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Biomarcadores del cancer de mama vs firmas genomicas:
hacia la biisqueda de una terapia personalizada
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Figueroa,**** Jesus Miguel Lazaro-Leon,”*** Héctor A Maldonado-Martinez,****** Vicente Valero

RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en
la mujer, y la mortalidad que provoca soélo es superada por la
de cancer de pulmon. La heterogeneidad bioldgica del cancer
de mama tiene implicaciones para el pronéstico y la toma de
decisiones terapéuticas. Actualmente, el prondstico de las
pacientes con cancer de mama y las decisiones terapéuticas
se basan en una serie de parametros clinico-patolégicos
(estado de los ganglios linfaticos, tipo y grado histoldgico,
tamano del tumor, estado de los receptores hormonales y
del oncogén HER2, entre otros). Una nueva clasificacion del
cancer de mama se basa en el analisis de la expresion de
multiples genes en cada tumor. En los ultimos afios se han
relacionado los fenotipos tumorales con los perfiles de ex-
presion genomica, tras el analisis por microarreglos de ADN
de las variaciones en los patrones de expresion gendmica.
Existen basicamente dos metodologias para la evaluacion
de perfiles gendmicos: perfil de expresion génica por medio
de microarreglos de ADN, que requiere de tejido congelado
o fresco y del uso de la RT-PCR para cuantificar la expresion
de los genes seleccionados prospectivamente sobre el tumor
embebido en parafina. Uno de los ejemplos mas exitosos y
ahora mas conocido es el denominado Oncotype DX. Este
método esta siendo empleado y comercializado en diversas
partes del mundo debido a su facil utilizacion al basarse en
biopsias diagndsticas fijadas en formol e incluidas en parafi-
na; ha demostrado alta reproducibilidad y consistencia en sus
resultados, ademas de un gran beneficio al lograr seleccionar
las pacientes que no podrian necesitar un tratamiento con
quimioterapia. En definitiva, en los ultimos afos se ha profun-
dizado en el conocimiento y el entendimiento de la biologia

ABSTRACT

Breast cancer is the most common malignancy in women
and causing mortality is surpassed only by the lung cancer.
Biological heterogeneity of cancer breast has implications
for prognosis and therapeutic decisions. Currently, the
prognoses of patients with breast cancer and treatment
decisions are based on a series of clinic pathological pa-
rameters (lymph node status, histological type and grade,
tumor size, status of hormone receptors and HERZ2 onco-
gene, etc.). A new breast cancer classification is based on
the analysis of the expression of multiple genes in each
tumor. In recent years there are molecular phenotypes as-
sociated with tumor genomic profiles, upon analysis by DNA
microarrays variations in patterns of genomic expression.
There are basically two methods for assessing genomic
profiles: a gene expression method through DNA microa-
rrays, which requires frozen tissue and the use of RT -PCR
to quantify the expression prospectively selected genes on
tumor Paraffin embedded tissues. One of the most successful
example methods and best known is called Oncotype DX.
This method is being used and marketed in various coun-
tries of the world due to its easy to use based on diagnostic
biopsies fixed in formalin and embedded in paraffin; de-
monstrated high reproducibility and consistency as well as a
great benefit to achieve results select patients who may not
require treatment with chemotherapy. In the last years, it has
deepened knowledge and understanding of molecular biology
of breast cancer, which has contributed to a progress in the
establishment of new predictive and prognostic genomic pro-
files in this type of tumor, making actually the new paradigm
of translational research in cancer.
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molecular del cancer de mama, lo que ha contribuido a un
avance en el establecimiento de nuevos perfiles gendmicos
predictivos y prondsticos en este tipo de tumor, haciendo
realidad el paradigma de la investigacion traslacional.

Palabras clave: Perfiles de expresion génica, microarreglos,
HER2, RE, Oncotype DX, firmas genémicas, cancer de mama.

INTRODUCCION

El cancer de mama es el tumor ginecolégico mas
comun en la mujer, con aproximadamente 180,000
nuevos casos diagnosticados en los Estados Unidos
de América en 2007, de los cuales aproximada-
mente 41,000 pacientes murieron por esta causa.l
El riesgo de desarrollar un cancer de mama a lo
largo de la vida de cualquier mujer se estima en un
12.6% (equivalente a una de cada ocho mujeres).!
Cuando se establece el diagnédstico de cancer de
mama, existen factores pronésticos y predictivos
que ayudan en la toma de decisiones sobre el
manejo y tratamiento. Se puede considerar como
factor pronéstico cualquier parametro conocido en
el diagnéstico o después de la cirugia, que se asocie
con la supervivencia, global o libre de enfermedad,
en ausencia de tratamiento adyuvante.2 Los fac-
tores que permiten identificar pacientes con mal
prondstico en principio son maés faciles de evaluar
y encontrar que los que sirven para reconocer pa-
cientes con muy buen prondstico; la razén radica
en que para la identificacién de estas iltimas son
necesarias grandes series de casos con seguimientos
prolongados. Un factor predictivo es cualquier valor
asociado al grado de respuesta de un tratamiento
especifico. En el cancer de mama temprano los
factores predictivos pueden ser determinantes por
su importancia a la hora de decidir el tratamiento
adyuvante, los cuales son mas ttiles que los factores
pronodsticos, aunque su identificacion es més com-
pleja, pues requieren de ensayos clinicos exigentes
para su evaluacién y su validacién, que deben ser
aleatorizados, con gran nimero de pacientes para
dotarlos de suficiente potencia estadistica, y ade-
mas deben partir de protocolos estandarizados para
la deteccion y cuantificacion del o los factores a de-
terminar. Por lo anterior, en los tltimos anos se han
logrado validar muy pocos factores predictivos, aun
cuando sepamos su importancia para evitar sobre-
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tratamientos en las pacientes oncolégicas.? En los
ultimos anos se ha descubierto un gran namero de
biomarcadores importantes en la regulacién de los
procesos implicados en la carcinogénesis, por lo que
en muchos estudios se han aplicado estos avances
para la identificacion y caracterizacién de factores
predictivos y prondsticos en el cAncer de mama. Asi
ha nacido en los tltimos anos lo que actualmente
conocemos como investigacion traslacional en on-
cologia (equivalente a trasladar los conocimientos
adquiridos en el laboratorio de investigacién a una
aplicacidn clinica), haciendo sinergia en la colabo-
racién entre los llamados investigadores basicos y
los investigadores clinicos. El grado histolégico, el
tamano tumoral, el estado de los ganglios linfaticos
axilares y el estudio de los receptores hormonales
en el tumor (receptores de estrégenos y de pro-
gesterona) son marcadores pronésticos utilizados
universalmente que en la actualidad, en conjunto
con los datos clinicos, establecen el tratamiento
empleado. Afortunadamente, en la actualidad se
ha iniciado el desarrollo de marcadores moleculares
que logran identificar la mejor o peor respuesta de
los tumores mamarios a los posibles tratamientos
hormonales quimio o radioterdpicos, asi como la
prediccién de posibles recaidas.

FACTORES TRADICIONALES PRONOSTICOS Y
PREDICTIVOS EN LA ACTUALIDAD

Las metastasis ganglionares

El estado de los ganglios linfaticos axilares es el fac-
tor prondstico méas importante del cancer de mama,
en ausencia de metastasis a distancia. Sabemos que
sin afectacién ganglionar la tasa de supervivencia
libre de enfermedad a los 10 anos es aproximada-
mente del 70-80%; esta cifra disminuye hasta un
35-40% cuando hay una afectaciéon ganglionar, y es
peor cuando existen 10 o mas adenopatias, bajando
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la tasa hasta un 10-15%.%5 Los carcinomas mamarios
drenan en uno o dos ganglios, los cuales se llaman
ganglios centinelas. El ganglio centinela es predicti-
vo del estado de los ganglios linfaticos siguientes en
la cadena, por lo que la biopsia selectiva del ganglio
centinela puede ayudar en la mujer a evitar la mor-
bilidad asociada con la diseccién axilar completa,
especialmente considerando que muchos carcinomas
mamarios no presentan metastasis ganglionares en
el momento del diagnéstico (etapa NO). En algunas
mujeres, especialmente en aquellas en las que el
tumor se localiza en los cuadrantes internos de la
mama, el ganglio centinela puede ser de la cadena
mamaria interna, que habitualmente no se biopsia
por la morbilidad asociada al procedimiento. Las
macrometastasis (aquellas de un didmetro > 2 mm)
tienen importancia prondstica debido a que los gan-
glios centinela en la actualidad se pueden someter
a un examen anatomopatolégico exhaustivo, que
incluye: cortes adicionales a intervalos regulares
e inmunohistoquimica para algunos marcadores
propios de la célula tumoral, o incluso a la reacciéon
en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa
(RT-PCR) para identificar ahora la expresién de los
genes de esas mismas proteinas. Por lo anterior,
ahora se logran detectar escasas células tumorales
en el parénquima del ganglio linfatico, lo que iden-
tifica cada vez mas un creciente ntimero de casos
con micrometastasis (0.2 - 2 mm) o con la presencia
de células tumorales aisladas (en grupos celulares
menores a 0.2 mm).

El tamano tumoral en la mama

El tamano tumoral del carcinoma mamario es el
segundo factor de prondstico més importante e in-
dependiente del estado y de los ganglios linfaticos
axilares. Sin embargo, el riesgo de metastasis en
ganglios linfaticos axilares aumenta con el tama-
fio del carcinoma.* Las mujeres con carcinomas
menores de 1 cm de didmetro sin adenopatias
tienen un prondéstico que se aproxima al de las
mujeres sin cancer de mama, por lo que la tasa
de supervivencia de estas mujeres a los 10 anos
sin tratamiento es de aproximadamente el 90%.
Por otro lado, méas de la mitad de las mujeres con
tumores mamarios > 2 cm de diametro tienen
metéastasis ganglionares y muy mal prondstico
para su enfermedad.
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Factores predictivos de respuesta a
tratamientos especificos

La mayoria de las pacientes con afectacién ganglionar
y/o carcinomas de mas de 1 cm de diametro se bene-
fician de alguna forma de tratamientos sistémicos. A
pesar de los avances en el conocimiento de la biologia
molecular del cancer de mama y de la enorme canti-
dad de biomarcadores descritos en los ultimos anos,
actualmente los tinicos tres marcadores validados
como factores predictivos de respuesta a tratamientos
especificos en este tipo de tumor son los receptores de
estrégenos, de progesterona y el oncogen HER2/neu.

Receptores de estréogenos y progesterona

En la actualidad, la determinacién de los receptores
hormonales (estrégenos y progesterona) se realiza por
inmunohistoquimica. Del 50 al 80% de los carcinomas
mamarios expresan receptores de estrégenos (RE), y
estos tumores son mas frecuentes en mujeres postme-
nopausicas. Estadisticamente, las mujeres con carci-
noma de mama con receptores hormonales positivos
tienen un prondstico ligeramente mejor que el de las
mujeres con receptores hormonales negativos. Sin
embargo, el alcance donde tiene utilidad la valoraciéon
de los receptores hormonales es en la prediccion de
la respuesta al tratamiento hormonal, de modo que
la decisién de recomendar a una paciente con cancer
de mama un tratamiento hormonal adyuvante debe
basarse en la deteccién de receptores hormonales en
el tumor.® La mayoria de los laboratorios han deter-
minado arbitrariamente que el 10-20% de células
tumorales positivas en una biopsia de estudio es el
punto de corte para definir la positividad de los re-
ceptores hormonales.” Sin embargo, en la actualidad
existen estudios donde se sugiere que las pacientes
con tumores que presenten aproximadamente el 1%
de células débilmente positivas, mejoran significativa-
mente en la supervivencia libre de enfermedad y en la
supervivencia global si son tratadas con tamoxifeno.®
En el tejido mamario, el tamoxifeno acttia como un
antiestrégeno, inhibiendo la unién del estrégeno a
su receptor y, de esta manera, disminuyendo la pro-
liferaciéon de las células tumorales RE-positivas. Los
beneficios del tamoxifeno se incrementan cuando el
tratamiento se prolonga durante cinco anos, resul-
tando en una reduccién anual del 50% en la tasa de
recidivas y del 28% en la tasa de mortalidad.?
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El oncogén HER2/neu

El gen HER2 (el segundo de los receptores del factor
de crecimiento epidérmico humano o también llama-
do c-erb-B2 o neu) codifica para una glucoproteina
transmembranal que interviene positivamente en el
control del crecimiento celular.!%!! No parece tener
un ligando especifico o atin no se ha caracterizado,
sino que al parecer actiia como correceptor de mul-
tiples factores de crecimiento. Existe sobreexpresién
del gen HER2/neu en aproximadamente el 20-30%
de los carcinomas mamarios. En mas del 90% de los
casos, la sobreexpresion de la proteina se debe a la
amplificaciéon del niimero de copias del gen por cada
célula (localizado en la regiéon cromosémica 17q21)
y puede determinarse la expresiéon de la proteina
mediante inmunohistoquimica, asi como el niimero
de copias del gen por hibridacién in situ con fluores-
cencia (FISH). Al igual que ocurre con los receptores
hormonales, la evaluacién del oncogén HER2 es muy
importante para determinar la respuesta al trata-
miento dirigido con el trastuzumab. El trastuzumab
es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
selectivamente contra las células tumorales que
expresan en su membrana la proteina HER2/neu y
su desarrollo ha supuesto un gran avance en el tra-
tamiento del cAncer de mama.!? El tratamiento con
trastuzumab en neoadyuvancia en tumores HER2
+ puede lograr la reduccién del tumor hasta en un
40% respecto a aquellas pacientes a las que no se les
administra este farmaco.!® Al utilizar el trastuzumab
en pacientes HER2 + en conjunto con quimioterapia,
se pueden obtener mejorias hasta en un 12% en la
supervivencia libre de enfermedad, y hasta en un 52%
menos de recaidas con una disminucién del 33% en
la mortalidad.'*

NUEVOS MARCADORES MOLECULARES
PREDICTIVOS DE RESPUESTA PARA EL
TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA:
LOS PERFILES DE EXPRESION GENICA

La heterogeneidad biolégica del cancer de mama
tiene implicaciones para el pronéstico y la toma de
decisiones terapéuticas. Una nueva aproximacién en
la clasificacién del cancer de mama mediante el ana-
lisis de expresion de multiples genes en cada biopsia
tumoral tiene como objetivos potenciales: Lograr una
mejor clasificacién de los tumores; una definicién del
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origen de esta enfermedad; un aumento en la capaci-
dad prondstica; y ayudar a una mejor eleccién entre
las diferentes opciones terapéuticas.!®

Hasta hace muy pocos anos, los cambios produ-
cidos en las células tumorales se estudiaban uno a
uno en pequenos grupos y en pequenas series de
tumores. Las nuevas tecnologias de microarreglos
permiten detectar y cuantificar simultaneamente
la expresion de hasta cientos de miles de secuen-
cias genéticas (potencialmente el genoma humano
completo). La gran ventaja de los microarreglos
es la capacidad de analizar simultaneamente los
cambios a nivel de la expresién génica, es decir,
la posibilidad de establecer un «retrato molecular
del cancer» para descubrir los patrones globales de
expresién que no seria posible detectar con las téc-
nicas convencionales. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que los niveles de RNAm no siempre se
correlacionan con los cambios en la expresion de las
proteinas. La cantidad de proteinas en cada célula
depende no sélo de la actividad transcripcional y tra-
duccional, sino también de la degradacién proteica
(vida media) y de la velocidad de transporte fuera
de la célula (traslocacién), por lo que son otros los
ensayos necesarios para determinar el contenido
proteico real en el tumor, como es la espectrometria
de masas o la utilizacién de geles bidimensionales.
La inmunohistoquimica utiliza anticuerpos para
detectar proteinas en cortes tisulares. Mientras
el tejido utilizado para obtener un perfil de expre-
sién de genes a partir del RNAm puede involucrar
células tumorales y células normales (epiteliales y
del estroma), la inmunohistoquimica tiene la gran
ventaja de permitir identificar el tipo celular que
expresa la proteina y la localizacién celular especi-
fica de la misma. Los estudios con microarreglos de
cDNA (DNA complementario obtenido a partir del
RNAm) han permitido identificar subtipos de cancer
de mama reconocidos previamente en el estudio mor-
fol6gico (por ejemplo, carcinomas lobulillares), por
expresion de proteinas (por ejemplo, los carcinomas
RE+ y HER2+) y por mutaciones de linea germinal
(por ejemplo, los carcinomas BRCA1 y BRCA2).
Asi, en el afio 2000 Pérou y cols!® describieron lo
que ahora se conoce como clasificacién molecular
del cancer de mama; esto se logra tras analizar,
mediante microarreglos de DNA, las variaciones en
los patrones de expresiéon genémica de 40 tumores
de cancer de mama humano y agrupar los fenotipos



Biomarcadores del cancer de mama vs firmas genémicas

jerarquicamente segiin su «huella genética». Como
resultado més importante, logran separar los tumo-
res en diferentes subtipos con diferencias biol6gicas
y pronoésticas:

a) Subtipo basal epitelial: Caracterizado por la
ausencia o minima expresién de receptores de
estrégeno (RE) y HER2 (triple negativo), elevada
expresion de citoqueratinas 5/6 y 17 (mioepitelia-
les), laminina, etc. A diferencia de otros subtipos,
este grupo de tumores presenta alta frecuencia
(82%) de mutaciones en TP53 y expresion de pro-
teina p53 (TP53 funciona como punto de control
«checkpoint» en el ciclo celular desencadenando
respuestas ante el dano del DNA, asi como en
reparacién y apoptosis). Los tumores de tipo basal
reciben este nombre por su perfil de expresion
gendmica similar a la de un epitelio celular basal
normal y a células mioepiteliales normales. Tam-
bién comparte caracteristicas histoldgicas con las
células basales epiteliales de la mama normal, y
muestra una elevada tasa proliferativa, necrosis
central con margen infiltrativo, asi como escaso
estroma, frecuentes células apoptéticas, respues-
ta linfocitica y estromal, caracteristicas similares
a las observadas también en los carcinomas que
aparecen en mujeres portadoras de mutacién en
el gen BRCA1.17

b) Subtipo HER2 +: Ausencia o minima expresién
de RE, elevada expresiéon de HER2. El perfil
de expresién revela no sélo copias aumentadas
de RNAm del gen HER2/neu, sino también un
aumento en la transcripcién de otros genes adya-
centes que estan amplificados en este segmento
de DNA, como GRB7.

¢) Luminal A: Caracterizado por la elevada expre-
sion de RE, proteina 3 de un complejo de unién de
GATA, proteina de unién a caja-X, el factor 3, el
factor nuclear 3-alfa de hepatocito LIV-1y regu-
lada por estrégeno. Comparte caracteristicas con
las células epiteliales luminales que se desarro-
llan a partir de la capa interna de revestimiento
del ducto mamario.

d) Luminal B y C: Baja a moderada expresién de
genes especificos de perfil luminal incluyendo los
de grupo de RE.

Posteriormente, dos grupos de trabajo diferentes
compararon muestras de tumores de mama de baja
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y alta agresividad e identificaron perfiles genémi-
cos («firmas de genes»), con capacidad prondstica,
predictivos del comportamiento clinico.'®19 A éstos
siguieron algunos otros hallazgos en esta misma
linea,?%27 incluyendo un nuevo perfil de 186 genes,
publicado el ano 2007, que se correlaciona con la su-
pervivencia no sélo en cincer de mama sino también
en cancer de pulmon, de préstata y meduloblastoma,
denominado «perfil génico de invasividad» y obte-
nido a partir de células con capacidad tumorigénica
(préximas a las células madre).?® Otro perfil se
reporté a partir del estudio del papel que podrian
desarrollar los fibroblastos asociados al tumor en la
progresion tumoral. Se plante6 la posibilidad de que
el patrén de expresion genémica de los fibroblastos
en cultivo estimulados por suero podria relacionarse
con el patrén génico de los fibroblastos en tejidos
lesionados («los tejidos danados»), incluyendo los
tejidos danados por un tumor invasivo. Asi, las
pacientes con tumores que expresan este perfil de
«respuesta al dafio» tendrian una peor evolucién.2’
El anélisis de la expresién de multiples genes puede
ayudar a predecir la evolucién clinica en pacientes
con cancer de mama en estadio precoz, e incluso
la informacién obtenida puede tener mayor valor
predictivo que las caracteristicas patoldgicas clinicas
y pronoésticas consideradas como estandar. Parece
que los tumores que mejor responden a la terapia
neoadyuvante como el subtipo basal o HER2 +
difieren frente a los tumores resistentes o no res-
pondedores29-31 Los perfiles de expresién génica
podrian permitir la estratificacion de determinados
subgrupos en categorias pronésticas definidas de
forma diferente.!819:32-3¢ Un 4rea de desarrollo de
gran crecimiento en la investigacion oncoldgica es la
identificacién de un perfil de expresion génica para
predecir la respuesta a la terapia.?® Dentro de las
metodologias para determinar una firma molecular
0 gendmica, existen hoy dos aproximaciones para la
evaluacion de perfiles génicos: i) El perfil de expre-
sién génica por medio de microarreglos de DNAc, que
requieren de tejido mamario fresco o congelado3® y,
por otro lado, el uso de la técnica de RT-PCR para
cuantificar la expresion de los genes seleccionados
en tumores fijados en formol e incluidos en parafi-
na, de los que el gjemplo seria el mas conocido test
Oncotype DX,22 cuyas principales caracteristicas
se comentan a continuacién, junto con otras firmas
gendmicas.
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LA FIRMA DE AMSTERDAM

Es la serie publicada hasta la fecha procedente de
Holanda (por ello denominada Firma de Amsterdam);
se analizaron inicialmente una serie de 117 tumores
que fueron posteriormente validados en una cohorte
de 295 carcinomas de mama en estadios I-II con re-
lacién al perfil pronéstico de 70 genes relacionados
con el ciclo celular, la angiogénesis y la invasividad
(distinguiendo si habian recaido antes o después de
5 anos). Este conjunto de genes permitié clasificar
a los tumores como de mal pronéstico (n = 180) o
de buen pronéstico (n = 195).18 El perfil genémico
mostré, a 10 anos, diferencias entre los grupos de
buen y mal pronéstico en la supervivencia global (95%
vs 55%) y supervivencia libre de metéstasis (85% vs
51%), respectivamente. Este perfil génico de 70 ge-
nes posteriormente ha sido validado en una serie de
pacientes sin afectacién ganglionar axilar.3” Por su
caracter retrospectivo, el estudio holandés debe ser
considerado como generador de hipétesis, pero de nin-
guna manera suficiente como para justificar su uso
clinico rutinario. El estudio MINDTAC (Microarreglo
para la enfermedad nodo negativo, puede evitar la
quimioterapia) en el que se comparan pacientes sin
afectacion ganglionar axilar, los criterios habituales
histopatolégicos/clinicos frente a una evaluacién
de perfil genémico contribuird a aclarar diversas
interrogantes. Por ejemplo: épuede un esquema de
docetaxel y capecitabina sustituir con ventaja a otro
basado en antraciclinas?

LA FIRmA DE ROTTERDAM

La denominada Firma de Rotterdam (indice de grado
gendmico) fue descrita en una serie inicial de 286
carcinomas de mama en estadio NO que no habian
recibido quimioterapia adyuvante.’® La serie se di-
vidié en un grupo de estudio (115 tumores, 80 RE +
y 35 RE-) y un grupo de validacién (171 tumores).
Se concluy6 una firma molecular constituida por un
conjunto de 76 genes relacionados con el ciclo celular,
la progresion tumoral y la proliferacion celular. Es-
tos 76 genes se dividieron en un conjunto de 60 con
valor pronéstico en tumores RE+ y otro conjunto
de 16 genes con valor pronéstico en los carcinomas
RE-. Ademas, este perfil de expresion génica se aso-
ci6 al grado histolégico del tumor, proponiendo ser
de ayuda para establecer el grado histolégico y su
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valor pronéstico, particularmente en tumores grado
2 (moderadamente diferenciados) y resulté ser un
predictor independiente del riesgo de metéstasis. Este
perfil, basado en la expresién de 76 genes, ha sido
validado en un ensayo multicéntrico en 180 pacientes
con cancer de mama etapa NO, y que no recibieron
quimioterapia adyuvante.?® Este estudio permiti6
discriminar grupos de pacientes que desarrollaron
metastasis luego de 10 anos: 94% vs 65%.

LA FIRMA DE 21-GENES O LLAMADO
OncoTtyPe DX

Un trabajo pionero en la utilizacién de muestras
parafinadas fue el de Cronin y cols,?® en el que se
analizaban muestras de cancer de mama fijadas en
formol e incluidas en parafina utilizando la técnica
de RT-PCR en el formato de tarjeta microfluidica.
Paik y cols?? analizaron 651 muestras parafinadas
de pacientes con carcinoma de mama con extension
ganglionar e inmunohistoquimica positiva para el
receptor de estréogenos. En este trabajo, identificaron
un perfil de expresion que logra predecir el riesgo
no sé6lo en recaida sino también el beneficio a la
quimioterapia en cancer de mama. En base a estos
resultados se disenié un test que incluye 21 genes (16
genes diana implicados en el desarrollo del cancer de
mamay 5 genes de referencia) que han sido patenta-
dos con el nombre de Oncotype DX y que posibilité
el disefio de un algoritmo predictivo de riesgo (La
puntuacién de recurrencia) agrupando el resultado
en tres categorias prondsticas: Alto riesgo (> 30%,
Riesgo de recaida); Riesgo intermedio (= 18% y =<
30%) y Bajo riesgo (< 18%). La expresi6n elevada de
genes «favorables», como el grupo de los regulados
por el receptor de estrégenos, GSTM1 o Bag1 resulta
en una puntuacion de recurrencia baja, mientras que
la expresion elevada de genes «desfavorables» como
HER2, grupo de genes relacionados con invasién, y
CD68 genera una puntuacién elevada. Actualmente
se est4 llevando a cabo un ensayo clinico iniciado en
mayo de 2007 patrocinado por el Instituto Nacional
del Cancer Americano (NCI): Asignacién individua-
lizada de Opciones de prueba para el tratamiento o
TAILORXx, con el fin de evaluar si los genes asociados
frecuentemente con el riesgo de recidiva entre las mu-
jeres con cancer de mama en etapas iniciales pueden
ser utilizados en la practica diaria para asignar a las
pacientes el tratamiento mas efectivo y adecuado.
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De hecho, la utilizacién de este ensayo se recoge en
el compendio de recomendaciones para el uso de
marcadores tumorales en cancer de mama revisado
en las ultimas reuniones de ASCO,3 asi como en la
guia de la préctica clinica en cancer de mama del
NCCN (National Comprehensive Cancer Network)
(www.ncen.org). El Oncotype DX ha demostrado no
sblo la capacidad prondstica sino también predictiva
del beneficio obtenido con el tamoxifeno. Para el uso
de la hormonoterapia en cdncer de mama se disen6
un estudio (estudio B-14), en donde se demostré que
las pacientes con puntuacién de recurrencia alta no
se beneficiaban del tratamiento con tamoxifeno,
mientras que los grupos de puntuacién baja o inter-
media obtenian un beneficio sustancial.*? Ademas, se
han efectuado estudios de validaciéon externos. Por
ejemplo, Habel y cols*! publicaron un grupo de casos
(n = 220) y controles (n = 570) de caracteristicas
similares. Después de correlacionar el tamano y el
grado histol6gico con la puntuacién de recurrencia
proporcionada por el Oncotype DX, se correlacion6
bien con el riesgo de mortalidad a 10 anos por can-
cer de mama en pacientes con tumores mamarios
positivos a estrégenos y tratadas con tamoxifeno.
Atln mas importante todavia es la capacidad de la
prueba (Oncotype DX) de predecir el beneficio de la
quimioterapia adyuvante en las pacientes con una
puntuacion alta de recurrencia. Este aspecto ha sido
estudiado en los casos incluidos en el estudio NSABP
B-20 con cancer de mamas sin afectaciéon ganglionar
y receptores negativos tratados con tamoxifeno con/
sin quimioterapia adicional (CMF o MF). Los datos
obtenidos de un subgrupo de 651 pacientes mostraron
que los casos de recurrencia con una puntuacién alta
presentaban un gran beneficio de la quimioterapia ad-
yuvante (HR 0.26, disminucién de recidiva a 10 anos:
27%), mientras que una puntuacién de recurrencia
baja significaba un minimo beneficio (0 ninguno):
disminucién de recidiva a 10 afnos: 1.1%.42

CONCLUSIONES

En la actualidad, una gran limitacién importante para
establecer estudios de expresién génica en el cancer
es la obtencion de suficientes tumores en fresco con
calidad en el manejo y su preservacion, para que asi
se pueda garantizar que los resultados obtenidos sean
significativos. La utilizacién de muestras fijadas en
formol e incluidas en parafina, y tal como se conser-
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van de forma rutinaria en los servicios de Patologia,
tiene como principal ventaja el acceso a grandes series
de pacientes, lo que permite seleccionar retrospecti-
vamente una casuistica y seguimiento bien definidos.
El analisis molecular, especialmente mediante qRT-
PCR o PCR-microarrays ofrece, como hemos visto, un
gran potencial aplicado al diagnéstico, pronéstico y
prediccién de respuesta al tratamiento, pero requiere
de un RNA de elevada calidad, lo que no siempre esta
disponible en cualquier centro hospitalario. El inico
inconveniente que ofrecen las muestras en parafina
es el defectuoso estado de conservacién de su material
genomico debido al proceso de fijaciéon. Los tultimos
avances técnicos han permitido que actualmente se
purifiquen las biomoléculas de mejor calidad, con un
rendimiento aceptable. Esto ha logrado que cada vez
sea mayor el nimero de trabajos de cribaje génico que
utilizan estas muestras como material de estudio.
Evidentemente, es necesario hacer referencia a
las limitaciones que plantean el analisis de los mi-
croarreglos en la estimacion de riesgo en cancer de
mama.*345 Algunos autores han llegado incluso a
poner en duda la ventaja que los nuevos marcadores
tienen frente a los marcadores clinicos clasicos, tras
comparar el perfil de 70 genes con una combinacién
de indices pronésticos convencionales multivariables
sobre el propio conjunto de datos obtenidos de la serie
de Van’t Veer y cols.*® También es muy interesante
el hecho de que el perfil de 70 genes de Amsterdam
y el denominado perfil de Rotterdam de 76 genes,
a pesar de mostrar un disefio estadistico y clinico
muy similar, s6lo comparten 3 genes en comun. Esta
observacién podria deberse al uso de plataformas de
microarreglos diferentes y sobre todo a la variabilidad
de las firmas o perfiles genémicos utilizados. Mas atn,
la posterior reevaluacion de los datos de la Serie de
van’t Veer y cols ha demostrado que la Firma genémi-
ca/Perfil molecular no es tnica, sino que el conjunto
de datos obtenidos de las matrices de microarreglos
contiene multiples perfiles (o firmas) que también se
correlacionan con la supervivencia de las pacientes,*’
y esto ha sido confirmado para otras propuestas de
perfiles genémicos.*® Esta paradoja puede explicarse
por la pequena correlacion clinica entre los genes y
la evolucidn del cancer, lo que hace dificil identificar
los genes con mayor poder predictivo. Ademas, el pro-
ceso de seleccion de los genes depende en gran parte
del conjunto de pacientes utilizados para desarrollar
el modelo predictivo. Existen también dificultades
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importantes, como el uso de muestras de pequeno
tamano y el uso de tecnologias muy sensibles y poco
reproducibles. Otro de los problemas caracteristicos
de los perfiles génicos es el aumento del sesgo del uso
de las muestras disponibles, que no logran adecuada-
mente representar a la totalidad de pacientes incluidos
en el estudio. Es necesario efectuar una validacién
posterior, de manera externa a donde se originé el test,
mediante su uso en diferentes laboratorios que pueda
confirmar que los métodos utilizados son reproduci-
bles y pueden ser aplicados de forma generalizada.
Finalmente, hemos visto que el perfil de expresion
del RNAm en el cdncer de mama es una potente
herramienta que ha permitido obtener informacién
muy util relativa a la biologia molecular del cancer
de mama. En los tltimos anos se han desarrollando
herramientas analogas para analizar perfiles de DNA
y expresion de proteinas. Ademés de identificar los
tipos tumorales, también en el cancer de mama se
han utilizado las matrices de RNAm para predecir el
pronodstico y la respuesta al tratamiento. Actualmente,
realizar perfiles transcripcionales resulta inviable en
cada caso clinico de cancer de mama, aunque hay fir-
mas moleculares basadas en un nimero relativamente
reducido de genes que han sido validadas para el uso
clinico, contribuyendo indiscutiblemente a lo que se
ha denominado la «terapia personalizada» (tailored
therapy). En los Gltimos afos se han disenado proto-
colos que permiten extraer RNA de calidad suficiente
a partir de muestras de cancer de mama fijadas en
formol e incluidas en parafina y la técnica de qRT-PCR
parece una herramienta adecuada para este tipo de
estudios e, incluso, ya se esta utilizando como técnica
de apoyo para seleccionar aquellas pacientes que se
beneficiaran del tratamiento adyuvante en el caso
del cancer de mama (Oncotype DX). Para finalizar,
actualmente se desarrollan ensayos clinicos que en
los préximos anos nos ofreceran informacion sobre el
verdadero alcance clinico de esta nueva herramienta
molecular orientada al prondstico y a la seleccion
del tratamiento adyuvante mas adecuado para cada
paciente con cancer de mama.
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