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RESUMEN

OBJETIVO: Experiencia con prueba de 70 genes
(Mammaprint®), en evaluacion y tratamiento de pacientes
con cancer de mama y comparar determinacién de niveles
de receptor de estrogeno, receptor de progesteronay HER2
por inmunohistoquimica con andlisis por microarray (Target
Print). METODO: 66 pacientes de la Unidad de Mastologia
de la Clinica Leopoldo Aguerrevere, estadio I aIl, ganglios
clinicamente negativos con pruebade MammaPrint®y Target
Print seles realiz6 mastectomia o cirugia preservadora mas
ganglio centinelae inmunohistoquimica. RESULTADOS:
De 66 pacientes 86,8 % tratadas con cirugia preservadora
mas ganglio centinela. 46,9 % fueron ganglios positivos
incluyendo 3 micrometastasis (4,5 %). Receptores
hormonales positivos, para estrégenos y progesterona en
63 % evidenciandose concordancia del 79 % entre estos,
la inmunohistoquimica y Target Print. 2 pacientes fueron
discordantes para HER?2 (3 %) comparando los dos métodos,
fueron evaluados por FISH y concordaron con resultado
final del Target Print. 66 pacientes, 42 (64, %) clasificados
de alto riesgo genético, indicandose quimioterapia a pesar
de lo que establecieron factores clinicos patolégicos. 24
pacientes (36 %) clasificadas de bajo riesgo se tomaron
en cuenta factores clinico patolégicos y resultado de
Mammaprint® para terapia adyuvante. CONCLUSION:
La prueba genética Mammaprint® es una herramienta
mas, de altisima utilidad, para complementar decisién del
tratamiento adyuvante en pacientes con cancer de mama. El
analisis por microarray muestra una altisima concordancia
con inmunohistoquimica /FISH y provee una informacién
objetiva del estatus de receptores hormonales en cancer
de mama.

PALABRAS CLAVE: Cancer, mama, perfil, expresion
genética, 70 genes.

SUMMARY

OBJECTIVE: We show our experience with test of 70 genes
(Mammaprint®),inevaluation and the treatment patients with
breast cancer, we evaluated the (Target Print) microarray
expression level of estrogen receptor, progesterone
receptor and HER2 compared with immunohistochemistry.
METHOD: 66 patients with breast cancer were evaluated in
the breast cancer Unit Leopoldo Aguerrevere, with clinical
stage I-II, and node negative, with Mammaprint® test and
Target Print, who were to mastectomy or conservative
surgery and sentinel node. RESULTS: 66 patients 86 %
was treated by conservative surgery and the sentinel node.
46.9 % were node-positive including 3 micro-metastases
(4.5 %). Hormone receptors were expressed as positive
for estrogen and progesterone in 63 % the concordance
between microarray and immunohistochemistry was 79
%. Two patients were discordant for HER2 receptor (3
%) what shows high concordance between both methods.
Additional FISH was used in these cases; they were
concordant with microarray analysis (Target Print). 66
patients, 42 (64 %) were classified as high genetic risk,
indication of chemotherapy in spite of what established
the pathological clinical factors. 24 patients (36 %) were
classified as low risk considered pathological and clinical
factors besides Mammaprint®to indicated adjuvant therapy.
CONCLUSION: Mammaprint® genetic testing is a tool
of high utility, to complement the decision of adjuvant
treatment in patients with breast cancer. The microarray
analysis (Target Print) shows high concordance with
immunohistochemistry/FISH and provides an additional
objective assessment of tumor receptor status in breast

cancer
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INTRODUCCION

os factores prondsticos y

predictivos para la evolucién del

cancer de mama, estan bien

establecidos, consolidados y

validados. Sin embargo, los

pacientes con céncer de mama
con el mismo estadio de la enfermedad pueden
tener unarespuestaal tratamiento y unaevolucién
muy diferentes. Los predictores mas importantes
de metéastasis (por ejemplo, el estado de los
ganglios linfaticos y el grado histolégico) no
logran clasificar con precision los tumores de
mama en funcién de su comportamiento clinico.
Se necesitan nuevos y mas precisos factores
predictivos para la evaluacién y tratamiento de
esta patologia (»,

Losestudios genéticos del cancerde mamahan
demostrado ser factores prondsticos y predictivos
de gran utilidad y en diversos estudios han
establecidounadisminucién en laadministracion
de quimioterapia en aproximadamente un 30 %
de pacientes receptores hormonales positivos
ganglios negativos, determinando un grupo de
pacientes de buen prondstico que no se benefician
de quimioterapia y estableciendo con mayor
precision el grupo que si lo amerita.

A pesar de que el estatus ganglionar
estd considerado como uno de los factores
prondsticos mas importantes, 25 % a 30 % de
los pacientes ganglios positivos permaneceran
libres de enfermedad a distancia. Estudios en
curso como el de a Mook S y col., con la firma
prondstica de 70 genes (Mammaprint®) podemos
identificar paciente con 1 a 3 ganglios positivos
con buen pronéstico de su enfermedad que no se
beneficiardn de quimioterapia @. Asi como el
estudio de Straver y col., en el que nos permite
identificar pacientes que responderdn o no a la
quimioterapia neoadyuvante @,

Los perfiles de expresion genética apoyan la
hipétesis que los cdnceres de mama receptor de
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estrogeno (RE) +/(RE) - se originan en distintos
tipos celulares. Y ademads los marcadores de
inmunohistoquimica carecen de estandarizacion
y validacién.
Losnivelesenlosreceptoresdeestrogeno (RE),
receptor de progesterona (RP) y la sobreexpresion
del HER2 son factores determinantes en el
tratamiento y prondstico del cancer de mama
y hasta la actualidad la inmunohistoquimica
es el método predominante en el estudio de los
mismos. Sin embargo, creemos que se necesita
validar y evaluar la concordancia y seguridad
del anélisis por microarray de la expresion de
RE, RP, y HER 2 con la inmunohistoquimica
porque se han evidenciado variabilidades inter-
laboratorio (técnicas de fijacién del tejido,
eleccion del anticuerpo e interpretacion) lo que
podria variar los resultados y encontrar falsos
positivos o negativos en un porcentaje de casos
del 30 % o mas segun diferentes estudios ©.

En este estudio preliminar demostraremos
nuestra experiencia con la prueba de 70 genes
(Mammaprint® 70 gene prognostic signature),
los factores clinico patolégicos asociados al
alto o bajo riesgo, la concordancia de los RE,
RP y HER2 con la inmunohistoquimica y
posteriormente la evolucién y el tratamiento de
estas pacientes con cancer de mama.

METODO

Se evaluaron 70 pacientes con cancer
de mama en la Unidad de Mastologia de la
Clinica Leopoldo Aguerrevere, estadio I-II, con
ganglios clinicamente negativos, con la prueba
Mammaprint® (70 gene prognostic signature)
realizando mastectomia parcial o cirugia
preservadora de la mama més ganglio centinela
y diseccidn axilar en los casos en que el ganglio
centinela fuera positivo.

La pieza operatoria se lleva a la unidad

de anatomia patolégica e inmediatamente se
toma la muestra de la zona macroscépicamente
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mads representativa del tumor y se coloca en
la solucién preservadora que incluye el kit de
Mammaprint® (Figura 1). Incluimos en parafina
el tejido que rodea el drea de dicha toma para
verificar posteriormente la presencia de tumor

en las laminas histologicas y asegurarnos que la
muestra es suficiente para el estudio (Figura 2).

Ademas se realiz6é andlisis por microarray
de la expresion de RE, RP y HER2 a través
del test Target Print. Y se compard con la

Figura 1. Toma de muestra de la zona macroscépicamente mds representativa del tumor y colocacién en la
solucién preservadora que incluye el kit de Mammaprint®.

B 2050-0%
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Figura 2. Incluimos en parafina el tejido que rodea el 4rea de muestra para verificar posteriormente la presencia
de tumor en las ldminas histolégicas y asegurarnos que sea suficiente.
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inmunohistoquimica realizada en el laboratorio
de anatomia patolégica de la clinica Leopoldo
Aguerrevere en 66 pacientes con cancer de mama.

Y a los casos HER2 discordantes o 2+
por inmunohistoquimica se le realizé FISH
(fluorescence in situ hybridization) el cual fue
util para determinar el resultado final del mismo.

RESULTADOS

De las 70 pacientes evaluadas, cuatro
resultaron inadecuadas para la prueba por lo
que fueron excluidas. De las 66 pacientes
restantes el 86 % (57) pacientes fueron tratadas
con cirugia preservadora mas ganglio centinela
y el 14 % con cirugia radical. El 55 % de las
pacientes tenian edades comprendidas entre los
41 y 60 anos de edad (promedio 53,8 afnos). El
13 % de nuestras pacientes (9) eran menores de
40 anos. El tipo histolégico predominante fue
el carcinoma ductal infiltrante representando el
59 % de los pacientes (39), el lobulillar 18 % y
los papilares 18 %.

Los ganglios fueron positivos en el 46,9 %
de las muestras, incluyendo tres pacientes con
micrometastasis que representaronel 4,5 %. En
lamayoriade las pacientes (35) fueron negativos,
es decir, un 53 %. Evidenciando que el 81 %
correspondié a 1-3 ganglios positivos y solamente
en 6 pacientes (19 %) se encontraron més de 4
ganglios positivos.

Losreceptoreshormonales se expresaron como
positivos tanto de estrégenos y de progesterona
en el 63 % de los casos por microarray y en el
65 % de los casos por inmunohistoquimica. La
expresion del Her 2 Neu fue positiva en el 22 %
de los casos (11 pacientes).

Los receptores hormonales por microarray
(Target Print), fueron concordantes con la
inmunohistoquimica en el 79 % de los casos,
con 13 pacientes discordantes (19,6 %). Solo 2
pacientes (3 %) no concordaron el HER2, y dos

Rev Venez Oncol

pacientes resultaron HER2 indeterminado por
2+, los cuales fueron negativos por microarray.
Estos 4 casos se enviaron a corroborar con
FISH, y todos concordaron con el resultado
por microarray (larget Print). Sin embargo,
el 97 % de los casos tuvo una clasificacion
idéntica tanto por inmunohistoquimica como
por microarray para HER2, lo cual nos habla
de una altisima concordancia. La evaluacion
de los casos concordantes y discordantes entre
la inmunohistoquimicay el Target Print fueron:
(HER?2 concordante en el 97 % de los casos y 3
% discordante. RE/RP concordante en 79 % de
los casos y discordante en 21 %.

De los 66 pacientes, 64 % (42) fueron
clasificados de alto riesgo por la prueba genética
Mammaprint®y 36 % (24) fueron clasificadas de
bajo riesgo. En el primer grupo de pacientes de
altoriesgo el valor de Mammaprint® se sumé alos
factores clinicos patolégicos paralaindicaciéon de
quimioterapia adyuvante, aunque estos ultimos
fueran de buen pronéstico. En los de bajo
riesgo se tomaron en cuenta los factores clinicos
patolégicos y el resultado Mammaprint® para
decidir terapia adyuvante ya fuera quimioterapia
y/uhormonoterapia. El grado nuclear I se asocid
al bajo riesgo en el 77,7 % de los casos y a alto
enel 22,0 %. Contrariamente, el grado nuclear
III se asocia al 86,3 % de los casos de alto riesgo
y solo 13,5 % de los de bajo riesgo.

El alto riesgo estuvo asociado a ganglios
positivos en el 71 % (22/31 casos) con tres
micrometdstasis; con receptores hormonales
negativos (18/18 casos) 100 %y al Her2 positivos
9/11 casos (81,8 %). Es importante destacar que
13 delos 13 casos triple negativo por microarray
fueron clasificados como de alto riesgo.

DISCUSION

En los estadios tempranos del cédncer de
mama, la cirugia es el tratamiento principal y,en
conjunto con la radioterapia, pueden controlar



6 Evaluar los perfiles de expresidon genética

la enfermedad locorregional en la mayor parte
de los casos. Sin embargo, alrededor de 30 %
de los pacientes morira finalmente debido a una
enfermedad diseminada. Es por esto que se han
desarrollado tratamientos adyuvantes (hormono
0 quimioterapia). Desde tiempo atrds se conoce
la heterogeneidad del cancer de mama. Los
factores prondsticos tradicionales no satisfacen
por completo latoma de decisiones terapéuticas.
Se necesitan factores prondsticos mas precisos
para diferenciar a las pacientes segun el tipo de
riesgo 2,

El desarrollo de la expresién genética por
microarreglos y la tecnologia relacionada
proporcionan un perfil mas preciso de la
enfermedad. La clasificacion molecular puede
ser mas poderosa que la histopatologia como
factor predictivo de los diferentes tratamientos.
Esto resultaria en un uso menos frecuente y
mas selectivo de la quimioterapia y con ello la
ventaja considerable de reducir la toxicidad y
los costos ©.

Elproyectodel genomahumanoy el desarrollo
delaaltatecnologiarespecto alos microarreglos,
proporciona la oportunidad para comprender el
perfil molecular del cancer de mama . Perou
y col., estudiaron los patrones de expresioén
genética en células epiteliales de la gldndula y
del cancer de mama ®.

En el 2002, Van’t ver y col., realizaron
un estudio acerca de la prediccion del perfil
genético y sus resultados clinicos en el cancer
de mama, proponiendo este método para
seleccionar a pacientes que puedan beneficiarse
de la quimioterapia ®. En el 2003 Sorlie y col.,
refinaron esta clasificacion molecular 49,

Se determinaron por microarreglos de ADN
varios subtipos de céncer de mama que se
diferencian en su patréon de expresién genética
610 v en su pronéstico !V, patrén que persiste
en sus metastasis >, El cancer de mama se
divide en dos grupos basados en la presencia de
expresion genéticadel RE, el cual se haobservado
como el mayor factor discriminador del subtipo

molecular. Este perfil de expresién genética
revelo tres subtipos por RE: el luminal A, el
B y el C, aunque la estabilidad de este ultimo
subgrupo atin no esta clara. El RE- comprende
HER-2neu, al tipo basal y tipo normal.

Varios estudios han usado los microarreglos
para clasificar los tumores en base a su perfil
de expresion genética 1419, Estos estudios han
revelado en forma consistente una diversidad
molecular en el cdncer de mama que en forma
frecuente corresponderd a diversos tipos de
fenotipos.

La prueba de 70 genes en cdncer de mama
(Mammaprint®) fue investigada en tumores
de céncer de mama infiltrantes con los tres
ganglios axilares positivos. El presente estudio
demostré que el diagnéstico molecular puede
identificar un grupo de pacientes de bajo riesgo
con ganglios axilares positivos, los cuales
tradicionalmente fueron clasificados comode alto
riesgo en los factores prondsticos tradicionales
anatomopatolégicos 3'9. En nuestro estudio
se logré identificar 9 de 31 pacientes ganglios
positivos que reportaron bajo riesgo segun
Mammaprint®,es decir,un 29 % de las pacientes
ganglios positivos que podrian no beneficiarse
de quimioterapia. Esto serd validado de manera
prospectiva en el ensayo MINDAC.

Knauer M, en un estudio multicéntrico
desarroll6 y validé el prondstico del cancer de
mama, utilizando la prueba de Mammaprint®
y demostré que los pacientes de bajo riesgo
no se beneficiaban del uso de quimioterapia
afiadido alahormonoterapia,en cambio con esta
combinacion se alcanzé un alto beneficio en las
pacientes de alto riesgo ©. Este resultado en
el analisis multicéntrico no solo confirma que
el perfil genético de 70 genes es un indice de
prondstico valido e independiente para el cancer
de mama, sino que ayuda a indicar en forma
certeralaterapiacoadyuvante ?. Destacando en
nuestro estudio que el 100 % de las pacientes triple
negativo asi como las 18 pacientes receptores
hormonales negativos fueron reportadas como
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de alto riesgo segun su perfil genético.

Datos adicionales que soportan el potencial
predictivo del perfil genético de 70 genes
se comprueba con el estudio de terapia
neoadyuvante de Straver y col., en este estudio
solo pacientes con un perfil genético de altoriesgo
alcanzaron una respuesta patolégica completa a
los regimenes de quimioterapiay por lo contrario
los pacientes de bajo riesgo no respondieron @.
Los resultados de este estudio soportan la teoria
que los perfiles de expresion genética pueden
separar los pacientes que responden si o no a la
quimioterapia.

Elestudio de perfil genético de 70 genes el cual
fue desarrollado en premenopdusicas con cancer
de mamaprecoz,se hademostrado que tambiénes
un factor prondstico en mujeres posmenopausicas
y es de gran valor para seleccionarlos en las
indicaciones de quimioterapia adyuvante.

El perfil de subtipos moleculares permite
predecir larespuestaal tratamiento, se desarroll6
en base a la clasificacién de 80 genes, con un
estatus concordante para los receptores RE, RP
y Her-2 y la determinacién cuantitativa de la
expresion mono-génica y se clasifican en los
subgrupos luminal, Her-2 y basal de acuerdo a
este perfil multigénico. La aplicacién de este
hallazgo podria dar lugar a una mejora en el
manejo clinico de las pacientes.

En este estudio se logré6 demostrar una
altisima concordancia entre la IHQ y el analisis
por microarray (Target Print) del 97 % para el
HER?2 corroborando los 2 casos discordantes y
los 2+ por IHQ con FISH. Los cuales fueron

negativos por microarray. Lo que nos da una
idea del beneficio clinico que aporta el andlisis
por microarray en los casos discordantes o en
los que sean indeterminados con 2+ por IHQ,
y de esta manera reducir el nimero de falsos
positivos o negativos que en miultiples estudios
llega al 30 % ©.

El Oncotype Dx® usa un chip compuesto por
15 genes mas otros 6 de control interno que se
relaciona con cdncer de mama. Sin embargo,
para analizar el indice de recurrencia del cancer,
se necesitan fijar el ADN con una solucién de
formaldehido, la cual si no se realiza en forma
adecuada puede dafiar la muestra que extrae el
patélogo.

Uno de los grandes avances del siglo XX es
el tratamiento conservador del cancer de mama
y la identificacién del ganglio centinela, para
tener menor morbilidad y un manejo adecuado
del cancer de mama y de la axila.

Hoy el gran aporte del siglo X X1 es generar la
calidad de vida con terapias mas precisas a través
delaidentificacién molecular del cdncer de mama
e incrementar su calidad de vida y una mejor
supervivencia. Podemos concluir que la prueba
genética de Mammaprint® es una herramienta de
gran utilidad para complementar la decisién del
tratamiento adyuvante en pacientes con cancer
de mama. Y el andlisis por microarray de los
RE, RP Y HER2 (Target Print) muestra una
altisima concordancia con la IHQ, siendo un
estudio adicional muy objetivo de los receptores
hormonales y el HER2 en cancer de mama.
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