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Perfil de expresion multigenica en
el prondstico y tratamiento del carcinoma mamario.

Un breve comentario

Danny Soria Céspedes,* Carlos Ortiz Hidalgo*

RESUMEN

El carcinoma mamario es un grupo complejo de entidades bioldgicas
con caracteristicas patolégicas y comportamiento especifico. Para
determinar el tratamiento y predecir pronostico del carcinoma mama-
rio se necesita saber el tipo, tamafio y grado del tumor, los margenes
quirdrgicos y el estado de los ganglios linfaticos, asi como la expre-
sion de los receptores de estrégenos, progesterona y Her2/neu. Pe-
rou y colaboradores han estudiado el perfil genético de carcinomas
mamarios infiltrantes y los han subdividido en cinco tipos que inclu-
yen: 1) Sobreexpresion de Her2/neu, 2) luminal A, 3) luminal B, 4)
tipo basal, y 5) tipo normal. Estos grupos también pueden ser iden-
tificados por medio de inmunohistoquimica. La importancia de esta
clasificacion esta en los diferentes prondsticos clinicos, siendo los
tipos de sobreexpresion de Her2/neu y el tipo basal, los asociados a
peor prondstico. Recientemente, investigaciones gendmicas han de-
mostrado que las caracteristicas moleculares de las neoplasias ma-
marias tienen implicacion importante para el prondstico y para la de-
cision terapéutica. Se ha desarrollado un estudio de multigenes que
predice recurrencias y valora el beneficio de quimioterapia en un
subgrupo de pacientes con carcinoma mamario. El estudio de 21 ge-
nes conocido como Oncotype DX® (Genomic Health) es una prueba
de laboratorio con validacién clinica que predice la posibilidad de
recurrencia de cancer mamario infiltrante en pacientes en estadios
tempranos (RE positivos, y ganglios linfaticos negativos). Oncotype
DX® analiza una serie de genes especificos para determinar el «sco-
re de recurrencia» que corresponde a la posibilidad de que el carci-
noma mamario recurra en los siguientes 10 afios del diagnéstico ini-
cial. Esta prueba mide la expresién de cada gen por la técnica RT-
PCR utilizando ARN de tejido incluido en parafina. La genética mo-
lecular dara un mejor entendimiento de la biologia de tumores y esta
informacién puede ser usada para que clinicamente sean éstos clasi-
ficados de una manera mas precisa.
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ABSTRACT

Breast carcinoma is a complex group of distinct biological entities with
specific pathologic features and biological behavior. Tumor type, tu-
mor size, tumor grade, margin and nodal status along with estrogen
receptors, progesterone receptors and Her2/neu expression are used
to determine patient treatment and predict prognosis. Studying gene
profiling for invasive breast carcinoma, Perou et al. have classified
mammary carcinoma into five subtypes: 1) Her2/neu over expressing,
2) luminal A, 3) luminal B, 4) basal-like and 5) normal-like. These
groups may also be identified using immunohistochemistry. The im-
portance of this classification is the difference in clinical outcomes,
with Her2/neu over expressing and basal-like, associated with poor
prognosis. Recently genome research has provided evidence that the
molecular features of individual breast cancer may have important im-
plications for prognosis and therapeutic decisions. A multigene assay
has been developed, that predicts recurrence and assesses the benefit
[from chemotherapy in a subset of patients with breast carcinoma. The
21 gene assay known as Oncotype DX® (Genomic Health) is a clinical-
ly validated laboratory test, that predicts the likelihood of breast cancer
recurrence in women with newly diagnosed, early stage, (estrogen re-
ceptor positive and lymph node negative), invasive breast cancer. On-
cotype DX® analyzes a specific set of genes within a tumor to deter-
mine a recurrence score that corresponds to a specific likelihood of
breast cancer recurrence within 10 years of the initial diagnosis. The
test measures the expression of each gene by quantitative RT-PCR us-
ing RNA from formalin-fixed, paraffin embedded tissue. Molecular ge-
netic will provide a better understanding of the biology of individual tu-
mors, and this information can be used to more accurately classify
them in a clinically relevant manner.

Key words: Oncotype DX, molecular genetics,
breast carcinoma, multigene expression profile.

En la poblaciéon femenina mayor de 25 afios en
México, el carcinoma de mama es la segunda causa
de muerte por enfermedad neoplasica. De acuerdo
con los datos proporcionados por el INEGI, la mor-
talidad por carcinoma de mama tiene una tenden-
cia ascendente, con una tasa en el 2002 de 15.18
defunciones por 100,000 mujeres de 25 afios, lo
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que representa la muerte diaria de aproximada-
mente 10 mexicanas por cdncer de mama.!»?

El carcinoma de mama es una neoplasia heterogé-
nea desde el punto de vista clinico, morfoldgico, in-
munohistoquimico y molecular, lo que ha dado ori-
gen a diversas clasificaciones, donde cada tipo de
carcinoma presenta caracteristicas histopatoldgicas y
comportamiento biolégico propio.> Desde el punto
de vista molecular, se han identificado diversos ge-
nes potencialmente involucrados en el control del
crecimiento, muerte y diferenciacién celular. El estu-
dio de estos genes en diversos tumores ha permitido,
por un lado, comprender el comportamiento biol6gi-
co de las muchas neoplasias y a través de la cuantifi-
cacion de su expresion, ha sido posible, por otro
lado, individualizar el prondstico y el tratamiento de
algunos pacientes.*> Respecto al carcinoma mama-
rio, por medio del estudio de los patrones de expre-
sion de numerosos genes mediante microarreglos de
ADN vy su correlacion con las distintas variaciones
fenotipicas se ha realizado una clasificaciéon molecu-
lar y se han dividido los carcinomas mamarios en
cinco subtipos que son:*> 1) subtipo con sobreex-
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presion de Her2/neu, 2) subtipo luminal A, 3) subti-
po luminal B, 4) subtipo basal y 5) subtipo «normal»
(normal-like). Del subtipo luminal B se ha identifica-
do un pequefio subgrupo denominado luminal C,
que tiene comportamiento clinico distinto al luminal
B.>30 En esta clasificacién 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 17q22.24, incluidos
ERBB2 y GRB7, y expresion baja o nula de los re-
ceptores hormonales de estrogenos. El subtipo lumi-
nal A tiene elevada expresion para el gen de los re-
ceptores de estrogenos alfa, proteina de unidn
GATA-3, LIV-1, factor nuclear de hepatocitos alfa y
otros. El luminal B presenta expresion baja a modera-
da de los genes luminales especificos, incluido el de
receptores de estrégenos. El subtipo basal presenta
sobreexpresion de los genes que expresan las células
basales, demostrado por el fenotipo basal con expre-
sion inmunohistoquimica de queratina (CK) 5/6,
CK14, CK17, ademds de que no presenta expresion
de receptores hormonales ni de los genes de Her2/
neu (Figura 1). El subtipo normal, se le denomina de

Figura 1.

Carcinoma ductal invasor

«triple negativo» [RE (-), RP (),
Her2/neu 0+ (negativo)] con
fenotipo tipo basal.

(A) Células neoplasicas malignas,
pleomdrficas, con limites celulares
poco definidos y grado histoldgico
alto (H&E, 400X).

Con inmunohistoquimica muestran
positividad a citoqueratinas
«basaloides» (CK5/6) (B) y al
receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (C), con un
elevado indice de proliferacion
medido con Ki 67, 50% (D).
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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, ademas de una baja expresion del grupo de
genes de las células luminales.’>’"1 Lo anterior
confirma, desde el punto de vista molecular, lo hete-
rogéneo del carcinoma mamario.

La importancia practica de la clasificacion
molecular del carcinoma de mama radica en el
prondstico de los pacientes. Los subtipos de
peor prondstico son aquellos que tienen sobre-
expresion 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 TP53.3> De los
subtipos luminales, el tipo A es el de mejor pro-
nodstico, a pesar de que la expresion de los re-
ceptores de estrégenos sea variable. Los de peor
prondstico son del subtipo B + C, debido a que
presentan mayor riesgo de recurrencia.’ De ma-
nera interesante, cada subtipo tiene un compor-
tamiento clinico distinto en cuanto a los sitios
de recurrencia. Smid M y colaboradores® encon-
traron que los subtipos luminales presentan con
mayor frecuencia recurrencia en hueso, a dife-
rencia del subtipo basal que presentd recurren-
cia en mayor proporcion en los pulmones y en
el cerebro.

La genética molecular ha desarrollado nuevas
técnicas de cuantificacion de los perfiles de ex-
presion genética que permiten de manera indivi-
dualizada determinar el prondstico y la posible
respuesta al tratamiento hormonal y a la quimio-
terapia. 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 expre-
sion de 21 genes, con el que se obtiene un indi-
ce o score de recurrencia (Recurrence Score)
que determina el prondstico y respuesta al trata-
miento tanto hormonal como con quimioterapia
en el grupo de pacientes que presentan positivi-

dad a los receptores de estrégenos y ganglios
linfaticos negativos.!!-13

En este grupo (receptores de estrégenos positi-
vos y ganglios linfaticos negativos) que constitu-
ye aproximadamente el 50% de los carcinomas
de mama, los criterios del uso adicional de qui-
mioterapia no son concluyentes, por lo que exis-
ten pacientes «sobretratadas» y «subtratadas».
Hay estudios que indican que de las enfermas
que reciben Unicamente tamoxifeno, sélo alrede-
dor del 15% tendrdn recurrencia de la enferme-
dad dentro de los siguientes 10 afios; por tanto, si
se aplica a todas las pacientes quimioterapia, el
85% estarian sobretratadas y expuestas a los efec-
tos sistémicos y al elevado costo del tratamien-
to.!1-1415 Es por este motivo que se desarrollé el
estudio de expresiéon multigenética 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
histologico, estado hormonal y de Her2/neu; se
encontré que solamente el grado histolégico se co-
rrelaciond con el indice de recurrencia y que per-
miti6 predecir de manera significativa la recurren-
cia, el tiempo libre de enfermedad y la superviven-
cia. Posteriormente, esta prueba fue validada den-
tro 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-14.1216

Los 21 genes utilizados en la prueba de Oncoty-
pe DX® fueron seleccionados de un total de 250
genes estudiados en el carcinoma de mama, me-
diante 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® evaliia 16 genes funcionales o
relacionados al carcinoma y cinco genes de refe-
rencia, que son divididos en grupos'! (Cuadro I).

Para efectuar esta prueba se utiliza tejido del
carcinoma mamario incluido en bloques de para-
fina de donde se realiza la extraccién de ARN y
se aplica la transcriptasa reversa, con la obten-
cién de un ADN complementario (cADN) que es
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Cuadro I. Veintitin genes implicados en el Oncotype DX®.
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Grupo Grupo Grupo Grupo

de estrégenos de Her2 de proliferacion de invasion Otros Referencia

ER GRB7 Ki67 MMP11 GSTM1 Beta-actina

PGR HER2 STK15 CTSL2 CDé8 GAPDH

BCL2 Survivina BAGH RPLPO

SCUBE2 CCNB1 GUS
MYBL2 TFRC

posteriormente sometido a reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), donde la expresién de cada
gen es medido en triplicado y luego, de acuerdo a
los cinco genes de referencia, son «normaliza-
dos».!'! A continuacién, con un procedimiento
estandarizado mediante formulas computarizadas,
se mide el indice de recurrencia (RS: Recurrence
Score), cuyos valores van del 0 al 100. Las pa-
cientes se clasifican en tres grupos, el primero in-
cluye 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, 9.2 y 22.1%
a los cinco afios y de 6.8, 14.3 y 30% a los diez
afos, en los grupos de bajo, intermedio y alto
riesgo, respectivamente.!” Ademds, se pudo ver
que en las pacientes que recibieron solamente ta-
moxifeno, el grupo de alto riesgo tuvo un porcen-
taje 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 reci-
bieron combinacién de tamoxifeno y quimiotera-
pia 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 ries-
go se benefician dnicamente con el tratamiento
hormonal, ya que no presentaron mejoria en el
tiempo de recurrencia si se asocié con quimiote-
rapia. En cambio, en el grupo de riesgo alto, el
mayor beneficio se obtuvo con la asociaciéon de
tratamiento hormonal y quimioterapia. El grupo

problema es el intermedio, en el que el uso adi-
cional de quimioterapia no demostré datos esta-
disticos significativos ni suficientes para su im-
plementacién.>-17

De acuerdo con Sparano y Paik,!” hasta febre-
ro del presente afio se han realizado mdas de
40,000 casos y en el 25% de éstos el indice de re-
currencia modificé el tratamiento, principalmente
relacionado con terapia hormonal. Actualmente,
en los Estados Unidos, el Instituto Nacional de
Cancer (NCI) esta realizando un estudio de vali-
dacién clinica prospectiva relacionado con los
perfiles de expresion de estos 21 genes y su rela-
cién con la respuesta al tratamiento. En este estu-
dio, denominado TAILORX (Trial Assigning Indi-
vidualized Options for Treatment), utilizan distin-
tos rangos en relaciéon 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 hormonotera-
pia sola o combinada con quimioterapia.'6-1°

El costo de este estudio es elevado; sin embar-
go, hay trabajos que demuestran que el tratamien-
to guiado por el indice de recurrencia permite un
ahorro global significativo comparado con el uso
rutinario de tamoxifeno y quimioterapia combi-
nados.!6:20

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