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Abreviaturas por orden alfabético.

Ac(s). Anticuerpo(s).
AcM(s). Anticuerpo(s) monoclonal(es).
ASCO. Sociedad Americana de Oncologia Clinica (American Society of Clinical

Oncology).
BRCA. Cancer de mama (BReast CAncer).

CAP. Colegio Americano de Pat6logos.
CDI. Carcinomas ductales invasivos.
CEP. Centrémero.

CK. Citoqueratina.

CLI. Carcinomas lobulillares invasivos.
CIM. Centro de Inmunologia Molecular.

DAB. Diaminobencidina.
dm. Dimensién mayor.

EGF. Factor de crecimiento epidérmico humano (Epidermal growth factor).
EGFR. Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (Epidermal growth
factor receptor).
EGFR 1. Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 1 (Epidermal
growth factor receptor type 1).
EGFR 3. Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 1 (Epidermal
growth factor receptor type 3).
EGFR 4. Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 1 (Epidermal
growth factor receptor type 4).
ELISA. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzimatic linked immuno
specific antigen).
E. Especificidad.
EUA. Estados Unidos de América.

FDA. Agencia regulatoria para la aprobacion del uso medicamentos en humanos
(Food and Drug Administration).
FISH. Hibridacion in situ fluorescente (Fluorescent in situ hibridization).

GH. Grado histologico.
gp*®. glicoproteina 185.

GN. Grado nuclear.

HAMA. Anticuerpos humanos anti raton (Human Anti-Mouse Antibodies).
HER?2. Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo Il (Human
epidermal growth factor Receptor type II).




hr. Hora.

IHQ. Inmunohistoquimica.
INOR. Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia.

(NeuGc).Acido N-glicolil neuroaminico (glycolyl neuroaminic acid).
(NeuAc). Acido N- acetil neuroaminico (acetil neuroaminic acid).
nm. Nanometro.

pHm. Micras.

Hg. Microgramo.

pL. Microlitro.

mCi. Milicurie.

mL. Mililitro.

mm. Milimetro.

min. Minuto.

mmoL. Milimolar.

MLIN. Uniones multiples (multiple links).

Px. Peroxidasa.
pag(s). Pagina(s)

RH. Receptores hormonales.
RE. Receptor de estrogeno.
RP. Receptor de progesterona.

SSTF. Solucién salina tamponada con fosfatos.
S. Sensibilidad.

TA. Temperatura ambiente.
%M T¢ Tecnesio 99 metaestable.
TMA. Microarreglos de tejidos (Tissue microarray).
TNM. Sistema de estadiamiento de tumores segun: el tumor (T), los nédulos (N) y las
metastasis (M).
TN. Triple negativos

VPP. Valor predictivo positivo
VPN. Valor predictivo negativo

14F7. Anticuerpo monoclonal anti- (NeuGc)GMa3.
OMo/*™Te. Molibdeno99-tecnecio99 meta-estable.



SINTESIS

La identificacidon de factores prondsticos y predictivos en cancer de mama ha permitido
aplicar programas terapéuticos personalizados sin lograr, aun, la individualizacion para
todas las pacientes. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la frecuencia de los
receptores de estrogeno, progesterona y HER2 junto a la expresion del EGFR1 y del
gangliésido NglicolilGM3. En 1 509 pacientes se determiné la frecuencia de expresion
de los receptores antes mencionados, que se correlacionaron con las variables
morfoldgicas y generales. Se compard el reconocimiento del AcM ior egf/r3 con el de
un juego diagnostico- comercial, y el del AcM 14F7 in vitro en tejido fresco e incluido
en parafina e in vivo marcado con 99mTc. Se obtuvo la frecuencia en Cuba de estos
marcadores pronésticos y predictivos de respuesta, observandose la hormono
dependencia del tumor asociada a caracteristicas menos agresivas. EI AcM 14F7 mostro
un amplio reconocimiento que no se correlacioné con los factores prondsticos, pero fue
capaz de detectar in vivo los tumores primarios de la mama. El ior egf/r3 exhibié un
100% de especificidad y valor predictivo positivo, asi como una sensibilidad y valor
predictivo negativo de 68 y 73% respectivamente. El reconocimiento de los AcM 14F7
e ior egf/r3 abre una nueva posibilidad terapéutica dirigida contra estos blancos para

cancer de mama.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION.

Antecedentes.

El cancer es uno de los procesos mas complejos de la naturaleza y resulta el méas
complicado en la esfera de la medicina por la amplia multicausalidad que incide en su
origen, la complejidad de sus mecanismos patogénicos, biomoleculares y la variedad de

formas y tipos que pueden originarse en los seres vivos (Tavassoli FA, 2003).

El cancer de mama es el més frecuente en la mujer a nivel mundial, su incidencia ha
aumentado de 572 100 en 1980 a 1.38 millones de casos nuevos en 2008 (Ferlay y cols,
2008). Aunque es mas frecuente en los paises ricos, las mayores tasas de crecimiento se
observan en los paises en desarrollo. Iguamente es el cancer que mayor nimero de
muertes produce en el sexo femenino a nivel mundial: 268 000 muertes anuales / 12.7%

de las muertes por cancer en mujeres (Ferlay y cols, 2008).

En Cuba el cancer de mama ocupa €l primer lugar en incidencia en la mujer, ha ido
creciendo de 1 715 casos en 1994 hasta 2 953 en el 2006. La mortalidad se ubica en el
segundo lugar con un 14, 8% (1 357) de las muertes por cancer en mujeres en el 2008,
de las cuales el 35% estdn comprendidas en el grupo de edad de 50 a 64 afios (Anuario

estadistico de Cuba, 2009).

La identificacion de factores prondgticos y predictivos de respuesta a la terapia en el
cancer de mama, tales como: la edad, el tamafio del tumor, € grado nuclear, el grado
histoldgico, el nimero de ganglios axilares metastasicos, la expresion de los receptores

hormonales y del receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2, han permitido
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clasificar las pacientes con caracteristicas similares para seleccionar y aplicar programas
terapéuticos de menor 0 mayor intensidad. Aun asi, no se ha logrado un tratamiento
individualizado para todas las pacientes debido a la heterogeneidad de la enfermedad
gue abarca multiples entidades con caracteristicas biolégicas y un comportamiento

clinico marcadamente diferente (Simpson y cols, 2005; Kummel y cols, 2007).

La expresion de los receptores hormonales. receptor de estrégeno y de progesterona, asi
como del receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 en los tumores mamarios,
forma parte del estudio sistematico que se realiza a las pacientes con diagnostico de
cancer de mama a nivel mundial (Kummel y cols, 2007). Son factores con valor
pronégtico y predictivo de respuesta a la hormonoterapia, la inmunoterapia e incluso
permiten la seleccion de mejores esquemas quimioterapéuticos, e incrementan el
beneficio cuando se utilizan combinadas estas terapias sistémicas (Kurebayashi y cols,

2007).

En Cuba no se habian reportado estudios de estos receptores por métodos
inmunohistoquimicos. Solo se trabgjo la determinacion de receptores hormonales en
tumores mamarios por métodos bioquimicos en el Ingituto de Oncologia y
Radiobiologia en la década de los 80 (Pascual y cols, 1982). Egta técnica de dificil
extension, no sblo por el costo elevado del equipamiento necesario, sino también por la
necesidad de emplear hormonas radioactivas y una muestra de tejido tumoral de gran
tamano, se logré extender solamente a la provincia de Santiago de Cuba y se dejo de
realizar en la década del 90. Los resultados de este trabajo, constituyeron el Unico
reporte con el que se contaba de la expresion de estas moléculas en los tumores de

mujeres cubanas diagnosticadas con cancer de mama (Pascual y cols, 1982, 1983,
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1984), hasta €l inicio de la evaluacidon sistematica de los receptores hormonales por

inmunohistoquimica en el presente trabajo.

Otro de los blancos més investigado para la terapia de los tumores malignos, ha sido el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Se reporta su sobreexpresion en
tumores de diferente localizacion: cabeza y cuello, colon y recto, pulmén, mama,
ovario, prégata, rifion, cerebro, pancreas y vejiga (Laskin y Sandler, 2004). Su
implicacion en procesos relacionados con la progresion y la metastizacion de los
tumores entre los que se incluyen la invasion, la angiogénesis, la proliferacion celular y

lainhibicion de la apoptosis, lo correlaciona con mal prondstico (Mendelsohn J., 2002).

En el 20 al 30% de los canceres de mama se ha reportado la sobreexpresion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2) (Slamon y cols 1987-89). Estos
estudios fueron el punto de partida de una extensa serie de publicaciones que asociaron
la expresion de esta molécula con mayor agresividad del tumor vy la clasificaron como
un predictor de respuesta a diferentes esquemas de tratamiento, especialmente al utilizar
el trastuzumab, anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce el dominio
extracelular del HER2, aprobado desde 1998 para su utilizacion en el tratamiento del
cancer de mama metastasico (Picart y cols, 2005; Jackisch Ch., 2006). Desde entonces y
hasta |a fecha, los resultados clinicos obtenidos en la prediccidn de respuesta abarcaron
también a la hormonoterapia y la quimioterapia, y fueron estableciendo el valor del
conocimiento de su expresion en los tumores mamarios al momento del diagnostico,
convirtiéndolo en un procedimiento estandar en la préctica clinica del cancer de mama

(Taucher S., 2003; Joensuu y cols, 2006).
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El cancer tiene un origen multifactorial, la formacién de un tumor es el resultado de
mutaciones en los genes que controlan la proliferacion y la muerte celular. La
heterogeneidad encontrada en las poblaciones de células neoplasicas y la disponibilidad
limitada de marcadores bioldgicos especificos, han contribuido a la alta incidencia y
mortalidad por cancer mantenida durante el tiempo (Thompson y cols, 2007. Petrelli y

cols, 2009).

La identificacion de moléculas cuya presencia pudiera ser especifica, encontrarse
aumentada o disminuida en una célula neoplasica es alin en nuestros dias, el mayor reto
en Oncologia por su valor no solo para € diagnéstico y €l pronéstico sino para la
seleccion del tratamiento personalizado de los tumores malignos, que evita el dafio sin
beneficio que producirian en las pacientes el uso de terapias no adecuadas y mejora

significativamente la calidad de vida de las enfermas (Macdonald F., 2003).

En cancer, la definicion de la conducta médica a seguir y la rapidez en la gjecucion de
los procedimientos es fundamental. Los resultados clinicos obtenidos a través del
empleo de los nuevos avances tecnoldgicos. los anticuerpos monoclonales, la
inmunohistoquimica, la biologia molecular, y los conocimientos alcanzados a través de
ellos. el proyecto de genoma humano y la protedmica, han logrado predecir
determinados comportamientos de las neoplasias, establecer el prondstico de grupos
especificos de pacientes, facilitar su seguimiento clinico y seleccionar esquemas

terapéuticos més eficaces.

El uso del término terapia personalizada es relativamente nuevo, se maneja en el sentido

estricto hace aproximadamente unos 10 afios, pero la idea de atacar un blanco molecular
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especifico e interferir en su mecanismo de accidn no es un nuevo concepto en oncologia

(Mountzios G. y Soria JCh., 2007).

Los anticuerpos monoclonales (AcMs) constituyen una de las armas inmunolgicas méas
eficaces para el tratamiento de los tumores por su reconocimiento selectivo de un
determinado antigeno, que provoca un dafio minimo al tejido colateral sano cercano al
tumor. Ademés de aplicarse solos, se  han podido combinar con radioterapia,
guimioterapia y hormonoterapia, 10 que ha incrementado sus propiedades terapéuticas

(Harriesy cols, 2000; Baselgay cols, 2006).

En la actualidad se continda en la busqueda de nuevas moléculas que posibiliten la
personalizacion de la terapia. La obtencion de anticuerpos monoclonales generados
contra posibles dianas terapéuticas y formulaciones vacunales con resultados
alentadores en tumores de diferente localizacion y origen, ha abierto otras perspectivas
para la terapia de los tumores malignos. Por estas razones es necesario continuar
evaluando nuevos marcadores o combinaciones de ellos que suministren evidencias

paralograr laindividualizacion del tratamiento de las pacientes.

Hipdtesis de trabajo
Tomando en consideracion lo anteriormente planteado nos propusimos la

siguiente hipdtesis de trabajo:

“La evaluacién por métodos inmunohistoquimicos de los factores prondsticos y
predictivos: receptores de estrogeno, de progesterona y el receptor del factor de

crecimiento epidérmico tipo 2 en combinacion con el receptor del factor de
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crecimiento epidérmico tipo 1 y la expresion de la molécula N glicolil GM3,
permiten un acercamiento mas preciso a la terapia personalizada en el cancer de

mama.”

Objetivos:

General.
Demostrar € papel de los factores pronésticos y predictivos de respuesta a la terapia

oncoespecificaen el tratamiento personalizado del cancer de mama en Cuba.

Especificos.
1. Determinar la frecuencia del receptor de estrégeno (RE), del receptor de
progesterona (RP) y del HER2 en mujeres cubanas con cancer de mama y

compararla con lareportada en la literatura en otras poblaciones.

2. Correlacionar la expresion de los RE, RP y del HER2 con los factores

prondgticos morfolégicos y generales.

3. Determinar el reconocimiento in vitro del anticuerpo monoclonal ior egf/r3 y

compararlo contra el juego de reactivos diagnéstico EGFR pharmDx™ de Dako.

4. Evaluar el patrén de reconocimiento in vitro e in vivo del anticuerpo monoclonal

14F7 en cancer de mama.
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Novedad cientifica:

Est4 dada por la potencial aplicacion de una nueva terapia personalizada en los tumores
mamarios triple negativos que expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico
tipo 1 (EGFR1) y el gangliésido N- glicolilado GM3 [(NeuGc)GM3], a través de
anticuerpos monoclonales humanizados producidos en el Centro de Inmunologia
Molecular, dirigidos contra estas dos moléculas y/o € uso de preparados vacunales
cubanos que utilizan como antigeno el factor de crecimiento epidérmico (ligando del

EGFR1) y el gangliésido (NeuGc)GM 3.

Por primeravez:

1. Se reporta en Cuba la expresion de los RH y del HER2 en tumores mamarios
utilizando técnicas inmunohistoquimicas, en una muestra que incluye mujeres de

todo €l pais.

2. Se presenta la biodistribucién del gangliésido (NeuGc)GM3 en tumores de
mama humanos que suministra nuevas evidencias de su potencial uso como

diana terapéutica.

3. Por ultimo, la expresion del EGFR1 en los tumores mamarios triple negativos,
detectada con el anticuerpo monoclonal cubano ior egf/r3, posibilita el
diagnéstico del receptor en estos tumores, que son agresivos y con pocas

opciones de tratamiento.
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Importancia practica:

Para el cancer de mama, las edtrategias terapéuticas actuales son cada dia méas
personalizadas, y estan basadas en la expresion de los marcadores tumorales a nivel
tisular. La deteccion y medicion de la expresion de estas moléculas resulta

indispensable para el manejo clinico de las pacientes.

Este trabajo permite recomendar el esquema de tratamiento mas apropiado para las
pacientes portadoras de cancer mamario, 1o que unido al potencial uso de las moléculas
generadas en Cuba, le confiere un mayor valor y la posibilidad de que todas nuestras

pacientes puedan beneficiarse con estas opciones.

Las pacientes incluidas en el estudio tuvieron la posbilidad de recibir una terapia
personalizada, que abarcé desde la seleccidn del esquema de quimioterapia, la
hormonoterapia, la inmunoterapia, asi como la inclusion en los ensayos clinicos que

evallan los nuevos productos biotecnolgicos de produccién nacional.

La tesis comprende dos momentos, un estudio observacional descriptivo y un ensayo
clinico. El primer momento es un estudio observacional descriptivo de serie de casos,
con un nivel analitico transversal y una observacion. El segundo momento es un estudio

experimental constituido por un ensayo clinico controlado fase I-11.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA.

Este capitulo tiene el propdsito de presentar los elementos tedricos fundamentales para
tratar el problema planteado en la introduccion del trabajo. Estd estructurado en 4
epigrafes: el primero aborda la histologia de glandula mamaria normal, el segundo
brinda informacidn sobre el cancer de mama, el tercero explica los factores prondsticos

y predictivos de respuesta a la terapia y el cuarto trata acerca de los gangliosidos.

1.1. Mama normal.

En los humanos la diferenciacién embrionaria de la glandula mamaria es igual en el
hombre que en la mujer, pero a diferencia de éste en la glandula mamaria femenina
ocurren grandes modificaciones estructurales y funcionales relacionadas estrechamente
con el estado hormonal y la fisiologia del sistema reproductor, lo que la convierte en un

6rgano complejo (Bland y Copeland, 2004).

Las variaciones de la estructura histoldgica de la glandula se producen durante: la
pubertad, el ciclo menstrual, el embarazo y la menopausia (Junqueira y Carneiro, 1999;

Bland y Copeland, 2004; Moinfar F., 2007).

La mama en la mujer adulta estd formada por un conjunto de 15 a 20 glandulas
exocrinas tabulo alveolares compuestas que forman los lébulos y estan separadas por
tejido conjuntivo denso y tejido adiposo. Estas estructuras tienen individualmente una
porcion secretora y un conducto excretor o galactéforo, se nombran unidad ducto-
lobulillar terminal y constituyen la unidad estructural y funcional de la mama (Junqueira

y Carneiro, 1999; Bland y Copeland, 2004).
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Cada l6bulo esta integrado por los lobulillos, los conductos intralobulillares y el
conducto terminal, éste llega al segmentario y finalmente se encuentran en el conducto
galactoforo. Las ramificaciones van formando una estructura que se asemeja al arbol
bronquial. EI conducto galactéforo se dilata a nivel de la areola dando lugar al seno
galactoéforo donde se almacena la leche, posteriormente se estrecha de nuevo para
abrirse en la papila a través de un orificio de 0.5 mm de didmetro (Junqueira y Carneiro,

1999).

El epitelio de los conductos es diferente en cada tramo. Los interlobulares estan
revestidos por epitelio cilindrico simple, el cual va disminuyendo de altura
paulatinamente hasta convertirse en cubico simple en los conductos excretores
intralobulillares mas pequefios. Entre el epitelio y la membrana basal siempre se

encuentra una capa de células mioepiteliales (Geneser F., 2000).

Los l6bulos estan formados por los lobulillos y éstos estan rodeados por tejido
conectivo laxo muy celular con capacidad de responder a las hormonas y por tejido
adiposo. A su vez los l6bulos estan separados por tejido conectivo denso. Es de destacar
que los l6bulos no son estructuras bien separadas, presentan cierto entrecruzamiento y
estan sujetos a la piel suprayacente por gruesas bandas de tejido conectivo que se
denominan ligamento suspensorio o de Cooper (Junqueira y Carneiro, 1999; Geneser F.,

2000; Moinfar F., 2007).

Las porciones terminales secretoras de la glandula se componen de alvéolos revestidos
por epitelio cubico o cilindrico con células mioepiteliales ramificadas ubicadas entre el

epitelio glandular y la membrana basal, que se diferencian de las encontradas rodeando
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los conductos que estdn menos ramificadas y se disponen en sentido longitudinal.

(Geneser F., 2000; Moinfar F., 2007).

La mama descrita se corresponde a una mujer en edad fértil, no embarazada ni lactante
y se denomina mama en reposo (Geneser F., 2000; Bland y Copeland, 2004). El
conocimiento de la estructura de la mama normal nos permite comprender el origen de

las lesiones benignas y malignas de la mama, figl.

Fig.1 Anatomia de la glandula
mamaria vs. Lesiones mas

frecuentes segun su sitio de origen

(imagen tomada del Robbins, 1999)

1.2 Cancer de mama.

El cancer de mama es una enfermedad muy heterogénea, que incluye desde neoplasias
que responden favorablemente luego del primer tratamiento, hasta tumores de
crecimiento répido, de gran agresividad y resistentes a mdltiples modalidades

terapéuticas (Tavassoli FA., 2003).
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El patrén de incidencia y mortalidad por céncer en el sexo femenino en Cuba es similar
al observado en los paises desarrollados. Esta localizacion tumoral se considera un

importante problema de salud en nuestro pais (Anuario estadistico de Cuba, 2009).

Los elementos de deteccion temprana (incluida la deteccion precoz mediante el
pesquisaje en poblacion supuestamente sana principalmente por mamografia), el
diagndstico (especialmente el inmunodiagndstico) y la tecnologia terapéutica utilizada
(cirugia, radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia) tienen un efecto importante en
el incremento de la supervivencia de las mujeres diagnosticadas con cancer de mama y
por tanto, un impacto en la reduccion de la mortalidad. Se necesita del andlisis
renovado de las causas que inciden en su aparicién y en su desarrollo, asi como de la
busqueda de tecnologias que incrementen la posibilidad del diagnéstico temprano, el
estudio de los factores de riesgo y de prondstico y de la aplicacion de terapias mas
eficaces que permitan la reduccién de estos indices en la poblacién (Camacho y cols,

2007).

El desarrollo de la biotecnologia a nivel mundial y muy especial en Cuba, nos ha
permitido avanzar en la investigacion cientifica, contar con biomoléculas de produccion
nacional Utiles en la experimentacion biomédica, en el diagndstico e incluso en la

terapéutica del cancer (Lage A., 2008, 2009).

Los criterios clinicos, unidos a los medios diagndsticos y a las armas biotecnoldgicas,
juegan un papel importante en el mejoramiento de la calidad de vida del paciente con
cancer y repercuten en los indices de mortalidad por esta enfermedad en nuestro pais

(Camacho R., 2009; Rodriguez y cols, 2010).
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1.2.1 Clasificacién histoldgica de los tumores epiteliales malignos de la mama.

Las caracteristicas morfoldgicas y la expresion de los factores prondsticos y predictivos
de la respuesta terapéutica en los tumores, evidencid la existencia de diferencias entre
tumores con caracteristicas similares pertenecientes a una misma categoria. El estudio
de nuevas moléculas que puedan redefinir estos grupos, ha sido la causa fundamental de

la variacion de la clasificacidn de los tumores con una nueva perspectiva.

La clasificacion histoldgica de los tumores mamarios de 1981 se basa en criterios
morfoldgicos e histogenéticos (Rosai J., 1996). Se dividen los tumores en dos categorias
fundamentales: carcinoma in situ y carcinoma invasivo, cada uno de los cuales puede
ser lobular o ductal. La clasificacion del 2003, incluye nuevos subtipos histologicos y

se apoya en el estudio inmunohistoquimico (Anexol) (Ellis y cols, 2003).

La incorporacion del perfil de expresion génica del cancer de mama ha identificado
varios subtipos de cancer mamario por encima de los subtipos de cancer receptores
hormonales positivos y negativos. En esta clasificacion molecular los grupos
fundamentales son: luminal A y B, el tipo HERZ2, los basaloides y los inclasificados.
Estos tres altimos son esencialmente receptores hormonales negativos. Los subtipos
moleculares de cancer de mama difieren con relacion al patrén de expresion génica,
caracteristicas clinicas, el prondstico y la respuesta al tratamiento (Anexo2) (Schnitt SJ.,

2010).

1.2.2 Sistema TNM.
Fue creado por la Agencia Internacional para las Investigaciones en Céancer (Sobin y

Wittekind, 1997). Es el sistema de estadiamiento universalmente empleado que se ha
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modificado con el tiempo hasta alcanzar la 7ma edicién en el presente afio (Sobin y

cols, 2010).

El estadiamiento de los pacientes es uno de los procederes mas importantes para
considerar las opciones de tratamiento oncoespecifico. Tiene en cuenta la extension
anatomica del cancer y se establece a través de la medicion de los tres parametros que
definen su nombre. Se asigna la letra T al tamafio del tumor, N al estatus ganglionar y

M a las metéstasis a distancia. (Sobin y Wittekind, 2002) (Anexo 3).

1.3 Factores Pronosticos.

Los factores prondsticos se han definido como variables que pueden explicar la
heterogeneidad asociada al curso y al desarrollo de una determinada enfermedad y a
través de su analisis nos permiten predecir el comportamiento futuro de la misma

(Arihiro K., 2004).

El cancer es un evento multidimensional, que incluye el curso, patron, progresion,
duracion y final de la enfermedad, donde el prondstico juega un papel fundamental en
las decisiones médicas y en el manejo de la enfermedad a través del analisis de las

caracteristicas individuales del paciente y del tumor (Kurebayashi, y cols, 2007).

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, caracterizada por una gran variedad
de presentaciones clinicas, tipos histoldgicos y tasas de crecimiento tumoral. Cualquier
tipo de tratamiento empleado también podria tener un efecto diferente de una paciente a

otra, en consecuencia el prondstico individual necesitard del analisis de un amplio
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nimero de factores relacionados con el paciente, con el tumor y hasta con el

medioambiente. (Gospodarowicz y cols, 2001).

1.3.1 Factores prondsticos y predictivos en cancer de mama aceptados en la
actualidad (Goldhirch y cols, 2009).

Se reconoce como factor prondstico a cualquier parametro conocido en el diagnéstico o
después de la cirugia que en ausencia de tratamiento permita predecir el
comportamiento futuro de la enfermedad. Factor predictivo es cualquier valor asociado
al grado de respuesta al tratamiento especifico (Allred DC., 2010, Dominguez y cols,
2001). Se han agrupado en factores inherentes al tumor, biomarcadores y factores
relacionados con el paciente.

A. Relacionados con el tumor.

» Ganglios axilares metastasicos.
Es el factor prondstico mas importante para las pacientes, se asocia a un mayor riesgo
de recidiva local, de diseminacion sistémica y a una menor supervivencia (Michaelson y

cols, 2003).

La presencia y numero de ganglios positivos es un factor prondstico de importancia. Se
consideran 3 grupos entre las pacientes con ganglios axilares metastasicos: 1-3, 4-9 y
con 10 y mas. A medida que aumenta el nimero de ganglios metastasicos, el prondstico
es sustancialmente peor y disminuye el intervalo libre de eventos y la supervivencia

global (Michaelson y cols, 2003; Arihiro K., 2004).
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Las neoplasias de mama especialmente agresivas, se presentan con mayor frecuencia en
pacientes con mas de 4 ganglios axilares metastasicos y exhiben un mayor nimero de

alteraciones genéticas (Arihiro K., 2004).

La clasificacion TNM del 2002 considera que las células tumorales aisladas o pequefios
grupos de células no mayores de 0.2 mm se detectan generalmente por IHQ o por
métodos moleculares, pero tienen que ser verificadas por hematoxilina eosina (Sobin y
Wittekind, 2002), ver anexo 3. En la 7ma edicion del 2010, se incluye un criterio
adicional para las células tumorales aisladas, que considera que un grupo menor de 200
celulas en un corte histoldgico, no es una evidencia de actividad metastasica y que la

categoria N continua como pNO (Sobin y Wittekind, 2010).

» Tamarno tumoral.

Se considera el segundo factor prondstico més importante tanto para las pacientes con
ganglios axilares positivos como negativos, aunque para estas Ultimas constituye el
factor prondstico mas potente, donde un mayor tamafio tumoral indica una mayor
probabilidad de recidiva y menor supervivencia libre de eventos (Rosen PP., 2001;

Michaelson y cols, 2002).

La medicion precisa del tamafio del tumor permite estadiar y estratificar las pacientes
con fines terapéuticos. Las pacientes con el mismo estadio patologico pueden diferir en
el prondstico por el estatus de otros factores como el grado y el subtipo histolégico entre

otros (Thor y cols, 2001; Michaelson y cols, 2002).
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» Grado histoldgico (GH).

Constituye un factor prondstico importante e independiente. Permite estratificar las
pacientes en diferentes subgrupos de riesgo de recidiva (Tsuda y cols, 2000; Meyer y
cols, 2005). Es un factor mas importante que la clasificacion histolégica y ayuda a
explicar el pronédstico favorable en la mayoria de los subtipos histologicos especiales de

cancer de mama (Moinfar F., 2007).

El sistema méas recomendado para calcular el grado histologico es el Elston- Ellis
(Elston y Ellis, 1991), que es una modificacion del Scarff- Bloom- Richardson, que
combina la cantidad de tabulos en formacion, el pleomorfismo nuclear y la actividad
mitdtica. Clasifica los tumores en grados I, Il y Ill, en estrecha correlacion con la

diferenciacion tumoral (Ellis y cols, 2003).

» Subtipo histoldgico.

Resulta muy importante la aplicacion estricta de los criterios diagndsticos necesarios
para establecer correctamente este factor pronodstico (Page DL., 2003). En la
clasificaciéon del 1981 los carcinomas de la mama pueden ser divididos en dos

categorias generales: in situ e invasivos. Ambos pueden ser ductales o lobulares.

Los carcinomas ductales invasivos (CDI) comprenden alrededor del 70-80% de los
canceres de mama y usualmente no estan subclasificados, para éstos, el tamafio del
tumor y el grado histoldgico son las variables patolégicas mas importantes. (Moinfar F.,
2007). Los carcinomas lobulares invasivos (CLI) alcanzan hasta un 10% de los canceres
de mama. Son tumores con tendencia a la bilateralidad y a la multicentricidad y tienen

un patrén distintivo de metéastasis a distancia (Page DL., 2003; Arpino y cols 2004). Se
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subclasifican en: clasicos, pleomorficos, alveolares y sélidos. De ellos, sélo la variante
clasica tiene un mejor pronostico que el CDI (sin otra especificacion, Nos) CON el que se
correlaciona por sus similitudes en cuanto a prondstico, comportamiento biolégico y
tratamiento. Frecuentemente se presentan ambos subtipos histologicos en un mismo

tumor (Arpino y cols 2004).

Los subtipos especiales en su forma pura, constituyen hasta aproximadamente el 22%
de los carcinomas ductales invasivos y se subclasifican en mucinosos, medulares,
tubulares y papilares (Ellis y cols, 2003). Se asocian con un prondstico mas favorable
cuando se comparan con los CDI nos. En general tienen una baja frecuencia de
metastizacion a los ganglios linfaticos y una alta supervivencia libre de eventos (Page

DL., 2003).

La nueva clasificacion histoldgica de los tumores incorpora a la morfologia y a la
histogénesis una nueva categoria: la histoquimica e inmunohistoquimica (Ellis y cols,

2003).

» Receptores hormonales (RH).

La determinacion de la expresion de los receptores de estrogeno (RE) y de los
receptores de progesterona (RP), constituyen procedimientos establecidos en el manejo
estandar de las pacientes con cancer de mama desde la década del 70 y se consideran
parte esencial de la evaluacion de los nuevos tumores que se diagnostican (Mohsin y
cols, 2004; Allred DC, 2010). Su expresion tisular se utiliza fundamentalmente para la
seleccion de la terapia hormonal y de los esquemas de quimioterapia a emplear. (Early

Breast Cancer Trialists Collaborative Group, 2005).
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Durante los primeros 20-25 afios la medicion de los RH se hizo por técnicas
bioquimicas (Pascual y cols, 1982; Allred DC., 2010). EI empleo de estas
determinaciones en numerosos ensayos clinicos, evidenciaron mas que el valor
prondstico, el valor predictivo de respuesta a las terapias hormonales del RE. (Elledge y

Allred, 2004; Buzdar y cols, 2004; Howell y cols, 2005; Dowsett y cols, 2005).

Con el desarrollo alcanzado a través de la tecnologia de generacion de anticuerpos
monoclonales, se aumenté la sensibilidad y la especificidad de la técnica
inmunohistoquimica (IHQ). Se aprobd su empleo en la evaluacién y caracterizacion de
los tumores malignos de mama, colon y recto por el Colegio Americano de Patdlogos
(CAP) y posteriormente por la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO)

(Fitzgibbons y cols, 2000; Bast y cols, 2001).

En nuestros dias el RP se ha redefinido como un marcador predictivo de la actividad del
RE, de los factores de crecimiento y ademas como un marcador indispensable para
realizar la indicacion de hormonoterapia en las pacientes con cancer de mama (Konecny
y cols, 2003; Pozone y cols, 2006). Al compararlo con el RE, los estudios que incluyen
este receptor son menores, ya que durante un largo periodo de tiempo se dej6 de incluir
en el panel de anticuerpos de uso estandar empleados como predictores de respuesta a al

terapia hormonal (Moshin y cols, 2004; Viale y cols, 2007; Viale y cols 2008).

La expresion de estos receptores esta altamente correlacionada, y resulta en 4 posibles

fenotipos, RE+ RP+, RE+ RP-, RE- RP+, RE- RP-, con diferentes respuestas a la

hormonoterapia (Bardou y cols, 2003; Cui y cols, 2005).
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Se han reportado variaciones en la expresion de los RH dadas por problemas en la
fijacion de los tumores, el uso de diferentes anticuerpos primarios, de distintos sistemas
de deteccion, disimiles metodos para el desenmascaramiento antigénico y por la
variabilidad entre los observadores (Bloom K., 2006; Gown MA., 2008). Incluso los
diferentes puntos de corte empleados para definir la positividad de los receptores, han
conllevado la confeccion de nuevas guias por la ASCO y el CAP, aprobandose un
nuevo punto de corte para los receptores hormonales donde se establece que un
resultado positivo seria un ndmero de células tumorales inmuno marcadas > 1%

(Hammond y cols, 2010).

> Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2)
Es una glicoproteina transmembrana con actividad tirosina quinasa, codificada por un

proto-oncogen localizado en el cromosoma 17 (Ross y cols, 2004).

El HER2 forma complejos con el EGFRL, el EGFR3, y el EGFR4 que actlan como
receptores para algunos ligandos: el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor
de crecimiento transformante alfa, la anfiregulina, la heteroregulina, entre otros (ABD
El-Rehim y cols, 2004). Su union al receptor del factor de crecimiento epidérmico
desencadena las vias de sefalizacion que activan los procesos de proliferacion y

diferenciacion celular en los tumores (Rueckert y cols, 2005).

Muchos estudios han demostrado que el HER2 se encuentra sobre-expresado en el 20 al
30% de los canceres de mama (Slamon y cols, 1989; Taucher S y cols, 2003; Jackisch
Ch., 2006). Estd mayormente asociado con: pacientes jovenes con tumores negativos al

receptor de estrégeno, alto grado histoldgico y nuclear, alto indice de proliferacién
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celular, aneuploidia, presencia de ganglios axilares metastaticos, respuesta reducida a la
terapia hormonal y a la quimioterapia convencional, menor supervivencia libre de
eventos y baja supervivencia global, por lo que se considera un factor de mal prondstico

(Konecny y cols, 2003; Prati y cols, 2005; Huang y cols, 2005).

En el cancer de mama el HER2 mas que por ser un factor prondstico, se destaca por su
valor como factor predictivo de respuesta a la inmunoterapia al emplear el anticuerpo
monoclonal humanizado Trastuzumab (Mortobagyi GN., 2001; Yu D., 2001; Seidman y
cols, 2001; Petit y cols, 2001; Ligibel y cols, 2002). También clasifica como predictor
de respuesta a la hormonoterapia, especialmente a la disminucion de la respuesta al
tamoxifen y mejor respuesta a los esquemas terapéuticos que incluyan antraciclinas

(Arora 'y Scholar, 2005).

Un aspecto importante lo constituye la determinacién de la expresiébn de HER2 en
tejido. Las técnicas empleadas son la inmunohistoquimica y la hibridacién in situ. Esta
ualtima puede ser fluorescente o cromogénica. La inmunohistoquimica se utiliza para la
localizacion tisular de la glicoproteina gp185 y la hibridacién in situ para determinar el
estatus de amplificacion del gen. Cuando ambas técnicas se realizan apropiadamente se
observa fuerte correlacion entre ellas, que puede ser equivalente o complementaria en su

utilidad clinica (Press y cols, 2002; Yaziji y cols, 2004; Wolf y cols, 2007).

El grupo discordante entre ambas técnicas lo constituyen los tumores que por IHQ
muestran niveles de expresion de HER2 igual a 2+, los cuales pueden o no presentar
amplificacién génica cuando son evaluados por hibridacion in situ fluorescente (FISH).

En este grupo la aplicacion de este ultimo método es un procedimiento obligatorio para
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decidir el empleo de inmunoterapia con el trastuzumab (Rueckert y cols, 2005; Baselga

y cols, 2006).

En el consenso de St. Gallen del 2009 se adicion6 al valor predictivo de respuesta al

trastuzumab, el papel del HER2 como factor pronéstico (Goldhirch y cols, 2009).

B. Factores pronosticos relacionados con el paciente

» Edad

Es catalogado como un factor de mal prondstico, aunque su valor esta enmascarado por
otros como son: la frecuencia del pesquisaje, el estatus menopausico, y los diferentes
esquemas de tratamiento empleados (Brenner y Hakulinen, 2004; Yoshimoto y cols,

2004; Soerjomataram y cols, 2008).

Existen reportes que reflejan una menor supervivencia global para las pacientes
menores de 35 afios al compararlas con el grupo de mujeres mayores de 75 afos,
independientemente del estadio tumoral, del estatus de los receptores hormonales y del
tipo de tratamiento empleado (Kroman y cols, 2000). Sin embargo, el tratamiento
adyuvante disminuye el valor prondstico negativo de la edad temprana y lo aumenta en
las mujeres de mayor edad que presentan enfermedades concomitantes y reciben
tratamientos adyuvantes menos agresivos (Louwman y cols, 2005). A pesar de estos
resultados, aun no esté claro el efecto de este factor en el pronostico de las pacientes en
los grupos de mayor edad. Las contradicciones al parecer se deben fundamentalmente a

las diferencias en el tratamiento oncoespecifico empleado (Louwman y cols, 2005).
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» Herencia
Se conoce que las mujeres con historia familiar de cancer de mama, tienen un alto
riesgo de padecerlo. Desde 1994, una parte del riesgo de enfermarse se le puede atribuir

a la susceptibilidad a los genes BRCAL (BReast CAncer) y BRCA2 (Miki y cols, 1994).

Las mutaciones en ambos genes ocurren en aproximadamente en el 5 al 10 % de todos
los canceres de mama y el riesgo estimado reportado para las mujeres de padecer cancer

de mama, constituye el 56% (Peshkin y cols, 2000).

Al compararlo con el cancer de mama esporadico, el hereditario por lo general tiene
peores factores pronosticos tales como: edades tempranas, alto grado histoldgico,
ausencia de receptores hormonales, aneuploidia y alta expresién de marcadores de
proliferacion. Paraddjicamente existen estudios que muestran supervivencia similar
entre pacientes con cancer esporadico y aquellas que presentan mutaciones en los genes

BCRA 1y 2 (Eerolay cols, 2001).

En Cuba se realizo el primer reporte sobre la prevalencia de los genes BRCAL y
BRCAZ2 en el afio 2008. Se estudiaron 307 mujeres diagnosticadas con cancer de mama
y se identificaron ocho mutaciones, siete de BRCA2 y una en BRCA1l que
representaron el 2.6% del total, donde se incluia un 10% de cancer de mama familiar y
un 10% de mujeres jovenes menores de 40 afios. Al no encontrar mutaciones poco

comunes no fue necesario realizar un tamizaje en la poblacién (Rodriguez y cols, 2008).

AUn después de transcurridos méas de 10 afios de estudio con estas moléculas, no est

claro su papel como indicador prondstico. Se consideran estos hallazgos precursores de
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los estudios de biologia molecular para la clasificacion histolégica de los tumores

mamarios (Robson y cols, 2004).

La mision de los factores prondsticos es estratificar los pacientes de la manera mas
exacta acorde al riesgo. La de los factores predictivos es lograr la mejor prediccion de
susceptibilidad a los agentes terapéuticos y la de las dianas diagnoésticas identificar los

blancos potenciales para el tratamiento.

» Receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 1 (EGFR1)

El receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo 1 se encuentra en la membrana de
las células epiteliales mamarias, su funcién es modular la proliferacion celular. Esta
relacionado con el factor de crecimiento transformante alfa y estrechamente ligado con
el HER2. Su sobreexpresidn ocurre en algunos tumores mamarios y se asocia con los de
crecimiento rapido, con ausencia de receptor de estrogeno y poca respuesta al tamoxifen

(Albanell y Ross, 2005; Tsutsui y cols, 2002).

Para el cancer de mama la significacion prondstica del EGFR1 aun se encuentra en
investigacion (Dowsett y cols, 2006). Su expresion se ha asociado con tumores RE
negativos (Colleoni y cols, 2007; Pintens y cols, 2009) y en un alto por ciento a .los
tumores que no expresan los tres marcadores de uso estandar, conocidos como triple

negativos (Rakha y cols, 2008; Altundag y cols, 2007).

1.4 Gangliésidos.
1.4.1 Estructuray localizacion.
Los gangliésidos son glicoesfingolipidos que se sintetizan en el reticulo endoplasmatico

y en el complejo de Golgi (Huwiler y cols., 2000). Se caracterizan por presentar
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residuos de &cido sialico en su estructura y se encuentran formando parte de la
membrana plasmatica de las células de los mamiferos y de la mayoria de los vertebrados

(Fishman y Brady, 1976).

Los gangliésidos difieren entre si, principalmente en el nimero y tipo de los
monosacéaridos y sobre todo, en el nUmero y tipo de acido sialico. Resultan moléculas
esenciales en el mantenimiento de la homeostasia de las funciones bioldgicas.
(Takamizawa y cols., 1986). Algunos pueden inhibir o aumentar la expresion de

receptores para hormonas y factores de crecimiento (Hakomori S., 1990).

Durante el ciclo celular se producen notables cambios en la composicion de los
gangliésidos, lo que también ocurre en otros procesos tales como: la diferenciacion
celular, la transformacion oncogénica y la regresién de tumores, lo cual evidencia la
accion regulatoria de estas moléculas sobre las funciones asociadas al crecimiento
celular (Hakomori y Kanagi, 1986). Se ha demostrado, ademas, que favorecen la
angiogénesis de los tumores en respuesta a la hipoxia (Yin J., 2006) y que la expresion
de gangliosidos como el GM3 protege a las células tumorales de sufrir apoptosis (Kniep

B., 2006).

En el hombre los gangliésidos estan particularmente representados en el cerebro y en
otros tipos celulares derivados de la cresta neural. En los tumores se encuentran
especialmente en melanoma, astrocitoma, sarcomas, neuroblastomas, aunque también se
han encontrado en: cancer de pulmén de células pequefias, tumores de ovario, rifion y

mama (Sariola y cols., 1998; Marquina y cols, 1996).
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1.4.2 Gangliésidos como antigenos tumorales.

Los cambios cualitativos que sufren los gangliésidos en el desarrollo de los tumores son
de gran importancia para la terapia con anticuerpos, pues crean nuevos epitopos que
pueden ser reconocidos por ellos. Se ha detectado en tumores la expresion de
ganglioésidos que no aparecen o se hallan pobremente representados en los progenitores

de las células tumorales y en otros tejidos normales (Tsuchida y cols., 1987).

Algunos gangliosidos se ajustan a la definicién de antigenos tumor especificos. Los N-
glicolilados constituyen antigenos Hanganutziu-Deicher, y fueron descritos inicialmente
por la aglutinacion de eritrocitos exdgenos con anticuerpos heteréfilos, presentes en el
suero de pacientes tratados con antisueros anti-toxinas obtenidos en caballo (Hakomori

y Kannagi, 1986).

Las variantes N-glicoliladas del acido sialico se expresan en los tejidos normales de la
mayoria de los mamiferos, pero son muy dificiles de detectar en los tejidos normales de
humanos y de pollos (Kawachi y cols., 1988; Watarai, 1995). El acido N- glicolil
neuraminico (NeuGc) no se expresa naturalmente en humanos debido a la inactivacion
del gen para la hidroxilasa CMP-Neu5Ac, enzima responsable de la biosintesis del
(NeuGc). (Chou y cols., 1998; Irie y Suzuki, 1998; Olson y Varki, 2003). Se demostrd
la presencia de pequefias cantidades de esta variante de acido sialico en algunos tejidos
normales humanos, que segun algunos tienen su origen en fuentes exdgenas, tales como

alimentos procedentes de mamiferos (Tangvoranuntakul y cols, 2003).

Aungue se han observado pequefias cantidades de NeuGc en tejidos normales, existe un

patron diferencial de expresion de los mismos en los tejidos malignos humanos. Su
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presencia ha sido detectada en melanoma, retinoblastoma y otros tumores humanos,
mediante sueros anti-Hanganutziu-Deicher obtenidos en pollos, en tumores de células

germinales y en cancer de colon (Watarai y cols., 1995).

A partir de 1995, se realizaron los primeros reportes que mostraban la presencia en los
tejidos tumorales mamarios, de cantidades significativamente mayores de gangliésidos
que en los tejidos y el suero de los controles normales. (Wiesner y Sweeley, 1995). En
1996 se reportd en carcinomas ductales invasivos mamarios la expresion de
gangliésidos inusuales tales como, acido O-Acetil-N-Acetilneuraminico y acido N-

Glicolilneuraminico (Marquina y cols, 1996).

1.4.3 Funcion N-glicolilada.

Los é&cidos N-acetilneuraminico (NeuAc) y N-glicolil neuraminico, son los mas
comunes. Los N-acetilados se expresan en los tejidos normales humanos, sin embargo,
los N-glicolilados presentes en la mayoria de las especies, no lo estan en el pollo ni en
el hombre (Hebermam RB., 1992; Watarai y cols., 1995; Tsuchida T., 1987), en el que

solo se expresan gangliosidos N-acetilados (Kawashi y cols., 1988).

Existen evidencias de los gangliésidos N-glicolilados, como antigenos asociados a
canceres humanos, tales como, melanoma, retinoblastoma, cancer de mama y colon

(Watarai y cols., 1995 y Marquina y cols., 1996).

1.4.4 Anticuerpos contra gangliosidos.
Se han generado numerosos anticuerpos monoclonales (AcMs) contra antigenos del

tipo gangliésidos de gran utilidad, tanto para el estudio de su localizacion tisular, de sus
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funciones propias (Osawa y cols., 1992), asi como para el diagnéstico y la terapia del

cancer (Kawashima y cols., 1993; Minasian y cols, 1995; Zhang y cols, 1998).

El Centro de Inmunologia Molecular, ha trabajado en esta direccion y en la actualidad
cuenta con un nimero de AcMs contra gangliésidos con diferentes especificidades, los
cuales han proporcionado resultados muy prometedores en Oncologia, especialmente

para cancer de mama y pulmén (Vazquez y cols, 1998, Carr y cols., 2000, 2002, 2003).

1.4.4.1 Anticuerpo monoclonal 14F7.

En el Centro antes mencionado se obtuvo el primer anticuerpo monoclonal (AcM)
murino de isotipo 1gG, que reconoce al gangliésido (NeuGc)GM3 y no reacciona con
otros ganglidsidos N-acetilados o N-glicolilados, ni con los glicolipidos sulfatados (Carr

y cols, 2000).

Estudios inmunohistoquimicos realizados en tumores frescos mostraron un
reconocimiento intenso del AcM 14F7 en melanoma y en tumores mamarios (Carr y
cols., 2000). La especificidad de este AcM por su antigeno, lo ha convertido en
candidato muy atractivo para ser usado en la inmunoterapia de estos tumores (Carr y

cols., 2002 y 2003).
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CAPITULO 2. MATERIALESY METODOS.

En este capitulo se presentan los elementos metodoldgicos utilizados para dar respuesta
a las interrogantes e hipotesis que aparecen en la introduccién.

Este contiene la clasificacion del estudio realizado; la operacionalizacion de cada una de
las variables empleadas; los procedimientos utilizados para la realizacion de las tareas

de investigacion y los aspectos éticos considerados.

2.1 Muestra detumores.

Se estudiaron 1 509 tumores malignos mamarios, a través de fragmentos de tejidos
fijados en formol al 10% y embebidos en parafina, procedentes de los departamentos de
Anatomia Patoldgica de 22 centros hospitalarios ubicados en 11 de las 14 provincias del

pais, diagnosticados entre los afios 2000 al 2006. Tablal.

2.1.1. Datosdela muestra.

Se definieron las condiciones para la aceptacion/recepcién de cada tumor.
Conciliandose el envio de un bloque de tejido que incluyera un fragmento tumoral
representativo del diagnostico anatomo patolégico emitido, conjuntamente con la
lamina coloreada con hematoxilina — eosina para su revision por al menos un pat6logo
experimentado y una ficha de datos (Anexo 4), que recogia la informacién clinico-

patoldgica de la paciente y del tumor.

De las pacientes que presentaban estadios avanzados no operables al momento del
diagndstico, se recibieron los datos del tumor a los cuales se pudo tener acceso mediante

la técnica de biopsia con aguja gruesa.
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Cuando la informacion solicitada no estaba completa, se introdujo el caso al estudio y se
reporto el dato como faltante. Lo que provocé variacion del tamafio de la muestra en

cada uno de los factores prondsticos examinados.
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Tablal. Procedencia de los tumores mamarios.

Provincias Centros Hospitalarios no. de casos aportados
Pinar de Rio Unidad Oncoldgica 35
Ciudad Habana Instituto Nacional de Oncologia y Radiobiologia | 1000
Hospital Manuel Fajardo 6
Hospital Calixto Garcia 12
Hospital Ramén Gonzalez Coro 7
Hospital Luis Diaz Soto 2
Hospital Julio Trigo 1
Hospital Carlos J Finlay 3
Hospital Salvador Allende 1
Hospital Clinico Quirurgico Miguel Enriquez 6
Hospital Joaquin Albarran 1
Centro de Investigaciones Medico Quirurgicas 1
Matanzas Unidad Oncoldgica Provincial 125
Villa Clara Hospital Celestino Hernandez Robau 239
Ciego de Avila Hospital Antonio Luaces Iraola 18
Camaguey Hospital Maria Curie 4
Santi Espiritus Hospital Camilo Cienfuegos 1
Granma Hospital Carlos Manuel de Céspedes 17
Holguin Hospital Vladimir Ilich Lenin 18
Las Tunas Hospital Ernesto Che Guevara 4
Isla de la Juventud | Hospital Héroes de Baire 1
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2.2 Factores pronésticos.

Se analizaron los siguientes:

2.2.1 Edad.
Para RE y RP se estratifico en< 50 y > 50 por ser esta la edad cercana a la menopausia
en la mujer cubana. Para el HER2 el punto de corte fud0 y > 40 ya que incluia

mujeres mas jovenes en ambos grupos.

2.2.2 Subtipo histolégico
Segun la clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (Ellis y cols, 2003).

(Anexo 1).

2.2.3 Grado histologico (GH) y grado nuclear (GN):
Para establecer el GH se emple6 el método de Elston— Ellis (Elston y Ellis, 1991)
basado en: presencia de formaciones tubulares celulares, pleomorfismo de los nucleos,

frecuencia de las figuras mitoticas hipercromaticas e irregulares.

El sistema de gradacion define tres categorias:

o Tumores de grado | (bien diferenciados), presentan células de apariencia
relativamente normal, con bajo indice de proliferacién y un comportamiento
Menos agresivo.

o Tumores de grado Il (moderadamente diferenciados) tienen caracteristicas
intermedias entre los grados | y I11.

o Tumores de grado Il (indiferenciados), con alto indice de proliferacion y un

comportamiento mas agresivo.
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El grado nuclear se determiné por el método de Black (Black y Speer, 1957) que evalla
el tamafo y la forma del nucleo, el modelo de la cromatina y el indice mitético, ver

fig.2.

Fig. 2. Patrones histoldgicos con el grado nuclear segun Black y Speer.
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Grado nuclear I1. Nucleos con caracteristicas

Grado nuclear I11. Ndcleos grandes e irregulares,

con cromatina gruesa y nucléolos prominentes.

2.2.4 Dimensién mayor del tumor (dm).

Se Identificaron tres grupos con tumores de diferente tamafio: < 20mm, entre 21- 49mm y
> 50mm.

2.2.5 Ganglios axilares metastasicos.

Se establecieron 4 grupos: sin ganglios metastasicos (NO0), con 1-3, 4-9 y > 10.
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2.2.6 Estadio clinico.

Se aplicd el sistema TNM (Sobin y Wittekind, 2002). (Anexo 3).

2.3 Inmunohistogquimica.
2.3.1 Laminas portaobj etos.
Se utilizan laminas portaobjetos recubiertas con poli-L-lisina (Menzel GmbH and Co.,

Braunschweig, Alemania) que aseguran la 6ptima adhesion del tejido a la lamina.

2.3.2Cortesde Tgidos.
A partir de los blogues recibidos, se realizaron cortes seriados de tejidos de 4 pum de
espesor usando un micr6tomo vertical L2530 (Leica, Alemania). Se ubicaron 2 cortes en

cada lamina portaobjetos.

2.3.3AcMs.

Se emplean los AcMs: RE y RP (clones SP1 y SP2, Anacrom Diagndsticos, S.L.,
Espafia) prediluidos, HER2 (Ac policlonal anti-humano en conejo, juego de reactivos
diagnésticos Herceptest'™, Dako, Dinamarca) prediluido, 14F7 (NeuGc)GM3, CIMAB,
SA., Cuba) 12.5ug/ml, ior egf/r3 (AcM murino anti EGFR tipo 1, CIMAB, SA., Cuba)
sobrenadante de cultivo y el EGFR (clon 2-18C9 AcM murino anti-EGFR humano,

juego de reactivos diagnéstico EGFR pharmDx'™, Dako, Dinamarca).
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2.3.4 Desenmascaramiento antigénico.

Se utilizé calor y digestion enzimética. Los tejidos a emplear para la determinacion de
RE, RP, HER2 y del (NeuGc)GM3, se sumergieron en una solucion de citrato de sodio
pH 6 y se expusieron al calor en un bafio termostatado (Fisher Scientific, EUA) a un
rango de temperatura entre 95-100°C durante 30 min, exceptuando al HER2, que se
mantuvo durante 40 min. Para detectar el receptor del EGFR1, se reanimé aplicando la
enzima proteolitica, proteinasa K (incluida en el juego de reactivos diagnéstico EGFR
pharmDx™ Dako) por 5 min en el interior de una cdmara himeda a temperatura

ambiente (TA).

2.3.5 Sistemas de deteccion.

La localizacion tisular de los RH y del (NeuGc)GM3, se realiz6 utilizando un sistema
ultrasensible, multiespecifico (MLINK, Anacrom Diagndsticos, S.L, Espafia), que
incluye un Ac secundario marcado con biotina y un complejo de estreptavidina marcada

con peroxidasa (Px).

Para el HER?2 utilizamos el Hercep Test'™ (Dako, Dinamarca), que contiene un sistema
de deteccion basado en anticuerpos (Acs) anti-conejo marcados con Px unidos a un

polimero de dextran, como agente de visualizacion.

Los AcMs ior egf/r3 y EGFR1 se trabajaron con el paquete de reactivos diagndstico
EGFR pharmDx ™ similar al Hercep Test™, que posee como visualizador un polimero
de dextran unido a anticuerpos anti ratén conjugados con moléculas de Px, el cual
elimina la necesidad de la aplicacion del Ac secundario y disminuye la manipulacion

del tejido.
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2.3.6 Controles

2.3.6.1 Controles Positivos

Para los AcMs anti- RE, RP, ior egf/r3 y el 14F7 se usaron tejidos mamarios con
expresion conocida a los respectivos antigenos. Para el HER2 y el EGFRL, se utilizé en
un inicio la ldAmina suministrada en el paquete de reactivos diagnéstico. En el Hercep
Test™ esta lamina contiene tres botones de lineas celulares de cultivo incluidas en
parafina, MDA-MB 231, MDA-MB 175 y SK-BR-3, que expresan el marcador tumoral
en diferente grado: 0, 1+ y 3+ respectivamente. La ldamina control positivo del EGFR1
pharmDx ™ incluye dos lineas de cultivo de cancer de mama con diferente expresion
del receptor del EGF, CAMA-1 y HT-29 con 0 y 2+ respectivamente. Posteriormente
para ambos marcadores se afiadieron como controles alternativos tumores mamarios

positivos seleccionados de los anteriormente evaluados.

2.3.6.2 Controles Negativos.

Se empleo solucién salina tamponada con fosfato (SSTF) o un AcM no relacionado.

2.3.7 Descripcion general de la técnica inmunohistoquimica.

1. Los cortes de tejidos se desparafinaron 1hr en estufa de 60°C, 3 pases de xilol por 10
minutos (min) cada uno.

2. Se hidratan con 4 pases por alcohol a concentraciones decrecientes (absoluto, 100%,
95% y 90%) finalizando en agua bidestilada durante 5 min en cada uno.

3. Lavar con SSTF pH 7.6, 2 veces durante 5 min.

4. Desenmascaramiento antigénico. (ver acapite 2.3.4)

5. Se dejan enfriar los tejidos 20 min.

6. Lavado con SSTF pH 7.6, 2 veces durante 5 min.
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7. Se inhibe la Px enddgena con perdxido de hidrogeno (de 30 volimenes) al 3% en
metanol absoluto durante 5 min.

8. Se lavan los cortes con SSTF, 2 cambios en 5 min.

9. Se aplica el AcM a la dilucion de trabajo durante 30 min.

10. Se lava con SSTF, 3 cambios en 10 min.

11. Se aplica el Ac secundario biotinilado 10 min.

12. Se lava igual que en el paso 10.

13. Se aplica la estreptavidina- Px durante 10 min.

14. Se lava igual que en el paso 10.

15. Se revela la reaccion con 3-3 diaminobencidina (DAB) hasta 10 min.

16. Se lava en agua corriente.

17. Se contrasta con hematoxilina de Mayer hasta 20 segundos.

18. Se lava bien en agua corriente hasta azulear.

19. Los tejidos se deshidratan en alcoholes a concentraciones ascendentes (90%, 95%,
100% vy absoluto) durante 5 min y se clarifican 3 veces en xilol por igual tiempo.

20. Las laminas se montan con un medio permanente, Eukitt (Kinder GmbH & CO).

Toda la técnica se realiza a TA y en camara himeda.

2.3.8 Especificidades de la técnica seguin el Ac empleado.
2.3.8.1HER2.
Al utilizarse el HercepTest™, después del paso 10 se pasa al 13, que en este caso es el

polimero de dextran, durante un tiempo de 30 min. El resto continta igual a lo descrito.
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2.3.82EGFR1y € ior egf/r3.

Se utiliza el EGFR pharmDx™. Se sustituye el paso 3 por post fijacién con formalina
neutra 10 min, seguida de 2 pases por agua destilada o desionizada, los pasos del 4 al 9
no se realizan, se continGa con el paso 10 y de éste se pasa al 13, que al igual que para el
HER2 se corresponde con el polimero de dextrdn 30 min. EIl resto de la técnica se

realiza segun lo descrito.

2.4 Expresion tisular delosRH, delosEGFR tipoly 2y del (NeuGc)GM 3.
Los RH y los EGFR tipo 1y 2, tienen una localizacion diferente a nivel celular.
Los RH son proteinas nucleares. Para la evaluacion de los tejidos se combind la
intensidad de la reaccion con el namero de células marcadas. Se definid la positividad
con intensidad débil a moderada y nimero de ndcleos marcados > 10% (Harvey y cols,
1999). Siempre se reflejo en el informe el por ciento de células inmunotefiidas, aunque

se encontraran por debajo del punto de corte.

Los EGFR son glicoproteinas de membrana. Para el HER2 se cuenta con un sistema
establecido para analizar su expresidn, el cual establece valores que van desde 0, 1+, 2+
y 3+ que se relacionan con la continuidad e intensidad con que se colorea la membrana
citoplasmatica de las células, lo que ha proporcionado 4 niveles o sefiales (Guia para el

usuario. Hercep Test™ Dako), que se describen en la fig.3.
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Fig 3. Patrones histologicos donde se muestran los diferentes niveles de expresion del

HER2 en membrana.

0 No se observa marcaje en la membrana citoplasmatica
de las células tumorales.

% e 2785 © 1+ Se observa marcaje débil e interrumpido de la
-.’1 ¢ ® < . membrana citoplasmatica celular, en mas del 10% de las
. P > - células tumorales.
-t X “‘.‘_%___ B AT
s “ A

2+ Se observa marcaje débil a moderado y continuo de la
membrana citoplasmatica en mas del 10% de las células
tumorales.

3+ Marcaje intenso y continuo de la membrana
citoplasmética en mas del 10% de las células tumorales.

Se consideran negativos los tumores cuya expresion corresponda con las sefiales 0y 1+
y positivos aquellos que hayan sido clasificados como 2+ y 3+. Dentro de este ultimo
grupo los tumores 2+ son definidos como discordantes y con sobreexpresion solamente

los 3+.

La expresion del EGFR1 a nivel tisular se evalda similar al HER2, segun la intensidad
del marcaje y su continuidad en la membrana celular. Se describen como: 0 la ausencia

de marcaje, 1+ coloracion débil y discontinua de la membrana, 2+ moderada y 3+

39



MATERIALESY METODOS

intensa ambos con una definicion completa de la membrana celular. A diferencia del
anti-HERZ2, se consideran positivos todos los niveles de expresidn desde 1+ hasta 3+. El
criterio de positividad empleado fue el recomendado en la guia para el usuario EGFR

pharmDx ™ Dako, un niimero de células marcadas > 0.

La expresion de este antigeno se evalu6é en los tumores negativos para los RH y el
HER2 y en un grupo pequeiio de tumores con diferentes combinaciones de estos

marcadores.

El (NeuGc)GM3, es un glicolipido con expresién en membrana citoplasmética, para su
evaluacion empleamos el AcM 14F7 tipo 1gG1l. Consideramos la intensidad del
marcaje: 1+ débil, 2+ moderada y 3+ intensa y el porciento de células neoplasicas

reconocidas se evalué igual que para el EGFR1, nimero de células inmunomarcadas >0.

2.5 Hibridacién in situ Fluorescente.

Se empled el HER2 FISH pharm™ (Dako, Dinamarca).

2.5.1 Técnica

1. Desparafinar los cortes de tejidos en estufa a 60°C durante 15 min y pasarlos 2 veces
por xilol 5 min.

2. Rehidratar los cortes de tejidos 2 veces en etanol 96% y 70% durante 2 min.

3. Lavar en SSTF por 2 min.

4. Incubar en solucidn de pre-tratamiento a 95°C 10 min.

5. Refrescar a TA 15 min.

6. Lavar con SSTF 2 veces por 3 min.
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7. Aplicar pepsina (entre 2-8°C) durante 10 min a TA.

8. Repetir el paso 6.

9. Deshidratar los tejidos en etanol 70%, 85% y 96% durante 2 min.

10. Dejar secar las laminas completamente en posicion vertical a TA.

11. Marcar, empleando la lamina de hematoxilina- eosina, el area infiltrante del tumor y
aplicar 10 pl de sonda HER2/CEP-17.

12. Depositar sobre el tejido un cubreobjeto permitiendo la difusion homogénea de la
sonda vy sellar el borde del mismo con cemento.

13. Colocar las laminas en un hibridizador a 82°C por 5 min.

14. Ubicar las laminas en camara hiimeda para hibridacion incubando 14-20 hrs a 45°C.
15. Precalentar 2 couplin de solucidn de lavado astringente a 65°C por 15 min.

16. Sacar las laminas de la cdmara de hibridacion, remover el cemento e introducirlas
en la solucion astringente, permitiendo desprender el cubreobjetos sin dafar el tejido.
17. Cambiar las laminas al otro couplin con solucién de lavado astringente, durante 10
min.

18. Repetir el paso 6.

19. Deshidratar los tejidos en etanol 70%, 85% y 96% por 2 min.

20. Repetir el paso 10.

21. Aplicar 15 pl de medio de montaje fluorescente sobre el tejido y colocar el
cubreobjeto.

22. Las laminas se pueden leer después de 15 min de realizada la técnica y/o hasta 7
dias, y conservarse entre 2-8°C.

23. Se analizan solo las areas de carcinoma invasivo y se cuentan 20 nucleos por cada

tejido. Cuando fuera posible se examinan varias areas tumorales.
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24. El gen esta amplificado cuando la relacion entre las sefiales del HER2 (rojas) vy las

de la sonda CEP-17 (verdes) es>2.2.

La lectura de las laminas se realizd en un microscopio de fluorescencia BX 41 U-

LH100GAPO, Olympus, EUA.

2.6 Microarreglostisulares (TMA, Tissue microarrays)

La confeccion de los TMA se efectud con dos equipos manuales.

2.6.1. TMA (Thermo Scientifics, M éxico).
Incluye un molde para la confeccion del bloque de parafina y un aditamento para

perforar, extraer y depositar el fragmento tisular seleccionado. Fig. 4.

Fig. 4. Equipo para la confeccion de los TMA de
Thermo Scientific, México.

3.6.1.2 Procedimiento

1. Poner la caja plastica del blogue dentro del molde y llenarlo con parafina liquida,
dejandolo a TA hasta que se enfrie y solidifique.

2. Liberar el bloque del molde aflojando los tornillos laterales al unisono.

3. Como resultado final, se obtiene un bloque de parafina con 24 pozos de 2 mm de

diametro cada uno.
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4. Seleccionar el fragmento de tejido que se va a extraer, marcando en la lamina de
hematoxilina-eosina el campo seleccionado y confrontandola con el bloque de tejido, de
manera que permita localizar el sitio exacto que se debe perforar.

4. Confeccionar en una plantilla de papel el esquema del bloque.

5. Marcar el bloque de parafina obtenido en un extremo, de manera que permita
orientarse para trabajarlo y diagnosticarlo.

6. Depositar el cilindro de tejido extraido en el pozo correspondiente, siguiendo el orden
previamente establecido en la plantilla.

7. Después de terminar la confeccién del bloque, ponerlo en estufa a 37°C 24 hrs

8. Aplanar la superficie y dejar enfriar a TA.

Se confeccionaron 2 bloques de microarreglos tisulares con 24 muestras de tumores

mamarios cada uno.

2.6.2. TMA (Beecher Instruments, Sun Prairie, Wisconsin, EUA).

Este equipo a diferencia del anterior consta de 2 agujas continuas, una se emplea para
abrir el pozo en el multibloque y la otra para extraer el cilindro tisular del blogue
donante y a su vez se utiliza para depositarlo en el lugar designado en el microarreglo
que se esta confeccionando. Se puede obtener un multibloque con 80 fragmentos

tisulares, ver fig 5.
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Fig. 5. (A) Equipo de Microarreglos Tisulares de Beecher Instruments (B) Bloque

donante con la zona tumoral seleccionada (C) Multibloque confeccionado.

2.6.2.1 Procedimiento.
Es similar al descrito en el acapite 2.6.1, omitiendo los pasos 2 y 3.
Se confeccionaron 3 bloques con 80 fragmentos de tumores mamarios cada uno, para

emplearse en el tamizaje del AcM 14F7.

2.7 Reconocimiento in vivo del AcM 14F7 por inmunocentellografia.

Para evaluar la biodistribucion se confecciond un ensayo clinico fase I-11 aprobado por
el Comité de ética del Instituto de Oncologia y Radiobiologia y por la autoridad
nacional regulatoria cubana (CECMED). Se obtuvo el consentimiento informado de las

14 mujeres que entraron en el ensayo clinico.
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Las pacientes incluidas estaban en un rango de 18 a 40 afios de edad, con diagndstico
clinico, radiolégico y citolégico de cancer de mama, estadio 11, virgenes de tratamiento
oncoespecifico, todas procedentes del Instituto de Oncologia y Radiobiologia. La
confirmacion histopatoldgica se realizé después de la inmunocentellografia mediante el

estudio de muestras del tumor tomadas durante el acto quirurgico.

Las pacientes se dividieron en tres grupos. El grupo | recibié 0.3 mg del AcM 14F7
(n=5); el 11 1 mg (n=5) y el Il 3 mg (n=4), por via intravenosa y marcado con 30 a 40

mg de *™Tc.

2.7.1. Marcaje radioactivo del AcM (segun Schwarz y Steinstrasser, 1987; M ather
y Ellison, 1990).

Los viales contienen 1 mL de solucién neutra estéril y apirogénica del AcM con una
concentracion de 5 mg/mL. EI AcM se redujo en exceso de 2 mercaptoetanol 2000
molar (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) durante 30 min a TA. Una vez reducido, el
exceso de 2 mercaptoetanol se extrajo en una columna de Sephadex G-25 (Columna de

gel filtracion, PD-10, Pharmacia, Biotech, Uppsala, Suecia).

La concentracion de proteina del AcM se midié en el espectro de luz visible a 280 nm

con un espectrofotometro Ultrospec 111 (Pharmacia, Upsala, Suecia).

El paquete diagndstico para gammagrafia 6sea (Medronato-Sn, CENTIS, Habana,

Cuba) se reconstituyd con 5 mL de solucion salina gaseada con nitrogeno. A las

alicuotas con 0,3; 1 6 3 mg de AcM 14F7 reducido se les afiadié 20, 50 o 120 ul de la
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solucion del medronato respectivamente, seguido por 30 a 40 mCi de pertenectato

obtenido de un generador estéril **Mo-"*Tc (GBTec, CENTIS, Habana, Cuba).

Todo el procedimiento de radiomarcaje se realizd en condiciones asépticas en un flujo

laminar y el radiofarmaco se administré con una pureza radioquimica mayor de 90%.

2.7.2 Estudio de Biodistribucion.

Las imagenes del AcM radiomarcado se evaluaron a las 2, 4, 8 y 24 horas posteriores a
su administracion. Se tomaron vistas laterales de ambas mamas estando las pacientes en
posicion decubito prono y con la mama en posicion pendular. Se empleé como control
negativo, la mama contralateral no tumoral, verificada con anterioridad mediante

examen clinico y mamogréfico.

La localizacién y los porcientos de acimulo del 14F7°°™Tc en los tejidos, se evaluaron
a través del analisis visual de las imagenes empleando una cdmara gamma SOPHY

CAMERA (Sopha Medical, Francia).

2.7.3 Toxicidad
Se realiz6 un examen fisico a las pacientes en los dias 7, 14 y 28 y se les indicaron

estudios complementarios de hematologia y bioquimica sanguinea.

La clasificacion de la intensidad de los eventos adversos se realizé de acuerdo a la

escala de Criterios Comunes de Toxicidad del Instituto Nacional de Cancer de Estados

Unidos (NCI-CTC), version 3 (Trotti y cols., 2003).
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Por ELISA se analizé la respuesta humana contra los Ac de ratén, conocida como

respuesta HAMA (Human Antibody M ouse Antigen). Recubriendo las placas de micro

titulacion con 10 pg/mL de AcM 14F7 durante toda la noche a 4°C, afiadiendo
diluciones seriadas del suero de las pacientes 2 horas a 37°C, seguido de suero anti
IgG/IgM  humana conjugado con fosfatasa alcalina para detectar la sefal.
Posteriormente la presencia o no de la molécula, se visualiza a través del revelado de la

enzima mediante una reaccion colorimétrica y se lee a 405 nm.

2.7.4 Inmunohistogquimica.

Se realizaron cortes seriados de los bloques de parafina de las pacientes del ensayo, uno
se tomd para realizar la colacién de hematoxilina-eosina (Lillie RD., 1954) y con el
resto se evaluaron los marcadores de uso estandar: RE, RP y HER2 y se analiz6 el
reconocimiento del AcM 14F7. Adicionalmente se tomaron fragmentos de tejido frescos
de las 13 pacientes durante el acto quirurgico, que se mantuvieron en solucion salina al
0.9% a 4°C durante no mas de 1 hr. Posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido,

donde se almacenaron hasta su ulterior uso.

Se realizaron cortes seriados a 5 pm en un Criostato Leica SM 1900, (Leica, Alemania).
Se recogieron en laminas plus (cargadas positivamente, Dako, Uppsala, Suecia), se
dejaron secar al aire durante 1 hr, se envolvieron en papel aluminio y se conservaron a -

20°C por un periodo de hasta 2 meses.

Un corte se tomd para hematoxilina-eosina (Lillie RD., 1954) y el resto para detectar el

reconocimiento inmunohistoquimico del AcM 14F7.

47



MATERIALESY METODOS

Los cortes de tejidos se tifieron con el AcM 14F7 para comparar su patron de inmuno-
reaccion en tejidos frescos con el obtenido en los tejidos fijados en formol e incluidos

en parafina, y para correlacionar estos resultados con los obtenidos in vivo.

2.7.4.1. Procedimiento.

1. Una vez que las laminas toman temperatura ambiente, se extraen del papel aluminio y
se fijan en paraformaldehido al 4% durante 15 min.

2. Se pasan a agua corriente 10 min, agua destilada 5 min.

3. Se inhibe la Px enddgena durante 5 min (Dako S2001).

4. Se lavan con SSTF por 10 min, 2 cambios.

5. Se aplica el AcM 14F7 a 1 pg/mL por 30 min.

6. Se lava con SSTF-Tween 20 al 0.2% 5 min (varios pases).

7. Se aplica el Ac anti raton biotinilado (Dako) durante 30 min.

8. Lavado igual que el paso 4.

9. Se aplica estreptavidina—Px (Dako) durante 30 min.

10. Lavado igual que el paso 4.

11. Se revela con DAB (juego de reactivos, Anacrom, Sevilla, Espafia).
12. Se lava con agua destilada.

13. Se contrasta con hematoxilina de Mayer 20 segundos.

14. Se azulea en agua amoniacal 37 mmol/L.

15. Se lava en agua corriente y se monta con Eukitt.

La técnica IHQ en los tejidos fijados en formol al 10% y embebidos en parafina se

realizo segun lo descrito en el acépite 2.3.7 y 2.4.
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2.8 Andlisis estadistico.
Los datos recogidos en la ficha de las pacientes, asi como los obtenidos en el trabajo, se

almacenaron en una base de datos confeccionada en Excel.

Se conformaron grupos de pacientes segun la distribucion de los factores prondsticos.
Esto posibilitd, una vez obtenida la expresion tisular de los marcadores tumorales,
establecer correlaciones y evaluar los resultados de esta informacién en relacién al valor

pronostico y/o predictivo de cada uno de ellos.

Para el procesamiento y analisis estadistico de los datos se utilizd el programa SPSS,
version 11. Se calcularon las frecuencias y porcentajes de las variables cualitativas
agrupadas. Para estudiar la relacion entre las diferentes variables de interés, se
emplearon tablas cruzadas con las variables tomadas 2 a 2 y se utilizé la prueba de chi-
cuadrado (y?) para determinar la posible existencia de asociacion entre las mismas bajo
la hipdtesis Ho: no hay dependencia, Hi: hay dependencia. El nivel de significacion
considerado fue de 0.05. En el caso particular de los marcadores tumorales, HER2 y los
RH, se calculé el coeficiente rho de Spearman (r), para determinar la correlacién entre 2

variables.

En la comparacion del AcM EGFR1 comercial con el producido en Cuba, se calculo la
sensibilidad y la especificidad del reconocimiento del ior egf/r3 contra el juego

diagndstico comercial de Dako (Fernandez y Pertegas, 2003).

Sensbilidad (S). Definida como la capacidad del AcM ior egf/r3 de reconocer igual

namero verdaderos positivos que el identificado con el juego diagndstico de Dako.
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S= [vp/(vp+fn)] x 100

Especificidad (E). Es la capacidad del AcM ior egf/r3 de reconocer igual nimero de
casos negativos al receptor del EGF tipo 1 que el obtenido al usar el juego diagnostico

de Dako.

E= (Vn/(vn+fp) ) X100

Valor predictivo positivo (VPP). Es la probabilidad de que el AcM ior egf/ r3

reconozca los verdaderos positivos evaluados por el AcM de Dako.

VPP=Vp/Vp+Fp x 100
Valor predictivo negativo (VPN). Es la probabilidad de que el AcM ior egf/ r3

reconozca los verdaderos negativos evaluados por el AcM de Dako.

VPN= Vn/ Fn+Vn x 100

Abreviaturas utilizadas en las férmulas.

vp= verdaderos positivos para el AcM EGFR1 de Dako.

fp= falsos positivos, son los positivos para el ior egf /r3 y negativos para el de Dako.
fn= falsos negativos, negativos para el ior egf /r3 y positivos por Dako.

vn= verdaderos negativos, son los negativos para el AcM EGFR1 de Dako.

N= tamafio de la muestra estudiada.

50



RESULTADOS

CAPITULO 3. RESULTADOS.

En este capitulo se muestran los principales resultados obtenidos en la investigacion
contiene los factores prondgticos y predictivos de respuesta terapéutica analizados, su
expresion y el grado de asociacion entre ellos, ademés la identificacion de posibles

dianas terapéuticas con el empleo de AcMs cubanos.

3.1 Variables morfoldgicas y generales.

El nimero de tumores estudiados para cada uno de los factores prondésticos analizados
no fue el mismo por la pérdida de datos aleatoria en cada una de las variables
consideradas, 1o que implicd un tamafio de muestra que oscilé en un rango entre 866 y 1

509.

El diagndstico anatomopatoldgico resultd coincidente al ser reevaluado. El estudio
evidencié un predominio de los carcinomas ductales invasivos que comprendieron el
74%, seguidos de los carcinomas lobulillares invasivos con un 10% de frecuencia. Los
carcinomas invasivos tipos especiales, es decir, medulares, mucinosos y papilares se
encontraron en el 4.6% de la muestra, mientras que las variedades raras, como el
carcinoma inflamatorio, el metaplasico y la enfermedad de Paget, estuvieron por debajo

del 1% (Tabla?2), figs. 6y 7.

Al analizar la digtribucion de la muestra por € GN y el GH, en ambos encontramos un
mayor por ciento de expresion en el grado I, seguido por el grado |11 y en el dltimo

lugar el grado | (Tabla 2).
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En cuanto al tamafio del tumor, la mayoria de los tumores se ubicaron en el grupo que
incluia los de dimensién mayor hasta 20 mm (49,2%), seguidos por los de 21 hasta 49

mm (Tabla 2).

La presencia de ganglios axilares metastasicos predomind en las pacientes estudiadas,
53.13%, mas de la mitad de la muestra. Estos se observaron practicamente entre los
gruposde 1 a3y de 4 a9 (43.9%), correspondiéndole al grupo de 10 y més ganglios el

por ciento més bajo en esta categoria (Tabla 2).

En los estadios clinicos predomind el estadio Il, seguido por € I, el 11l y el 1V. Este

altimo con una frecuencia menor del 2% (Tabla 2).

Se consideraron dos grupos de edades, donde el mayor nimero de pacientes se

encontraron representadas en las mayores de 50 afios, con un 52.3 % (Tabla.2).
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Fig. 6. A. Carcinoma ductal in situ. (HE). Note la uniformidad

delimitacion de los bordes celulares en la membrana basal. B. Carcinoma ductal invasivo clasico.
(HE). Glandulas de pequefio tamafio y forma irregular que infiltran el estroma. C. Carcinoma
lobulillar invasivo. (HE). Células tumorales pequefias y con relativa uniformidad con crecimiento
concéntrico y alineado. D. Carcinoma ductolobulillar infiltrante. (HE). Observe éreas de carcinoma

lobulillar y ductal.
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Fig.7 A. Carcinoma coloide. (HE). Nidos solidos de células bien diferenciadas inmersas en abundante
mucina. B.- Carcinoma papilar. (HE). Observe las proyecciones papilares con un estroma fibrovascular.
C. Carcinoma metaplasico adenoescamoso. (HE). Note el componente glandular con células claras y el
escamoso con moderada diferenciacion. D. Carcinoma medular. (H/E). Células tumorales de gran tamafio
y escasa diferenciacion celular con abundante infiltrado linfoplasmocitario.
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Tabla 2. Caracteristicas de la muestra estudiada.

n (%)
Tumores malignos de mama 1509
Subtipo Histoldgico 1 509 (100.00)
Carcinoma Ductal Invasivo 1123 (74.42)
Carcinoma Lobulillar Invasivo 158 (10.47)
Carcinomas Mixtos 124 (8.21)
Carcinoma Papilar 17 (112
Carcinoma Medular 18 (1.19
Carcinoma Mucinoso 34 (2.25)
Carcinoma Metapl asico 6 (0.40)
Carcinoma Inflamatorio 2 (0.13)
Carcinoma Ductal In Situ 15 (1.00)
Carcinoma Lobulillar In Situ 8 (0.53)
Enfermedad de Paget 4 (0.27)
Grado nuclear 1 009 (66.9)
I 200 (19.82)
0 518 (51.3)
" 291 (28.84)
Grado Histologico 939 (62.2)
I 130 (13.8)
0 518 (55.16)
0 291 (31.00)
Dimension mayor tumor 866 (57.3)
<20mm 400 (46.18)
21- 49mm 393 (45.38)
>50 73( 8.42)
Ganglios axilares metastasicos 1016 (67.3)
0 475 (46.75)
1-3 262 (25.78)
4-9 185 (18.20)
>10 94 ( 9.25)
Estadio Clinico 1 006 (67.3)
I 232 (23.06)
0 603 (59.94)
" 155 (15.40)
v 16 ( 1.59)
Edad de las pacientes 1229 (81.4)
<50 575 (46.78)
>50 654 (53.21)
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3.2 Inmunohistoquimica.

3.2.1 Inmunolocalizacion tisular de los receptores hormonales.

Los RH en los tumores mamarios malignos exhibieron su patron nuclear caracteristico
como se muestraen lafig. 8. Se expresaron en el 53 y 49% de los casos parael RE vy el

RP respectivamente Tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de la expresiéon delos RH en |os tumores mamarios malignos.

n Positivo (%) Negativo (%) | no utiles (%)

RE | 1509 | 743 (53.0)| 658 (47.0)| 108  (7.15)

RP | 1509 | 588 (49.0) | 617 (51.0)| 300  (19.8)

Al relacionar el RE con el resto de los factores prondsticos evaluados, se evidencio que
a aumentar el estadio clinico, e tamafio tumoral, el grado nuclear y el grado
histolégico, disminuye la positividad a RE en la muestra de tumores estudiados (p<0.05

v%). El grupo de edad de 50 y més afios presenté mayor expresion del RE (p<0.05 x?).

Por otra parte se observé que la expresion de RE tiende a disminuir a medida que se
hace mayor el nimero de ganglios axilares metastasicos, sin observarse diferencias

estadisticamente significativas, ver Tabla 4.
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Tabla 4. Expresion tisular del RE en rlacion con los factores prondsticos.

Factores prondsticos n RE p
Positivo Negativo
n(%o) n(%)

Edad 1174 0.04*
<50 266 (48.3) 284 (51.6)
250 360 (57.6) 264 (42.3)
Dimension mayor del tumor 866 0.001*
<20 261 (65,2) 139 (34,7)

21- 49 211 (53.6) 182 (46.3)

50 6 mas 27 (36.9) 46 (63.0)

Ganglios axilares metastasicos | 967 0.308
o 262 (57.2) 196 (42.7)

13 150 (60.7) 97 (39.3)

48 91 (52.0) 84 (48.0)

10 0 més 39 (44.8) 48 (55.2)

Grado Nuclear 977 0.001
I 125 (65.4) 66 (34.5)

I 291 (58.1) 210 (41.9)

1] 119(32.6) 166(45.4)

Grado histolégico 915 0.014
| 79 (62.2) 48 (37.7)

" 288 (56.8) 219 (43.2)

i 127 (45.2) 154 (54.8)

Estadio clinico 988 0.015
| 137(62.2) 83(37.3)

I 339(58.1) 245(41.9)

1] 58(34.5) 110(65.5)

\Y% 5(31.2) 11(68.8)

p< 0.05 5°

Similar comportamiento se confirma para el RP, su relacion con los factores pronogticos
evaluados, mostré6 que a aumentar el estadio clinico, € tamafio tumoral, el grado
nuclear y el grado histologico, disminuye la positividad al RP en la muestra de tumores
estudiados (p<0.05 y?). La edad y el nimero de ganglios metastasicos no mostraron

correlacion estadisticamente significativa (p>0.05y 2).
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Tabla5. Expresion tisular del RP enrelacion alos factores pronésticos.

Factores prondsticos n RP p
Positivo Negativo
n(%o) n(%)

Edad 1174

<30 293(53.1) 257(46.8) 0.260
=50 311(49.8) 313(50.2)

Dimension mayor del tumor 866 0.000
<20 200(50.0) 200(50.0)

21- 49 174(44.4) 218(55.6)

>50 23(16.8) 50(36.5)

Ganglios axilares metastasicos | 967

o 76(16.6) 381(83.4) | 0.216
13 137(55.5) 109(44.4)
45 105(60.0) 70(40.0)
> 10 29(33.3) 57(66.6)

Grado Nuclear 977 0.000
I 98(51.3) 93 (48.7)

I 250 (50.0) 250(50.0)

1] 125(44.0) 160(56.0)

Grado histologico 915 0.002
| 70(55.2) 57(44.8)

" 278(54.9) 228(45.1)

" 122(43.4) 159(56.6)

Estadio clinico 988 0.000
I 141(64.3) 79(35.7)

I 310(53.0) 275(47.1)

1] 45(26.6) 123(73.3)

\Y 11(66.6) 5(33.3)

p< 0.05 5

Al corrdlacionar los RH entre si, encontramos que sus expresiones muestran una

frecuencia diferente en cada una de las combinaciones posibles. Se observd un mayor

por ciento al co-expresarse ambos receptores (38%), le siguié la combinacion donde

ambos RH resultaron negativos (28%). El 23% resulté RE+ RP- y solamente en 136

tumores (11%), se presentd la combinacion RE- RP. (Tabla 6).
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Tabla 6. Corrdacion delaexpresion delos RH.

Region Expresion de RP Total
Positivo n (%) Negativo n (%) n(%)
Positivo 459 (37.96) 276(22.83) 735(60.79)
RE
Negativo 136(11.35) 338(27.96) 474(39.21)
Total (%) 595 (49.21) 614(50.79) 1209(100)

3.2.2 Inmunolocalizacion tisular de los receptores de la familia del Factor de

crecimiento epidérmico humano.

3.2.2.1 HER2.
Se localizd a nivel de la membrana citoplasmética de las células tumorales mamarias,

con intensidades comprendidas entre 0, 1+, 2+ y 3+, como se muestraen lafig. 9.

Resultaron Utiles 1 483 (98.2%) tumores. El 76.3% fueron negativos (0 y 1+), mientras

gue el 23.7% de los tumores se observaron positivos (2+ y 3+). El 16.8% del total de los

tumores estudiados mostraron niveles de sobreexpresion (3+) del HER2 (Tabla 7).
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Tabla7. Distribucion de laexpresion del HER2 en la muestra de tumores mamarios.

Muestra HER?2
n (%) Intensidad de marcaje n (%)
1483 98.2 0 748 50.4
1+ 384 25.9
2+ 102 6.9
3+ 249 16.8

tumores negativos, 2+ discordantes, 3+ positivos.

0,1+

Larelacion del HER2 con el resto de los factores prondsticos morfologicos y clinicos,

mostré que e aumento del grado nuclear, del grado histoldgico y de la dimensién mayor

del tumor se asocia con una mayor expresion de este marcador tumoral (p<0.05 ). Por

otra parte, se observd que los tumores de las mujeres menores de 40 afios de edad

presentan mayor expresion de esta molécula (p<0.05% 2 La correlacion con el estadio

clinico y con el nimero de ganglios axilares metastésicos, no alcanzé niveles de

significacion estadistica (p>0.05y %) (Tabla 8).

58



Fig. 9 En la muestra estudiada se observaron los cuatro patrones de tincion
establecidos para la evaluacion tisular del HER2.



RESULTADOS

Tabla 8. Expresion del HER2 en relacion a los factores pronosticos.

Factores prondsticos n HER2 p
Negativo(Oyl) Positivo(2+y 3+)
n (%) n (%)

Edad 1181 0.0424
=40 134(70.1) 57(29.8)

>40 763(77.1) 227(22.9)

Dimension mayor del tumor 851 0.0002
<20 326(83.8) 63(16.1)

21- 49 281(72.6) 106(27.3)
>50 52(69.4) 23(30.6)

Ganglios axilares metastasicos 917 0.2716
o 304(73.7) 108(26.2)

13 195(79.6) 50(20.4)
45 137(78.7) 37(21.2)

10y més 63(73.2) 23(26.7)

Grado Nuclear 989 0.0006
| 161(77.7) 46(22.2)

I 391(78.3) 108(21.6)

i 188(66.4) 95(33.5)

Grado histolégico 913 0.0035
| 106(83.4) 21(16.5)

! 392(77.3) 115(22.6)

i 193(69.2) 86(30.8)

Estadio clinico 978 0.6852
| 175(79.2) 46(20.8)

I 444(76.5) 136(23.4)

1] 120(74.1) 42(25.9)

\Y 12(75.0) 3(18.8)

p< 0.05 »°

Del grupo de tumores HER2 2+, 10 fueron seleccionados para determinar la

amplificacion génica mediante la técnica de Hibridacion in situ fluorescente. En 8

tumores la relacion HER2( rojo) / CEP 17( verde) se mantuvo en el rango normal, < 2.2

sin observarse amplificacion del gen, mientras que en los dos casos restantes se observo

amplificacion de gen con unarelacion HER2/ CEP 17 > 2.2 en cada uno de los nicleos

celulares analizados Tabla 9, fig. 10.
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Tabla9. Amplificacién génica del HER2 empleando FISH.

Biopsia HER2 / IHQ HER2 / Cep 17 Promedio de Gen Amplificado
copias HER?2
03-7632 2+ 1.14 2.052 NO
04-2403 2+ 1.01 2.025 NO
05-4596 2+ 1.14 2.125 NO
06-7633 2+ 1.22 2.475 NO
04-5424 2+ 1.02 1.850 NO
06-7759 2+ 1.77 3.195 NO
*06-2905 2+ Shell [ 5.975 SI*
06-1014 2+ 1.01 2.025 NO
06-3267 2+ 1.22 2.475 NO
06-9087 2+ 1.90 3.429 NO
03-4677 1+ 1.01 1.795 NO
03-2243 1+ 1.14 2.125 NO
04-3678 1+ 1.02 1.850 NO
04-5372 1+ 1.25 3.325 NO
05-3423 1+ 1.00 2.010 NO
*06-2424 2+ 4.6* 16.925 SI*

* HER2/CEP 17>2.2

La expresion del HER2 se reanaliz6 segun las regiones geograficas de procedencia de
los tumores mamarios, considerando al Ingtituto de Oncologia y Radiobiologia (INOR)
como una regioén independiente. Los por cientos de positividad se ubicaron en el rango

comprendido entre 20 y 30, en todas las regiones del pais. En los tumores del INOR se

60



B C

Fig.10 A. Tumor mamario HER2 2+ por inmunohistoquimica (40X)
B. Células tumorales sin amplificacion génica por FISH (HER2/Cep 17=1)
C. Tumor 06-2925 HER2 2+ por inmunohistoquimica (40X), D. Células
tumorales con amplificacion génica por FISH (HER2 / Cep 17> 2.2).
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obtiene la expresion més alta de positividad (25.7 %), aunque sin alcanzar niveles de

significacion estadistica (p= 0.0611) (Tabla 10).

Tabla 10. Distribucién de la expresion del HER2 en los tumores
mamarios segun regiones geograficas.

Region Expresion de HER2 Total
0,1+ n (%) 2+,3+ n (%) n (%)

INOR 658 (74.3) 227 (25.7) 885
Occidente 170 (80.1) 42 (19.9) 212

Centro 187 (80.0) 48 (20,4) 235
Oriente 116 (76.8) 35 (23.1) 151

Total 1131 (76.3) 352 (23.7) 1483  (100%)
p< 0.05 5

4.2.3 Correlacién de la expresion del HER2 con los RH.

Al anadlizar la expresion combinada de los tres receptores, encontramos que la
combinacion del RE. RP. y HER2- resultd la més frecuente (56.2%) fig. 11., a
continuacion se ubicd la combinacién donde los tres receptores resultaron negativos
(triple negativos) (19.9%) fig. 12., seguida de RE- RP- y HER2+ (13.7%) fig. 13. y por
ultimo, la més baja frecuencia correspondi6 ala expresion positiva de los tres receptores
(10.1%) fig. 14., (Tabla 11). El coeficiente de Spearman r = -1, indico la existencia de
correlacion inversaentre los RH y el HER2.

Tabla 11. Correlacion de laexpresion de HER2 con RH.

RH Total
Positivo n (%) Negativo n (%) n (%)
Positivo 122 (10.1) 166 (13.7) 288 (23.8)
HER?2
Negativo 680 (56.2) 241 (19.9) 921 (76.2)
Total 802 (66.3) 407 (33.6) 1209 (100%)
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3.2.4 EGFRL1.
Exhibié un marcaje de membrana con una distribucion y un patrén de intensidad similar

al descrito parael HER2.

La evaluacion de la expresion del EGFR1 en los tumores triple negativos con €l juego
de reactivos diagndstico EGFR pharmDx™ de Dako, mostré un 56,2% de tumores
negativos, 20.3% con marcaje 1+, 5.9% resultaron 2+ y el 17.3% restante mostré una

intensidad 3+ que delimita completamente la membrana citoplasmética.

Al utilizar el AcM anti EGFR1, ior egf /r3 (CIMAB, S.A) encontramos un
reconocimiento equivalente al obtenido con el anticuerpo del juego diagnéstico de
Dako. Se mantuvo invariable el por ciento de tumores con marcaje de 2+ y 3+ (fig. 15.).
La diferencia entre ambos AcMs radicd en la ausencia del reconocimiento por el AcM
cubano del grupo de los tumores que mostraron expresion del EGFR1 con intensidad 1+
con el AcM de la Dako, 1o que se aumento el nimero de tumores negativos detectados

por el AcM ior egf/r3, ver Tabla 12.

Tabla 12. Reconocimiento de los AcMs anti EGFR1 en los tumores
mamarios triple negativos.

lnmunomarcaje Anticuerpos Monoclonales
tisular EGFRI1 ior egf/ 13
n (%) n_ (%)
0 135 (56.2) 185 (76.5)
1+ 50 (20.3) 0 (0.0
2+ 14 (5.9 14 (5.9
3+ 42 (17.3) 42  (17.3)
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Fig. 11 Obsérvese inmunoreaccion en los nucleos de los cortes de tejidos correspondientes
a RE y RP, mientras que el de HER2 no presenta reaccion (RE+RP+HER2-)



200°um

200 pm 200 pm

Fig.12 Iméagenes correspondientes a un tumor que no expresa ninguno de los tres
receptores estudiados (Triple negativo).



200 pm

Fig. 13. EI HER2 muestra un intenso marcaje de la membrana citoplasmatica (3+). No
se observa reaccion en los cortes correspondientes al RE y el RP. (RE-RP-HER2 3+).



Fig. 14 Se observa tumor mamario con expresion de los tres receptores. (Triple positivo)
RE+ RP+ HER2 3+. Adviértase el marcaje nuclear para el RE y RP y la delimitacion
completa e intensa de la membrana citoplasmatica en el HER2.



ior egf/r3 3+

.

EGFR 2+ % - ) for egfir3 2+

Fig. 15 Se muestra el reconocimiento de los AcMs: ior egf/r3y EGFR de Dako. VVéase el
marcaje similar de ambos a nivel tisular (3+), sélo el ior-egf/r3 exhibe una pequefia
diferencia en la intensidad en los tumores 2+.
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El cédlculo de la sensibilidad y la especificidad del AcM ior egf/r3 cubano comparado
con el de Dako, alcanz6 valores de 68 y 100% respectivamente, el VPN fue de 73% y €l

VPP acanzé e 100%.

Adicionalmente, se evalud la expresion de EGFR1 en un grupo de 50 tumores con
diferentes combinaciones de los RH y del HER2. Los tumores EGFR1 positivos con
intensidad 3+ se encontraron sSiempre asociados a tumores RE negativos,

independientemente del estado del RP y del HER2, como se muestraen la Tabla 13.

Tabla13. Expresion del receptor del EGFR1 en tumores mamarios con
diferentes combinaciones de los marcadores.

Combinaciones EGFR1
1+ 2+ 3+

—
o
—
=

RE+/RP+/HER20
RE+/RP+/HER2 1+
RE+/RP- /HER2 0
RE+/RP- /| HER2 1+
RE+/RP- / HER2 3+
RE-/RP+ / HER2 0
RE-/RP+ / HER2 1+
RE-/RP+ [ HER2 3+
RE-/RP- /HER2 3+

hobrobobhouoo
1
1
GORUloNCooo

1
1
PN R R

3.2.5 Expresion tisular del AcM 14F7.

El reconocimiento tisular del AcM 14F7 en 240 tumores mamarios fijados en formol al
10% e incluidos en parafina, se localizo en el citoplasma de mas del 95% de las células
tumorales con una intensidad de moderada a intensa en el 100% de las neoplasias de

mama estudiados.

63



RESULTADOS

El empleo de los TMA resulté de utilidad para el tamizaje del AcM 14F7, al facilitar el
andlisis de un gran nimero de casos en un corto tiempo (fig. 16.). No se encontré
correlacion del reconocimiento inmunohistoquimico del AcM 14F7 con los factores

prondgticos analizados, ver tabla 14.

Tabla 14. Distribucién de los factores prondsticos de los tumores en relacion
al reconocimiento del 14F7.

Factores prondsticos n 14F7
Positivo n(%)

Edad 240

<50 127(53.0)
>50 113(47.0)
Dimension mayor del tumor 240

<20 120(50.0)
21- 49 107(44.4)
Ganglios axilares metastasicos 240

0 23(9..7)
1.3 84(35.0)
4.9 96(40.0)
10y més 37(15.3)
Grado Nuclear 240

I 99(41.2)
0 111(46.3)
" 30(12.5)
Grado histologico 240

| 77(32.2)
I 122(50.9)
i 41(16.9)
Estadio clinico 240

I 79(33.0)
0 127(53.0)
" 23(9.9)
v 11(4.6)




Fig. 16 Blogue de microarreglos tisulares (TMA) de tumores malignos
mamarios. A. Obsérvese los cortes de tejidos del multibloque de 80
fragmentos. B y C. Imagen microscépica del reconocimiento del AcM 14F7.
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3.3 Biodistribucion del 14F7. Estudio inmunocentellogréfico.

La pureza radioquimica del AcM radioconjugado fue mayor de 93%. Al compararse los
resultados de la | nmunocentellografia con los de la histopatologia, se encontré que en
el grupo | (0.3 mg) de los 5 pacientes estudiados, 2 se consideraron falsos negativos por
no visualizaciéon del tumor mamario, una paciente no consintio operarse, por lo que no
se obtuvieron resultados histopatoldgicos ni inmunohistoquimicos. Todos los tumores
del grupo Il (Img) acumularon el radioconjugado en el tumor mamario (verdaderos
positivos). Del grupo Il (3 mg) sblo un tumor acumuld el radiofarmaco, de los tres
restantes, dos fueron falsos negativos y 1 verdadero negativo con diagndstico

histopatoldgico de enfermedad fibroquistica de la mama Tabla 15.

Tabla 15. Hallazgos histolégicos, radioinmunocentellogréficos e inmunohistoquimicos
en las pacientes incluidas en el estudio.

Pacientes (Grupo) RIC HP RIC/HP | 14F7 | HER2 | RE
1() Positivo CDI VP 2+ 0 +
2(1) Positivo CDI VP 2+ 0 n
3(1) Positivo NA NA NA NA NA
(1) Negativo CLI FN 2+ 0 n
5(1) Negativo CDI FN 1+ 3+ +
6(11) Positivo CDI VP 1+ 0 n
7(11) Positivo CDI VP 3+ 0 -
8(11) Positivo CDI VP 2+ 1+ n
() Positivo CDI VP 2+ 3+ +

10(11) Positivo CDI VP 2+ 0 n
11(111) Negativo CDI FN 2+ 1+ n
12(111) Negativo CLI FN 2+ 0 n
13(111) Negativo EFQ VN 0 0 +
14(111) Positivo CDI VP 2+ 0 +

Leyenda. VP verdadero positivo; FN falso negativo; VN verdadero negativo; NA no aplicable. CDI
carcinoma ductal Invasivo, CLI carcinomalobular invasivo y EFQ Enfermedad fibroquistica

El estudio IHQ mostré reconocimiento del AcM 14F7 en todos los canceres mamarios,
fue interesante observar la ausencia de tincion en la enfermedad fibroquistica (lesion
benigna). En tegjido fresco marco la membrana citoplasmética y/o el citoplasma en mas

del 95% de las células tumorales (Fig.17B y C.), en €l tejido fijado en formol e incluido
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en parafina se observé fundamentalmente marcaje citoplasmético, aunque en un nimero
reducido de casos se evidencio inmunotincion de membrana citoplasmatica (fig. 17D y

E.) Tabla 15.

En la Fig. 18. se observa la inmunolocalizacién del tumor mamario por el 14F7%°™Tc,
noétese la especificidad del marcaje que se correlaciona con laimagen IHQ . Fig.18A y
B. Fig 18. Imagen de la biodistribucién in vivo del 14F7 ®*™Tc A) Dosis 0.3 mg, B)

Dosis1 mg.

Mama Derecha Mama izquierda

Mama Derecha Mama izquierda
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Fig. 17 Se observa el reconocimiento tisular del AcM 14F7 en tejido fresco. A. muestra el tumor
coloreado con HE. B. inmunotincion con el AcM contrastada con hematoxilina de Mayer. C.
inmunotincion sin contrastar. Notese el marcaje del citoplasma y de la membrana citoplasmatica que
se aprecia mejor sin el contraste del tejido. Las siguientes imagenes se corresponden con el tejido
tumoral mamario incluido en parafina: D y E AcM 14F7 con un marcaje citoplasmatico intenso que
en algunos grupos de células tumorales también delimita la membrana. F anticuerpo no relacionado
como control negativo.
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El 92.3% de los 13 tumores evaluados en este ensayo clinico resultaron RE positivos, y

de ellos el 85% también fueron HER2 negativos, ver tabla 15.
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CAPITULO 4. DISCUSION.

En este capitulo se discuten los principales resultados de la investigacion realizada,
siguiendo el orden de presentacion del capitulo precedente. Se basa en la comparacion
de hallazgos entre los estudios agqui presentados y los realizados por otros autores. A

esto se le adiciona la experienciaclinicay la bibliografia consultada.

En cancer, el conocimiento preciso de la extension de la enfermedad y de las
caracteristicas bioldgicas de la misma, constituye el arma mas valiosa para determinar €l
prondgtico y la conducta terapéutica a emplear (Singletary y cols, 2002; White y cols.,

2003; Wilkinson y cols, 2003).

El diagndstico y el tratamiento son definiciones de trascendental importancia, a su vez
el prondstico tiene un impacto relevante en los resultados del tratamiento y en la
seleccion del esqguema méas conveniente (Gospodarowicz y cols, 2001; Hayes DF.,

2005).

El andlisis de los factores prondsticos es un proceder esencial. El hecho de presentar un
tamario de muestra diferente para cada uno de ellos en este estudio, no fue un problema
porque se considerd la muestra con la que se realizo la hipétesis una submuestra al azar
de la muestratotal, con un tamafo lo suficientemente grande para utilizar las pruebas de
hipétesis paramétricas y obtener una potencia adecuada. El efecto de la pérdida de datos
S existiera, entonces implicaria una pérdida de potencia en los casos que se acepte Ho.
En particular en este trabajo sdlo se acepta Ho en el 16,6 % de todas las pruebas

realizadas. En los andlisis gjecutados con el menor valor del tamafio de muestra, como
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fue el didmetro mayor del tumor, se alcanzaron correlaciones de significacion
estadistica. Los reportes de la literatura coinciden con estos resultados mostrados en este
trabajo (Gospodarowicz y cols, 2001; Taucher y cols, 2003; Foo y cols, 2005; Traina 'y

cols, 2006; Arriagaday cols, 2006).

4.1 Factores prondsticos y predictivos.

4.1.1 Factores prondsticos morfolégicos y generales para cancer de mama.

4.1.1.1 Subtipo histolégico.

En la distribucion de los subtipos histolégicos de la muestra estudiada los CDI nos
fueron los mas abundantes, seguidos de los CLI invasivos. Los tipos especiales de
carcinomas invasivos que incluyen los carcinomas medulares, los mucinosos y los
papilares se encontraron en una frecuencia mucho menor y las variedades raras como
son el carcinoma inflamatorio, €l metaplasico y la enfermedad de Paget estuvieron muy
escasamente representadas. De manera general, la distribucion encontrada se

corresponde con las cifras reportadas para otras series (Viale G., 2005).

El subtipo histoldgico se ha clasificado como un factor pronéstico importante, aunque la
informacion mas valiosa la suministra cuando se asocia con el GH. Se sabe que paralos
CDI nos, que representan aproximadamente el 70% de las neoplasias mamarias, el GH
y el tamarfio del tumor congtituyen las variables méas importantes (Soerjomataram y cols,
2008).

El CLI se considera generamente igual que el CDIlyos por presentar un
comportamiento similar en cuanto al prondstico, caracteristicas bioldgicas y el

tratamiento (Page DL., 2003; Arpino y cols. 2004). De los subtipos de CLI existentes,
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sOlo el patrédn clasico estd considerado de mejor prondstico cuando se compara con €l

CDlI nos (Gospodarowicz y cols, 2001; Bland and Copeland, 2004).

Existen controversias entre los diferentes grupos de expertos en cuanto a papel del
subtipo histolégico como factor pronéstico. Los datos de la literatura muestran que los
subtipos histol6gicos méas favorables son los CDI tipos especiales, pero la baja
proporcion en que se presentan, influye en la significacion estadistica del andlisis
desestimando su valor como factor pronéstico (Fitzgibbonsy cols, 2000, Dominguez y

cols, 2001, Goldhirch y cols, 2009).

En la guia cubana de diagndstico y tratamiento del cancer de mama, al igual que en
otros grupos de expertos, el subtipo histolégico no se incluye en el grupo de factores

prondgticos (Camacho y cols, 2007, Goldhirsch y cols, 2005).

4.1.1.2 Grado histoldgico y nuclear.

En la presente serie encontramos un predominio del grado histoldgico y nuclear 11 y 111,
lo que clasifica la muestra con un nivel de riesgo de intermedio a alto. Estos factores
pronogticos definen la extensién microscopica de la enfermedad y su analisis permite
clasificar las pacientes a través de una relacion directa entre su aumento y el aumento
del riesgo de aparicion de recidivas tumorales. Se observa una mayor supervivencia
libre de eventos asociada a un menor grado histolégico (Vincent-Salomon y cols, 2001;
Frkovic-Grazio y Bracko, 2002; Warwick y cols, 2004; Arriagada y cols, 2006). Se ha
visto que arededor del 10% de los tumores de bajo grado tienen un periodo de
recurrencia a 5 afos, en tanto que el 30% de los de alto grado recurren en el mismo

periodo de tiempo (White y cols, 2003).
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4.1.1.3 Tamafio del tumor.

Los datos de este trabgjo evidencian el predominio de tumores con un tamafio de
mediano a pequefio, T2-T1 respectivamente, en mas de la mitad de la muestra. Algunos
autores consideran que en los tumores pequefios (T1) y de bajo grado nuclear, no se
observan metastasis axilares y se asocian a grupos de mejor prondstico, donde pudiera

no ser necesario el vaciamiento axilar (Dominguez y cols, 2001).

El tamafio del tumor es un indicador prondstico importante para las pacientes con
cancer de mama (Vorgiasy cols, 2001; Arriagaday cols, 2006), y més aln para aquellas
gue no presentan metastasis ganglionares, donde este factor se comporta como la

variable més potente para predecir recaida (Wilkinson y cols, 2003).

4.1.1.4 Ganglios axilares metastésicos.

Las pacientes con ganglios axilares metastasicos se encontraron en mas de la mitad de la
muestra. Su nimero es un factor prondstico importante para establecer la conducta
terapéutica en los tumores primarios de la mama (Warwick y cols, 2004) y aumenta €l
riesgo afiadido de muerte (Aebi y cols, 2000). Se ha visto que arededor del 70% de las
pacientes con ganglios axilares metastasicos, presentaran enfermedad recurrente en un
periodo no mayor de 10 afios, y tendran una disminucién de la supervivencia
relacionada con €l nimero de ganglios metastasicos encontrados a momento del

diagnoéstico (Arriagada y cols, 2006).

En este estudio no tuvimos informacion de la existencia de micrometastasis, pero es

importante seflalar, que éstas se reportan en aproximadamente el 10% de las pacientes
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con ganglios axilares negativos. Por considerarse este grupo de buen pronéstico (Ollila

y Stizemberg., 2001), este tipo de informacion deberia estar siempre disponible.

La aplicacion de la tecnologia del ganglio centinela, primer ganglio de drenaje del
tumor, ha contribuido a la reclasificacion de los tumores mamarios mediante la
deteccion de los focos de micrometastasis empleando técnicas inmunohistoguimicas y
ha disminuido la necesidad de realizar el vaciamiento ganglionar axilar (Verones y
cols, 2003). El sistema TNM, ha incorporado nuevos epigrafes especiales que hacen
referencia a las metéstasis de pequefio calibre. Se ha incluido un grupo NO de no
afectacion ganglionar cuando los grupos de células tumorales aisladas muestran un

diametro entre 0,2- 2 mm (Sobin yWittekind, 2002).

4.1.1.5 Estadio clinico.

En la muestra predominé el estadio 1. Al relacionarlo con los factores prondsticos y
predictivos, su aumento se correlaciond con la disminucion de la expresion tisular de
RE y RP. No ocurrié lo mismo con el HER2, que no mostro correlacion. En un cuarto
de las pacientes de esta muestra pertenecientes al INOR, se evidencié que las
diagnosticadas en los estadios tempranos | y 11, tuvieron una mejor supervivencia libre

de eventos que las del estadio |11 (Hernandez R, 2008).

El estadio clinico es la forma resumida de expresar €l prondstico y se establece a través
de la medicion del tamafio del tumor (T), € nimero de ganglios axilares metastasicos
(N) (Node) y las metéstasis a distancia (M). Los cuales definen de manera anatémica la

extension de la enfermedad y se comportan individualmente como factores pronésticos,
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pero su andlisis como un todo, incrementa el poder clasificatorio de estas variables

(Sobin y Wittekind., 2002).

4.1.1.6 Edad.

Las mujeres mayores de 50 afios presentaron mayor expresion de los RH, evidenciando
la relacion entre el estatus menstrual y la dependencia hormonal del tumor. Para €l
HER2, e grupo de las mujeres con edad < de 40 afios fue el que mayormente
sobreexpresd esta molécula, no se asocié a la hormono dependencia y lo que habla a
favor de la existencia de un mecanismo diferente de regulacién de la proliferacion

celular en los tumores mamarios de este grupo.

Los resultados del andlisis de la edad son muy controversiales, se ha definido como un
factor prondstico independiente, cuyo efecto estd frecuentemente enmascarado por
factores como: el estatus menopausico, los diferentes esquemas de tratamiento y las
enfermedades asociadas, entre otros (Soerjmataram y cols, 2008). El grupo de mujeres
mas jovenes se considera con mayor probabilidad de que a su enfermedad se le asocien
factores prondsticos negativos. Sin embargo, el tratamiento adyuvante disminuye el
valor prondstico negativo de la edad temprana y lo aumenta en las mujeres de mayor
edad que presentan enfermedades concomitantes y reciben tratamiento adyuvante

menos agresivo (Han y cols, 2004; Foo y cols, 2005).

En estudios que involucran grandes series de pacientes, se ha observado que las mujeres

menores de 40 afios de edad portadoras de cancer de mama, generalmente presentan

mayor riesgo de recidiva local (Zhou y cols, 2007; Bollet y cols, 2007), de aparicion de
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metéstasis (Voogd y cols, 2001), desarrollan tumores menos diferenciados y muestran

una menor expresion de receptores hormonales (Maggard y cols, 2003).

A pesar de estos resultados, aln no esté claro el efecto de este factor en el prondstico de

las pacientes.

4.1.2 Receptores hormonales y HER2.
En el presente estudio se reporta por primera vez la expresion del RE, RPy el HER2 en

las mujeres cubanas con cancer de mama por inmunohistoquimica.

4.1.2.1 Receptor de estrogeno y receptor de progesterona.
El RE se expresd en mas de la mitad de los tumores estudiados, valor muy cercano a
unico reporte anterior existente realizado por Pascual y cols obtenido con el empleo del

método biogquimico en la década de los 80 (Pascual y cols, 1983, 1984).

Se conoce que la expresion de este marcador es diferente en algunos grupos
poblacionales. En las mujeres austriacas se ha reportado en el 80.6% (Joslyn SA.,
2002), las norteamericanas blancas no hispanas tienen una expresion de 63,9% vy las
negras de 48.3% (Chu y cols, 2001). Por otro lado, las tailandesas presentan 53.4%
(Lertsanguansinchai y cols, 2002) y las chinas tienen un rango de expresion entre 53% y
61.6%, seguin el estado pre y post menopausico (Chow y HO., 2000). En algunos paises
la expresion de los RH estd por debajo del 50%), como en el Medio Oriente. El Libano
reporta un 43% (Abadjian y Antoun., 1996), en Iraq 34.2% (al-Alwan y cols, 2000), en
Arabia Saudita 33.3% (Samir y cols, 1995) y en Nigeria (Africa) se reporta 24% (I kpatt

y Ndoma-Egba, 2003).
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Alrededor del 50 al 85% de los canceres de mama son RE+ (Fulford y cols, 2002). La
determinacion de este receptor resulta indispensable, no solamente por su valor
prondgtico, sino por su indiscutible valor predictivo de respuesta a la hormonoterapia,
gue se ha mantenido a través del tiempo (Jakesz R., 2004; Harris y cols, 2005; Ariazi y
cols, 2006). Los tumores mamarios hormonosensibles son el blanco de los andlogos de
las hormonas luteinizantes, de las progestinas, de los estrogenos, androgenos y
especialmente de los antagonistas estrogénicos, entre los cuales el tamoxifen ha sido
durante décadas y sigue siendo, la primera linea de tratamiento de los tumores primarios

y de las metastasis que expresan los RH (Jordan VC., 2003).

En la muestra analizada el RE se correlaciond con factores de buen pronéstico como
son: bajo grado nuclear e histolégico, menor tamafio tumoral y menor nimero de
ganglios axilares metastésicos. De manera general, las pacientes en estadios clinicos
mas tempranos mostraron una mayor expresion de este marcador. No se encontrd
relacién con el nimero de ganglios metastasicos, aungue se observé una tendencia a la

disminucién de éstos en las pacientes cuyos tumores expresaban el RE.

El andlisis de la correlacion entre el RE y el subtipo histolégico mostrd en los CDI tipos
especiales (carcinoma papilar y mucinoso) un elevado por ciento de positividad, asi
como en la enfermedad de Paget y en algunos casos de CDI nos Y CLI en los cuales se
asocié generalmente con GN y GH altos. Es de destacar la ausencia de expresion
tisular del RE en el carcinoma medular. Estos resultados concuerdan totalmente con los
reportes de expresion de este marcador para los diferentes tipos histolégicos (Arihiro

K., 2004).
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En este estudio, encontramos la expresion de RP en alrededor de la mitad de la muestra.
En otras poblaciones el RP se hareportado en un rango que incluye valores desde 13.9 a
61.3% en los tumores primarios y metastasicos de la mama (Lertsanguansinchai y cols,
2002; Ikpatt y Ndoma-Egba., 2003). Al igual que para el RE, se observé una correlacion
inversa entre el RP y algunos de los factores morfologicos. La expresion del RP

disminuy6 al aumentar el tamafio tumoral, el grado nuclear e histolégico.

El RP perdi6 su carécter de factor predictivo independiente en la década del 90 (Early
Breast Cancer Trialists Collaborative Group, 1992). En los afios 2000 se retomd su
estudio y la pérdida de su expresion se relaciond con un aumento en la sefializacion de
los factores de crecimiento y de la agresividad del tumor (Baum y cols 2002, 2003;
Bardou y cols, 2003; Cui y cols, 2005). La existencia de aproximadamente un 8% de
pacientes RE- que responden a la hormonoterapia (lkpatt y NdomaEgba., 2003),
renovo el interés de estudiar la expresion tisular del RP y su relacién con el espectro de

respuesta a la terapia oncoespecifica.

En nuestros dias, se ha restablecido la importancia del RP, redefiniéndose como un
marcador predictivo de la actividad del RE, de los factores de crecimiento y ademas
como un marcador indispensable para realizar la indicacion de hormonoterapia en las

pacientes con cancer de mama (Konecny y cols, 2003; Pozone y cols, 2006).

Los RH mostraron una correlacion lineal directa, donde los mayores por cientos de
expresion se encontraron cuando los dos receptores fueron positivos, seguido por la
combinacion donde ambos RH resultaron negativos y se encontré un grupo muy

pequefio, RE - / RP+, el cual es muy controversial pero de innegable existencia. Las
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frecuencias de estas combinaciones se corresponden con las reportadas a nivel

internacional (Winstanley y cols, 1991, Arpino y cols, 2005, Dowsstt y cols, 2006).

Este estudio mostrd, que méas de un tercio de los tumores mamarios de las mujeres
cubanas tienen co-expresion de los RH, en tanto que una cantidad similar expresan al
menos uno de estos dos receptores, por 1o que el beneficio de la hormonoterapia seria
posible en més de las dos terceras partes de las pacientes diagnosticadas con cancer de
mama en Cuba. En los tumores mamarios de la poblacién blanca norteamericana esta
muy bien estudiada la expresion tisular de los RH, se reporta € 63.9% de los tumores
con expresion de ambos RH y adicionalmente el 16.4% con a menos la expresion de
uno de estos receptores, lo que prevé respuesta hormonal en el 80.3% de las pacientes
pertenecientes a este grupo poblacional (Li y cols, 2002). Situacion muy similar a la

encontrada en este trabajo.

En la actualidad se considera que la presencia de ambos RH en un mismo tumor,
aumenta la posibilidad de respuesta a los tratamientos hormonales hasta un 80% (Early
Breast Cancer Trialist Collaborative Group, 2005). Lo que reafirma la importancia de la

determinacion de RP en los tumores mamarios.

4.1.2.2 HER2.

Al andlizar la expresion del HER2, el vaor obtenido se incluye dentro del rango
reportado internacionalmente para esta molécula (Taucher y cols, 2003; Sughayer y
cols, 2006; Ayadi y cols, 2008). Los tumores con expresion 2+ constituyen el valor
discordante por IHQ, para este grupo esta técnica es insuficiente para correlacionar la

expresion de la proteina en la membrana citoplasmética con la amplificacion del gen 'y
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requieren de la realizacién de FISH. La aplicacién de esta ultima tecnologia en un
peguefio nimero de tumores de este grupo 2+, evidencié su capacidad diagnéstica y
facilitd la indicacion de inmunoterapia con trastuzumab a las pacientes cuyos tumores
presentaban amplificacion del gen HER2, ratificando la necesidad de la aplicacion de

FISH paralograr mejor individualizacion del tratamiento.

Resulté interesante no solo estimar el rango de positividad/sobreexpresion de este
marcador en la muestra, sino también conocerlo en las diferentes regiones del pais. Al
concentrar la muestra en tres regiones fundamentales y considerar al INOR como una
regiéon independiente, encontramos un rango de expresion en cada una de las provincias
estudiadas comprendido dentro de los valores reportados, lo que habla de un

comportamiento semejante en todo € pais.

El HER2 se expresd mayormente en el grupo de mujeres jévenesy se correlaciond con
el aumento del GN, el GH vy del tamafio del tumor. No se encontré correlacion con el
estadio clinico y el nimero de ganglios axilares metastasicos, a pesar de ser este Ultimo
el factor pronogtico més importante. Los resultados con relacidon a los ganglios axilares
metastasicos son controversiales (Taucher y cols, 2003; Hayes DF., 2005; Almasri y Al

Hamad., 2005).

En cuanto a subtipo histoldgico del tumor, € carcinoma ductal invasivo por ser el de
mayor frecuencia, se relacioné con una mayor expresion del HER2 al igual que ocurre
en otros estudios (Masood y Bui., 2002; Verdu y cols, 2005). El carcinoma medular
mostré un por ciento de positividad elevado para HER2, lo que coincide con su

caracteristica de ser una entidad histolégica de mayor agresividad y peor prondstico. En
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la enfermedad de Paget, la sobreexpresion de HER2 se reporta con alta frecuenciay en

esta muestra se comporto de igual forma.

La sobreexpresion de la molécula de HER2 esta reportada en tumores mas agresivos,
gue se caracterizan por tener un alto indice de proliferacion celular, mayor grado
nuclear e histoldgico y ausencia de RH, por lo que se ha catalogado como un marcador
de mal prondstico cuya presencia es indicadora de un alto indice de recurrencia (Traina

y cols, 2006). Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en este estudio.

Al analizar la expresion combinada de los tres receptores, se confirmo la correlacion
negativa reportada para estos marcadores (Trainay cols, 2006; Selvargjan y cols, 2006).
El RE+ RP+ y HER2-, fue el grupo més frecuente, a continuacion se ubicaron los
tumores con los tres receptores negativos conocidos como triple negativos, le siguié la
combinacion RE- RP- y HER2+ y por dltimo, la de méas baja frecuencia correspondio a

la expresion positiva de los tres receptores.

Los resultados de esta serie, coinciden con numerosos estudios que reflegjan una
correlacion inversa entre el HER2 y los RH, especialmente con el RE (Traina y cols,
2006; Selvarajan y cols, 2006). La sobreexpresion de HER2 explica la pérdida o la baja
expresion de RE en mujeres portadoras de cancer de mama HER2+, el crecimiento del
tumor y las pobres respuestas clinicas a los tratamientos con Tamoxifen. (Chung y cols,

2002; Pietras RJ., 2003).
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4.2 Tumores triple negativos (TN) y el EGFR1.

Los tumores TN se caracterizan por tener un comportamiento clinico agresivo y por no
admitir las terapéuticas dirigidas contra una diana especifica (Cleator y cols 2007),
cuentan con la quimioterapia como la Unica opcién de terapia sistémica. Su rango de
aparicion se encuentra entre el 10 y el 20% de todos los canceres de mama (Haffty y
cols, 2006; Carey y cols, 2007; Dent y cols, 2007; Rakha y cols, 2007; Tischkowitz y
cols, 2007; Bauer y cols, 2007; Morris y cols, 2007). Otros autores refieren valores
fuera de este rango hasta 22% (Cazzaniga y cols, 2007, Rhee y cols. 2007). Estas
diferencias se han atribuido mayormente a los disimiles procedimientos empleados para

ladeterminacion del RE, RPy el HER2 (Kurebayashi J., 2009).

El esténdar de oro de la clasificacion molecular de los tumores lo constituye la técnica
de microarreglos génicos (Rakha y cols, 2008), pero sus multiples desventgjas: €l uso
de tgido fresco, la complgjidad del equipamiento necesario y su alto costo, han
impedido gque haya sido introducida como un arma diagnéstica de rutina para el manejo
del cancer de mama. La posible solucion se ha encontrado al extrapolarla a la IHQ

(Tang y cols, 2009).

La clasificacion molecular ha dividido a los tumores mamarios en 5 grupos
fundamentales, dos de ellos caracterizados por la expresion de RE (Luminal A y B) y
los tres restantes sin expresion de RE (HER2, Basaloide (basal like) e inclasificados)
(Sorlic y cols, 2001; van de Rijn y cols, 2002; Nielsen y cols, 2004; Brenton y cols,

2005).
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Lostumores TN y los basaloides tienen una gran similitud por lo que con frecuencia se
identifican como el mismo subtipo (Dent y cols, 2007; Diaz y cols, 2007). El panel IHQ
descrito por Nielsen que incluye la determinacion de la expresion de la citoqueratina

(CK) 5/6 y del EGFR1, es el mas aceptado para diferenciarlos (Nielsen y cols, 2004).

Al trabgjar los tumores triple negativos de la muestra se encontré expresion del EGFR1
en cas la mitad del grupo evaluado, lo que concuerda con los valores reportados de
expresion de esta molécula que oscilan entre el 13 y el 52% para este grupo de tumores
(Altundag y cols, 2007; Colleoni y cols, 2008; Rakha y cols, 2008; Y amamoto y cols,
2009; Pintens y cols, 2009). El andlisis de un pequefio grupo de tumores no TN
seleccionados de la muestra analizada, mostré postividad al EGFR1 siempre que no se
expresaba el RE, independientemente del estatus de los otros dos receptores. Se ha
reportado la sobreexpresion de EGFR1 en tumores no triple negativos y estos hallazgos
se han relacionado con tumores mamarios negativos al RE y con caracteristicas clinico-
patoldgicas adversas, tales como alto grado nuclear e histolégico (Albanell y Ross,

2005; Tsutsui y cols, 2002; Colleoni y cols, 2008; Pintens y cols en el 2009).

En este trabajo, se evalud la expresion del EGFR1 con el AcM murino ior egf/r3
(CIMAB, S.A) y se compar6 con los resultados obtenidos al emplear el juego de
reactivos diagndstico comercial EGFR pharm DX™ de Dako. El AcM murino ior
egf/r3 cubano mostrd una especificidad maxima dada por el reconocimiento de todos
los tumores con intensidad 2+ y 3+ y una sensibilidad alta que no alcanz6 el valor
maximo, por € no reconocimiento de los que expresaban débilmente el EGFR1. Estas
diferencias no influyeron en la deteccidn de la sobreexpresion de la molécula, lo que

evidencio el vaor predictivo positivo del AcM cubano y su posible empleo como
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herramienta diagnéstica efectiva de la sobreexpresion del EGFR1 en los tumores

mamarios.

4.3 Gangliosidos y el AcM 14F7.

Son glicoesfingilipidos que contienen &cido sidlico y estan expresados en la membrana
celular de los vertebrados. Han despertado gran interés durante mas de 20 afios como
blancos potenciales para la inmunoterapia y el diagndstico, dado su papel en el

crecimiento tumoral (Stultsy cols, 1989).

Los écidos neuroaminicos en su forma Nacetilada (NeuAc) y Nglicolilada (NeuGc) son
los més frecuentes tipos de &cido sidlico encontrados en los vertebrados. En general, el
(NeuGc) no se expresa en tglidos normales de humanosy pollos (Diaz y cols, 2009) y se
ha reportado que anticuerpos generados contra esta molécula reconocen algunos

tumores humanos (Carr y cols, 2000).

Recientemente se han encontrado niveles altos de (NeuGc)GM3 en cancer de mama
humano, utilizando la técnica de espectrofotometria de masa y cromatografia de gas
(Marquina y cols, 1996). Hallazgo que convirtio a esta molécula en un blanco atractivo

paralaterapiadel cancer de mama.

El AcM 14F7 se une especificamente al gangliésido (NeuGc)GM3 y no reconoce

ningan otro Nglicolil, Nacetil, ni otro glicolipido sulfatado como se demostré por

ELISA y por inmunotincion en cromatogramas de capa fina (Marquinay cols, 1996).
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Laevaluacion del AcM 14F7 en tumores mamarios frescos y fijados en formol al 10% e
incluidos en parafina, reconocié casi la totalidad de las células tumorales con una
intensidad que varid de moderada a intensa en todos los casos evaluados. Razén por la
cua no se correlaciond con ninguno de los factores prondgticos estudiados. Previos
reportes han confirmado que el AcM 14F7 reconoce especificamente al NeuGcGM3 y
gue esta molécula no se expresa en tgjido fresco adulto normal humano (Carr y cols,
2000), lo que congtituyd la primera evidencia in vitro de su potencial utilidad como

diana terapéutica.

El estudio de la distribucion in vivo del 14F7 ®™Tc en pacientes con cancer de mama
demostré que su administracion por via endovenosa a dosis hasta de 3 mg es bien
tolerada, al igual que se ha documentado para otros AcMs (Iznaga y cols, 1998). Los
mejores resultados se alcanzaron en el grupo que recibié la dosis de 1mg, donde se
observé una correspondencia entre los resultados de la Inmunocentellografia con la
histopatologia, que se evidencié con el reconocimiento de todos los tejidos tumorales,

tanto in vivo como in vitro, como se espera de una molécula heteréfilaa hombre.

Los resultados de la evaluacién inmunohistoquimica del AcM en tejidos frescos y en los
tgjidos fijados en formol e incluidos en parafina, fueron diferentes. Los tejidos frescos
exhibieron un reconocimiento bien definido de la membrana citoplasmatica que se
correlaciona con la distribucién in vivo del AcM 14F7, que logra una imagen nitida del
tumor. En el tgjido fijado es posible que ocurra extracciéon del ganglidsido durante el
procesamiento para su inclusion en parafing, o que pudiera explicar que la expresion en
membrana se reduzca en algunos tumores y en otros esté ausente. La biosintesis del

gangliosido ocurre en €l reticulo endoplasmético rugoso, de ahi pasa al complejo de
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Golgi para expresarse en la membrana citoplasmatica (Huwiler y cols., 2000), lo que
justificaria su reduccién o pérdida de expresion a nivel de la membrana y apoyaria su

permanenciaen el citoplasma celular.

El empleo de lainmunocentellografia con el AcM 14F7 pudiera ser un método atractivo
para seleccionar pacientes de cancer de mama tributarias de tratamiento con la vacuna
contra e gangliésido heterofilo NeuGcGMS3, la cual ha demostrado incrementar la
inmunogenicidad del gangliosido tolerado en las pacientes (Mesa y cols, 2004, Lage y
cols, 2005). Sin embargo, seria interesante aumentar la casuistica a fin de poder calcular

lasensibilidad, especificidad y valor predictivo de este método.

Los tumores de las pacientes incluidas en el ensayo in vivo, a ser evaluados por IHQ
con los marcadores de uso estandar para cancer de mama en su inmensa mayoria fueron

RE+ y HER2-, tributarios de tratamiento hormonal.

4.4 Discusion General.

En el cancer de mama, la cirugia y/o la radioterapia constituyen el tratamiento de la
enfermedad local, mientras que la quimioterapia, laterapia endocrinay la biolégica, por
separado 0 combinadas entre si, tributan al tratamiento de la enfermedad sistémica

(Tavasoli F.A, 2003).

Los factores prondsticos se han utilizado durante toda la historia natural del cancer
mamario: en la quimioprevencion, en los tratamientos neoadjuvantes, quirdrgico y
adyuvante, asi como en la enfermedad recurrente (Pegram y cols, 2004; Piccart y cols,

2005). Dentro de €llos, los morfolégicos: el tamafio del tumor, €l nimero de ganglios
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axilares metastasicos y las metéstasis a distancia, son los que definen de manera
anatomica la extension de la enfermedad, y se evallan através del sissema TNM (Sobin

y Wittekind, 2002).

Para esta serie, la edad se estratifico en dos grupos diferentes. Las mujeres del grupo de
mayor edad presentaron mayor expresion de los RH, evidenciando la relacion entre €l
estatus menstrual y la dependencia hormonal del tumor. Sin embargo, para el HER2, el
grupo de las mujeres més jovenes fue el que mostré diferencias estadisticamente

significativas en la expresion del marcador.

Los receptores hormonales, RE y RP, fueron los primeros marcadores de cancer de
mama aprobados por e comité de patdlogos americanos para ser evaluados por
inmunohistoquimica y son moléculas que han mantenido su valor pronéstico y

predictivo de respuestaalaterapiaalo largo de los afios.

El RE es un débil marcador prondstico de los resultados clinicos, pero es un fuerte
factor predictivo de la respuesta basada en la terapia con tamoxifeno. La expresion de
los RE durante mucho tiempo se consideré gque estaba presente en dos tercios de los
cancer de mama, estudios mas recientes sugieren gque su incidencia puede estar cercana
a 70% (Nadji y cols, 2005). El estatus de los RE esta fuertemente influenciado por el
grado histoldgico, casi todos los grados tumorales | son RE positivos (Nadji y cols,

2005; Anderson y cols, 2002; Gown MA., 2008).
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En la actualidad el andlisis del RP est4 validado clinicamente y se asocia
independientemente con la supervivencia libre de eventos y la supervivencia global

(Bardou y cols, 2003; Gown MA.., 2008).

El conocimiento de la sobreexpresion de HER2 en los tumores mamarios, reagrupa a las
pacientes como de peor prondgtico y tributarias de una terapia mas personalizada. El
HER2 es uno de los factores predictivos de respuesta a la oncoterapia establecido méas
recientemente para el cancer de mama (Bast y cols, 2001). Su valor radica
fundamentalmente en la aplicacion del Trastuzumab en la enfermedad metastésica
(Slamon y cols, 2001) y en tiempos mas recientes en su utilizacion en el tratamiento
adyuvante (Piccart y cols, 2005). Ademas, constituye un indicador de resistencia a los
esquemas de tratamiento que no contienen antraciclinas, como el CMF (Ciclofosfamida,
Metotrexate, 5 Fluoracilo) y de mejor respuesta a los inhibidores de aromatasa que al
tamoxifen (Menard y cols, 2001, Ellisy cols, 2001), lo cual refuerza la necesidad de su

determinacion en el cancer de mama.

Desde hace casi dos décadas la determinacidn del perfil génico de los tumores ha ido
aportando evidencias que han propiciado el cambio de la clasificacion histoldgica hacia
una perspectiva diferente, la clasificacion molecular (Tang y cols, 2009). Las
desventgjas del alto costo y la complejidad de esta tecnologia, han llevado a la busgueda
de nuevas alternativas que permitan obtener resultados comparables de una manera mas
sencilla (Reis-Filho y cols, 2008). Es la inmunohistoquimica la que ha logrado con

pocos marcadores determinar el perfil génico de los tumores. (Nielsen y cols, 2004).

86



DISCUSION

Por esta nueva clasificacion los tumores se dividen en 5 grupos fundamentales (Brenton
y cols, 2005, Tang y cols, 2009), de los cuales dos son RE+ (Luminal A y B) tributarios
de tratamiento hormonal y considerados de buen prondstico. Un grupo HER2 positivo
gue puede beneficiarse de la inmunoterapia con el AcM Trastuzumab tanto en el tumor
primario como en el metastasico y son tumores agresivos de mal prondstico. Los
[lamados triple negativos por otras clasificaciones, que aqui se subdividen en basaloides
y en no clasificados. Los basaloides (basal like) son tumores TN pero presentan
expresion de las CK basales 5/6 y pueden o no expresar el EGFR1 y finalmente el grupo
no clasificado que se corresponde con tumores también triple negativos y que a su vez

son CK5/6 y EGFR1 negativo (Tang y cols, 2009).

Estos dos ultimos grupos poseen muy pocas posibilidades terapéuticas, estan limitados
sOlo al uso de la quimioterapia con muy pobres resultados clinicos (Carey y cols, 2007),
los que son EGFR1 positivos pudieran beneficiarse con lainmunoterapia pasiva y activa
contra este blanco y con la terapia basada en el (NeuGc)GM3. El grupo de los no

clasificados pudiera ser beneficiado con € uso de esta Ultima opcidn terapéutica.

En resumen los factores prondsticos validados actualmente son el RE, RP y el HER2,
entre otros potenciales blancos terapéuticos se encuentra el EGFRL1. Para el pais esta
molécula reviste una especial importancia por contar con un AcM murino cubano que
ha demostrado en el desarrollo de este trabajo y al ser comparado con el estandar de oro
de laDako una especificidad y un VPP de 100%, una sensibilidad de 68% y un VPN de
73%, valores que pueden mejorarse con el desarrollo del producto. La existencia de su
contrapartida humanizada permitira implementar ensayos clinicos con esta molécula y

evaluar su efecto terapéutico en el grupo de tumores triple negativos que expresan el
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EGFR1. Este anticuerpo viene utilizdndose en otras localizaciones tumorales con
buenos resultados en ensayos clinicos en Cuba y en el mundo (Crombet y cols, 2003).
Ademas se cuenta con preparados vacunales obtenidos por inmunizacion con el ligando
del receptor como una forma de inmunoterapia activa, que logra la produccion de

anticuerpos gue bloquean la unién ligando — receptor (Rodriguez y cols, 2010).

Igualmente al poseer el AcM 14F7 murino para el diagnéstico in vitro, la posibilidad de
emplearlo marcado con *™T¢ en inmunocentellografia para la localizacién in vivo del
tumor, su contrapartida quimérica y/o humanizada para ser empleada en la
inmunoterapia pasiva y el preparado vacunal usando como antigeno la molécula
(NeuGc)GM3, tendrian las pacientes incluidas en estos dos ultimos grupos de muy
escasas opciones terapéuticas, otras posibilidades potencidles de tratamiento

personalizado.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

CONCLUSIONES.

1. La expresion del RE, RP y del HER2 en los tumores mamarios de mujeres
cubanas se reporta por primera vez empleando la técnica de
inmunohistoquimica. Su frecuencia se incluye dentro del rango reportado

internacional mente.

2. La hormono-dependencia del tumor se asocié a bajo grado nuclear e
histolégico, menor tamafio tumoral, mayor edad de las pacientes, y a los
estadios clinicos tempranos, mientras que los tumores no hormono-
dependientes se asociaron a sobreexpresion de HER2, mayor tamafio tumoral,
alto grado nuclear e histolégico y mayor frecuencia en las mujeres jovenes.

3. El AcM 14F7 mostré una expresion ampliamente distribuida e intensa en los

tumores mamarios y no se encontré correlacion con los factores pronogticos.

4. In vivo el AcM 14F7 ®™Tc demostré ser bien tolerado sin evidencias de
toxicidad y capaz de detectar los tumores primarios de la mama

5. El AcM ior egf/r3 murino a ser comparado con el juego de reactivos
diagnéstico comercial de la Dako, reconocié del EGFR1 en los tumores triple
negativos con una maxima especificidad y valor predictivo positivo, asi como
una sensibilidad y valor predictivo negativo altos.

6. El reconocimiento de los AcMs 14F7 e ior egf/r3 en los tumores Triple

Negativos, abre una nueva posibilidad terapéutica dirigida contra estos dos
blancos.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar los ensayos clinicos en cancer de mama para la evaluacion de los
AcMs: 14F7 quimérico o humanizado, el Nimotuzumab (versién humanizada
del ior egf/r3) y de los preparados vacunales, estratificando las pacientes acorde

a los grupos determinados por los estudios inmunohistoquimicos.

2. Preparar un juego de reactivos diagnostico cubano para la determinacion tisular
del EGFR a partir del AcM murino ior egf/ r3 que pueda sustituir el de la Dako.

3. Extender los estudios inmunohistoquimicos hacia algunos de los hospitales de
otras provincias con un panel minimo de AcM suficientes y necesarios para la
evaluacion de las pacientes portadoras de cancer de mama.

4. Implementar un laboratorio donde se realice de manera centralizada la
evaluacion de la amplificacion del gen HER2, por técnicas de hibridacion in situ
fluorescente, lo que permitiria rescatar pacientes que podrian ser tributarias de
tratamiento personalizado con el AcM humanizado Trastuzumab.

5. Establecer un Sistema de Control y Garantia de Calidad para los procesos y los
reactivos empleados evaluado en un laboratorio central, que dictamine la calidad

de los resultados obtenidos y emitidos por cada uno de los laboratorios.
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ANEXOS

ANEXO 1. CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS TUMORES DE LA
MAMA (ELLIS Y COLS, 2003).

Tumores epiteliales:

Carcinoma ductal invasivo, sin otra especificacion
e Carcinomade tipo mixto
e Carcinoma pleomérfico
e Carcinoma con células gigantes osteoclésticas
e Carcinoma con caracteristicas coriocarcinomatosas
e Carcinoma con caracteristicas melanéticas

Carcinoma lobular invasivo
Carcinoma tubular

Carcinoma cribiforme invasivo
Carcinoma medular

Carcinoma mucinoso Yy otros tumores con abundante mucina:
e Carcinoma mucinoso
e Cistadenocarcinoma mucinoso y Carcinoma mucinoso de células columnares
e Carcinomade células en anillo de sello

Tumores neuroendocrinos:
e Carcinoma neuroendocrino solido
e Tumor carcinoide atipico
e Carcinoma de células pequefias 0 en avena
e Carcinoma neuroendocrino de células grandes

Carcinoma invasivo papilar
Carcinoma invasivo micropapilar
Carcinoma apocrino

Carcinoma metaplasico:
e Carcinoma metaplasico epitelial puro:
= Carcinoma de células escamosas
= Adenoarcinoma con metaplasia escamosa
= Carcinoma Adenoescamoso
= Carcinoma mucoepidermoide

e Carcinoma metaplasico mixto epitelial/mesenquimal

Carcinomarico en lipidos
Carcinoma secretor
Carcinoma oncocitico
Carcinoma adenoideo quistico
Carcinoma de células acinares
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ANEXOS

ANEXO 1. (cont.).

Carcinoma de células claras rico en glucogeno
Carcinoma sebaceo

Carcinoma inflamatorio

Neoplasia lobular:
e Carcinomalobular in situ

Lesiones proliferativas intraductales:
Hiperplasia ductal usual
Atipiaepitelial plana
Hiperplasia ductal atipica
Carcinomaductal in situ

Carcinoma microinvasivo

Neoplasias papilares intraductales:
Papiloma central

Papiloma periférico

Papiloma atipico

Carcinoma papilar intraductal
Carcinoma papilar intraquistico

Proliferaciones epiteliales benignas.
e Adenosis con sus variantes incluidas:
= Adenosis esclerosante
= Adenosis apocrina
= Blunt duct Adenosis
= Adenosis microglandular
= Adenosis adenomioepitelial

e Cicatriz radial/ lesidn esclerosante compleja

Adenomas;

e Adenomatubular
Adenoma de la lactancia
Adenoma apocrino
Adenoma pleomorfico
Adenoma ductal

Lesiones mioepiteliales:
e Mioepiteliosis
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ANEXO 1. (cont.).

e Adenosis adenomioepitelial
e Adenomioepitelioma
e Mioepitelioma maligno

Tumores mesenquimales:
e Hemangioma

e Angiomatosis
Hemangiopericitoma

Hiperplasia pseudoangiomatosa estromal

Miofibroblastoma
e Fibromatosis (agresiva)

Tumor inflamatorio miofibrobléstico

Lipoma
e Angiolipoma

Tumor de células granulares
e Neurofibroma
Schwanoma
Angiosarcoma
Liposarcoma
Rabdomiosarcoma
Osteosarcoma
Lelomioma
Leilomiosarcoma

Tumores fibroepiteliales:
e Fibroadenoma
e Tumor fillodes
= Benigno
= Borderline
= Maligno

Sarcoma estromal periductal de bajo grado
Hamartoma mamario
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ANEXOS

ANEXO 1. (cont.)

Tumores del pezon:
e Adenomadel pezén
¢ Adenoma siringomatoso
e Enfermedad de Pager del pezén

Linfomas malignos:
e Linfomadifuso de células B grandes
e Linfomade Burkitt

e Linfomaextranodal de zona marginal de células B detipo MALT

Linfoma folicular

Tumores metastasicos

Tumores de la mama masculina:
e Ginecomastia

e Carcinomalnvasivo y carcinomaIn situ
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ANEXOS

ANEXO 2. CLASIFICACION MOLECULAR DE LOS CANCERES DE MAMA
SEGUN EL PATRON INMUNOHISTOQUIMICO.

CARCINOMAS DE LA MAMA

RE-

v

HER2+

SUBTIPO HER2

/ -
\ RE+
HER2- HER2+
l LUMINAL A
CK 5/6
EGFR

AN

/

RE- HER2- CK5/8+ EGFR+/-

RE- HER2- CK 5/6- EGFR-

BASALOIDES

INCLASIFICADOS

.

HER2-

LUMINAL B
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ANEXOS

ANEXO 3. SISTEMA TNM (Sobin y Wittekind, 2002).

Tumor primario (T)

X
TO
Tis
Tis (DCIS)
Tis(LCIS)
Tis (Paget)

T1
T1mic
Tla
T1b
Tlc
T2

T3

T4
T4a
T4b

T4c
T4d

El tumor primario no puede ser evaluado.

No evidencia de tumor primario

Carcinomain situ

Carcinoma Ductal in situ

Carcinoma Lobular in situ

Enfermedad de Paget del pezdn sin tumor

Nota: Laenfermedad de Paget asociada con un tumor esta clasificada
segun el tamarfio del tumor.

Tumor =2 cm en su mayor dimension.

Microinvasion 0.1 cm en su mayor dimension.

Tumor > 0.1 cm pero no > 0.5 cm en su mayor dimension.

Tumor > 0.5 cm pero no > 1 cm en su mayor dimension.

Tumor > 1 cm pero no > 2 cm en su mayor dimension.

Tumor > 2 cm pero no > 5 cm en su mayor dimension.

Tumor > 5 cm en su mayor dimension.

Tumor de cualquier tamafio con extension directa a pared torécica o piel
Extension a la pared torécica, no incluye masculo pectoral.

Edema (incluyendo piel de naranja) o ulceracion de la piel de lamama, o
nodulos cuténeos satélites confinado a la misma mama.

Ambos T4ay T4b

Carcinoma inflamatorio.

Microinvasion es la extensién de la lesion mas alla de la membrana basal, a los tejidos

adyacentes, sin ningun foco mayor que 0,1 cm en su mayor dimension. Si se encuentran

multiples focos, solamente se utilizard el de mayor dimension para clasificarlo. No puede usarse

la suma de multiples focos de microinvasion. No obstante, la presencia de multiples focos de

122



ANEXOS

ANEXO 3. (Cont.)

microinvasion puede notificarse.

La fijacion a la piel, retraccion del pezdn u otros cambios cutaneos, excepto los incluidos T4d,

pueden tener lugar en T1, T2, T3 sin afectar la clasificacion.

Carcinoma inflamatorio: Induracion difusa de la piel de la mama, con aspecto erisipeloide,

usualmente sin masa tumoral francamente palpable.

Ganglios linfaticos regionales. (N)

NX Ganglios linféticos regionales que no pueden ser evaluados (gj. pueden haber sido
previamente extirpados).

NO Sin metéstasis en ganglios linfaticos regionales.

N1 Ganglio(s) linfético(s) metastasico(s) movibles enregion axilar homolateral.

N 2 Metégtasis en ganglios linféticos axilares homolaterales unidos o adheridos o en

mamaria interna homolaterales (clinicamente*) sin evidencia clinica de ganglio
axilar metastasico.

N 2a Metéstasis en ganglios linfaticos adheridos a otros ganglios 0 aalgunaotra
estructura.
N 2b Metastasis en ganglios mamarios internos homolaterales (solo en apariencia

clinica®) y sin evidencia clinica de metéstasis a ganglios axilares homolaterales
N 3 Metastasis en ganglios infraclaviculares homolaterales, o en ganglios
homolaterales de la mamaria interna en apariencia clinica con ganglios
metastasicos axilares homolaterales (clinica); o metastasis en ganglios
homolaterales supraclaviculares con o sin ganglios axilares o de ganglios de la

mamaria interna.

N3a Metastasis en ganglio (s) infraclaviclular (es) homolateral (es) y ganglio (9)
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ANEXO 3. (Cont.)

axilar (es).

N3b Metastasis en ganglio(s) mamario(s) interno(s) homolateral(es) y ganglio(s)
axilar(es) ipsilateral(es).

N3c Metastasis in ganglio(s) supraclavicular(es)

Ganglios linfaticos regionales .(pN+)

PNXx Ganglios linféticos que no pueden ser evaluados (g. previamente resecados
0 no resecados para estudios anatomopatol 6gicos).

pNO Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales histol6gicamente comprobado,
adicionando examen a células tumorales aisladas* .

pNO(i-)  Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales histol6gicamente demostrado,
negativo ala inmunohistoquimica (IHQ).

pNO(i+)  Sin metéstasis en ganglios linféticos regionales histolégicamente demostrado,
positivo ala IHQ, en una agrupacion de células > 0.2 mm.

pNO(mol-) Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales histol6gicamente demostrado,
con hallazgos moleculares negativos en estudio de reaccién en cadenade la
polimerasa (RT- PCR).

pNO(mol+) Sin metéstasis en ganglios linféticos regionales histol6gicamente demostrado,
con hallazgos moleculares positivos en estudios de RT- PCR.

pN1mi S6lo micrometastasis (ninguno > 2.0 mm)

pN1 Metastasis entre uno y tres ganglios axilares y/o ganglios mamarios internos con
enfermedad microscopica detectada por diseccidn de ganglio centinela pero no
clinicamente aparente*.

pNla Metastasis en uno de tres ganglios axilares.

pN1b Metéstasis en ganglio mamario interno con enfermedad microscopica detectada por
diseccion de ganglio centinela, pero no clinicamente aparente *.

pN1c Metastasis en uno de tres ganglios axilares y mamario interno con enfermedad
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ANEXO 3. (Cont).

microscopica detectada por diseccidn de ganglio centinela, pero no clinicamente
aparente ***

pN2 Metastasis en cuatro de nueve ganglios axilares o en apariencia clinica* en ganglios
internos mamarios en ausencia de ganglio axilar metastasico.

pN2a Metastasis en cuatro a nueve ganglios axilares (al menos de tamafio > 2.0 mm)

pN2b Metéstasis clinicamente aparente* en ganglios mamarios internos en ausencia de
ganglios axilares.

pN3 Metastasis en 10 o méas ganglios axilares, o ganglios infraclaviculares, o
clinicamente aparente* en ganglio mamario interno en presencia de ganglios
axilares positivos, 0 en mas de tres ganglios axilares con metéstasis microscopicas
en ganglios mamarios internos clinicamente negativos, o ganglios homolaterales
supraclaviculares.

pN3a Metastasis en 10 0 mas ganglios axilares ( al menos detamafio > 2.0 mm) o
metastasis en ganglios infraclaviculares.

pN3b Metastasis en mamaria interna homolateral en aparienciaclinica* en presencia de
uno 0 mas ganglios axilares positivos,
0 en mas de tres ganglios axilares con enfermedad microscépica en mamaria interna
detectada por diseccion de ganglio centinela pero no clinicamente aparente *.

pN3c Metastasis en ganglios homolaterales supraclaviculares.

Metastasis a distancia

Mx Metastasis a distancia que no pueden ser evaluadas.
MO No existen metastasis adistancia
M1 Metéastasis a distancia

Abreviaturas:
IHQ: Inmunohistoquimica
RT- PCR reaccion en cadena de la polimerasa reverso transcriptasa.

ANEXO 3. (Cont).
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ANEXO 3. (Cont).

* Clinicamente aparente: se define como deteccion por estudios imagenolégicos (excluyendo
linfogammagrafia) o por examen fisico.

** |_a clasificacion esta basada en la diseccion del ganglio axilar. Con o sin ganglio centinela:
clasificacion basada solamente en diseccidon de ganglio centinela con subsiguiente diseccién
de ganglio axilar esta designado (sn) por ganglio centinela (gj. pNo (i+) (sn).

Células tumorales aisladas estan definidas como simples células tumorales o pequefias
agrupaciones de células no mayor de 0.2mm, usualmente detectada solamente por IHQ o

métodos moleculares, los cuales pueden ser verificados con tintura de hematoxilinay eosina.

Células tumorales aisladas usualmente no muestran evidencias de actividad metastasica (€.
Proliferacion o reaccion del estroma)

No apariencia clinica: se define como no deteccion por estudios de imégenes (excluyendo
linfogammagrafia) o por examen clinico.

*** Egtd asociado con més de tres ganglios positivos, ganglios mamarios internos son
clasificados como pN3b como reflejo carga tumoral.
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ANEXO 3. (Cont).

Estadios agrupados. ESTADIAMIENTO Sistema TNM (resumido)

1A

11B

A

1B

nc
v

Tis

T1

TO

T1

T2

T2

T3

TO

T1

T2

T3

T3

T4

T4

T4
Cualquier T
Cualquier T

NO
NO
N1
N1
NO
N1
NO
N2
N2
N2
N1
N2
NO
N1
N2
N3
Cualquier N

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
M1
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ANEXOS

ANEXO 4. FICHA DE DATOS.

1.

2.

8.

0.

Nombre y apellidos de la paciente.

Nombre del Centro Hospitalario donde se atiende la paciente.

. Provincia de procedencia.

. Nombre del médico de asistencia
.HC

. Edad de la paciente

. pPTNM y el Estadio clinico post quirdrgico

Fechade la cirugia

NuUmero de Biopsia

10. Diagnéstico de histopatolégico del tumor queincluya:

e GHyel GN

e Numero de ganglios axilares resecados / Numero de ganglios axilares

metastasicos

e Dimension mayor del tumor.

11. Resumen de HC con la descripcion del curso clinico de la enfermedad y el estado

actual de la paciente.

| mportante: cada boleta debe acomparniarse de 1 bloque que contenga un fragmento

tumoral representativo y la lamina de Hematoxilina-eosina correspondiente al bloque

enviado. La seleccién y revision del bloque es responsabilidad del médico anatomo

patdlogo del hospital.
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