos grandes estudios
han abordado interrogantes de importancia
prondstica, éstas fueron recurrencia y sobrevida
en pacientes tratadas con cirugia y sin metastasis
axilares. Uno de ellos, del Instituto del Cancer
de Holanda, trabajé con un grupo de 98 pacientes
menores de 55 afos, sin metastasis axilares. Este
grupo se separo posteriormente entre las que
experimentaron recidiva antes de 5 afos (34
pacientes) y las que estaban sin enfermedad a
los 5 afios 0 mas (44 pacientes). El estudio inicial
dirigié la observacion hacia 25.000 genes y un
sistema de clasificacién supervisada, pudo
identificar 70 genes que se correlacionan en forma
independiente con mal prondstico. Posteriormente,
el valor prondstico de la firma molecular de 70
genes fue probado en un estudio de validacién
en 295 pacientes, algunos de los cuales tenian
metastasis axilares. Los pacientes que tenian una
firma genética relacionada con un buen prondstico,
tuvieron menos del 15% de recidiva en 10 afios
y aquellos pacientes que presentaron genes
tumorales asociados a mal pronéstico, tuvieron
un 50% de riesgo de metastasis a distancia. La
limitante de la técnica utilizada para efectos
practicos es que requiere tejido fresco o congelado
rapidamente, con el objeto de disponer de RNA
de alta calidad.

Los excelentes resultados de estos estudios
han permitido desarrollar un gran ensayo clinico
en Europa llamado MINDACT (The Microarray
in Node Negative Disease May Avoid
Chemotherapy) MammoPrint, Agendia (Figura 3).
En este estudio se randomizara 5000 pacientes
con tratamientos que se dictaran segun sus
respectivos perfiles génicos y factores pronostico
tradicionales. Las conclusiones de este estudio,
de seguro marcaran pautas en el manejo de las
pacientes con cancer mamario.®

El segundo estudio, utiliza la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa y se efectia
en tejidos fijados en formalina e incluidos en
parafina. Pretende cuantificar la expresion de
transcritos que tengan una importancia clinica
potencial. Para esto se desarrollé una prueba
validada de 21 genes (Oncotype DX). Este test
cuantifica la expresién de 21 genes asociados
al cancer de mama (16 genes relacionados con
cancer y 5 genes de referencia). Se desarrollé
un algoritmo basado en los niveles de expresion
de éstos genes y que se usd para calcular un
puntaje de recurrencia para cada caso. El puntaje
de recurrencia varia entre 0 a 100 y se divide
en tres grupos de riesgo: bajo (menor de 18),
intermedio (18 a 31), y alto (mayor de 31). La
diferencia en el riesgo de metastasis a distancia
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Evaluacién del riesgo clinicopatologico y genémico con Mamma Print
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FIGURA 3: Ensayos clinicos y perfiles de expresion génica. MINDACT.
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entre pacientes con un puntaje bajo y aquellos
con un puntaje alto ha sido estadisticamente
significativo en muchos estudios. También en
este caso se ha desarrollado un gran ensayo
clinico con el apoyo del National Cancer Institute,
involucrando el Oncotype DX, cuyo nombre es
TAILORX (Trial Assigning Individualized Options
for Treatment) ha comenzado en Estados Unidos.
Los pacientes se estratifican segun su puntaje
de recurrencia y se les asigna diferentes
tratamientos. Aquellos con puntaje bajo tendran
terapia hormonal exclusiva, los pacientes con
puntaje alto tendran terapia hormonal y
quimioterapia y aquellos con puntaje intermedio
seran randomizados para recibir alguna de las
dos opciones de tratamiento. De estos estudios
prospectivos se espera resultados para el afo
2013.

¢ Estan estas firmas de expresién génica,
disponibles para ser usadas en nuestro medio?
Actualmente, no estan disponibles, pero pueden
ser consultadas a distancia por medio de centros
privados en Santiago. El Consenso de Mama
(2009) recomienda los estudios moleculares por
RT-PCR en cancer precoz, para reconocer aquellos
carcinomas de mayor riesgo, que son el tipo basal
y HER2/neu positivo.?0

CONCLUSIONES

La poderosa irrupcion de las técnicas
moleculares en el estudio del cancer de mama,
ha proporcionado sélidos argumentos para una
clasificacién del cancer mamario en grupos
definidos por sus patrones de expresiéon génica
y cuyo comportamiento clinico y biolégico sea
predecible en los casos individuales, de forma
de identificar con certeza aquellos casos que se
beneficien de las diferentes terapias disponibles
y también de las terapias en desarrollo que
contemplan como dianas terapéuticas aquellas
relacionadas con diferentes vias de sefalizacion
intracelular.

La implementacion de estas técnicas en el
estudio rutinario de los tumores, requerira de un
largo proceso de validacién y estandarizacion y
obviamente, disminucién de los costos de
procesamiento. Entretanto, los centros de
investigacion contindan activamente proporcio-
nandonos una nueva y fascinante mirada al antiguo
desafio de determinar cuando el estudio de los
factores prondstico tradicionales no aporta
mayores datos, cuales pacientes de céancer
mamario desarrollaran metastasis a distancia y
requieren por lo tanto de terapia adyuvante.

Tabla 3. Subtipos de Cancer de Mama determinados por perfiles de expresion génica.
Modificada de Schnitt 20092!,

Subtipo Inmunofenotipo Comportamiento
Luminal A RE (+) y/o RP (+); e Subtipo mas comun y menos agresivo. Buen prondstico.
HER2/neu (-) ¢ Bajo grado histoldgico. Respuesta hormonal.
* Asociado a incremento de edad.
Luminal B RE (+) y/o RP (+); e Similar al Subtipo Luminal A.
HER2/neu (+) Peor resultado que el Subtipo Luminal A.
e Mas frecuentemente RE (+)/RP (-).
Basal RE (-); RP (-); e Subtipo agresivo.
HER2/neu (-) ¢ Alto grado histolégico e indice mitético.
CK 5/6 (+) y/o ¢ Riesgo en edades menores (<40 afios).
EGFR (+) ¢ Mas frecuente en mujeres premenopausicas afroamericanas.
HER2/neu (+); RE (-); RP (-); e Menos comun. Subtipo altamente agresivo.
RE (-) HER2/neu (+) e Alto grado histolégico.
¢ Riesgo en mujeres <40 afios, mayor que el subtipo luminal.
¢ |a etnia afroamericana puede ser un factor de riesgo.
¢ Resultado mejorado por HER2/neu (+).
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El andlisis de los datos que aportaran los
grandes estudios clinicos tomara tiempo en
decantar en protocolos de tratamiento Utiles en
la practica diaria. En nuestro medio, el manejo
de los pacientes sigue dependiendo del estudio
histopatoldégico acucioso de los factores
prondsticos y predictivos tradicionales, siendo
nuestra tarea mas urgente la implementacion de

controles de calidad en todas las fases del
proceso.
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