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RESUMEN:

Las firmas genéticas cuantifican receptores hormonales y genes de proliferacién, combinando modelos de prediccién multivariados.
Tumores hormono-negativos tienen mayor proliferacién y el valor prondstico es limitado. La primera generacién de firmas de
pronéstico (Oncotype DX, MammaPrint, Indice de grado genémico) predicen recurrencia a 5 afios. Las pruebas subsecuentes
(Prosigna, EndoPredict, Indice de Céncer de Mama) poseen mejor valor prondstico para recurrencia y son predictivas de recaida
temprana. No existen pruebas genéticas pronosticas utiles para tumores hormono—negativos, ni predictores de respuesta al
tratamiento. La reciente expansién de las plataformas tecnoldgicas de alto rendimiento incluyendo la secuenciacién de bajo costo
de DNA derivado del tumor y RNA circulante y la cuantificacién répida fiable de microARN ofrecen nuevas oportunidades para
construir modelos de prediccién.

PALABRAS CLAVE: Neoplasias de la Mama, Quimioterapia Adyuvante, Oncogenes .

ABSTRACT:

The genes assay provides a clearer picture of individual tumor biology, hormonal- receptor and proliferation. Triple negative
breast cancer have high proliferation index and no prognostic with this test. The first generation of gene assay (OncotypeDX,
MammaPrint) predice recurrence at 5 years. The next generation (Prosigna, Endopredict) have better prognosis value for
recurrence and predictive of early relapse. There are no useful genetic tests for tumors hormonal- negative with pronostic and
predictive value. The recent expansion of high- performance technology platforms including tumor DNA, circulating RNA and
micro RNA sequencing offer new opportunities to build predictive models.

KEYWORDS: Breast Neoplasms, Chemotherapy, Adjuvant, Oncogenes.

Los médicos que participan en el manejo del cdncer de mama toman en cuenta varias caracteristicas
clinicas y moleculares del tumor, ademds de las preferencias y comorbilidades de la paciente, para formular
recomendaciones terapéuticas, ya que este cancer se considera de los potencialmente curables. Algunas
caracteristicas clinico-patoldgicas, incluyendo tamafno tumoral, estado ganglionar e invasién linfovascular
son factores de riesgo asociados con el pronéstico, mientras que otros como grado histolégico, receptor de
estrégeno, receptor de progesterona, receptor del factor de 2 crecimiento epidérmico humano (HER2) y
tasa de proliferacién se asocian tanto con el pronéstico y la modalidad terapéutica (figura 1).' El grado
histoldgico bajo, los receptores hormonales-positivos y el HER2-negativo se consideran de buen prondstico
en pacientes tratados con cirugia y terapia endocrina adyuvante, tienen baja sensibilidad a la quimioterapia
y no demuestran mucho beneficio. Por el contrario, los tumores de alto grado histoldgico, con alto indice de
proliferacion, receptores hormonales-negativos o HER-positivos se asocian con peor pronéstico, sin embargo
tienen mayor sensibilidad a la quimioterapia, la cual se demuestra por un alta tasa de respuesta patoldgica
completa con tratamiento neoadyuvante, y mayor beneficio con tratamiento adyuvante en comparacién con
los tumores de bajo grado.
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FIGURA 1

La relacién entre las firmas de multiples genes, los factores
prondsticos y predictivos en CaMa. El RE, HER2, ILV, RP

Existen marcadores predictivos y prondsticos que tienen caracteristicas variables que pueden ser
independientes unas de otras; por ejemplo, el estado ganglionar es el factor prondstico mas importante, el
HER?2 tiene diferentes valores segun el subtipo molecular, la tasa de proliferacion medida por la expresion de
Ki67y el grado histoldgico alto tienen mayor valor predictivo de respuesta ala quimioterapia, en comparaciéon
con los tumores triples negativos u hormonales-positivos; los hormonales-negativos tienen una mayor tasa de
proliferacién y el tamafio tumoral determina la posibilidad de afeccién, o no, a ganglios linfaticos (N+), los
diferentes marcadores representan diferentes tipos de distribuciones y se cuantifican con exactitud variable.
* Laedad y el tamano tumoral representan variables continuas que se aproximan a una distribucién normal.
La expresién de receptores de estrégenos y progesterona o los niveles de mRNA son variables continuas con
distribucién bimodal. El grado histoldgico y el estado ganglionar son variables de tipo nominal, mientras que
los resultados de amplificacion del gen HER2 se utilizan como variable binaria. La cuantificacién de RE, RPy
HER?2 esta estandarizada, con mejor reproducibilidad en los tltimos afios; el grado histolédgico y el Ki67 tiene
solo una modesta concordancia; las medidas del tamafio tumoral se tienden a agrupar en nimeros enteros

con un decimal.?

Cuando varios factores independientes son parcialmente medidos con exactitud variable sobre diferentes
escalas se asocian con un resultado no satisfactorio, las predicciones mds precisas solo se alcanzan por
modelos de prediccién multivariada. Esto justifica los esfuerzos para construir modelos multivariados de
prondstico como Adjuvant Online (Adjuvant! Inc., San Antonio, TX. EEUU) y predictores de multiples

genes.* Los factores predictivos obtenidos de firmas de multiples genes tienen la ventaja de utilizar la
informacion de las variables mediante un andlisis mds preciso y una estricta captura de informacidn; es
decir, la actividad de receptores hormonales o la proliferacion son evaluados a través de un grupo de genes
en lugar de pruebas inmunohistoquimicas solas. > El potencial de identificar e incorporar nuevas variables
moleculares en el modelo tienen limitaciones, una de ellas es no incorporar factores pronésticos de riesgo
anatémico-patolégicos, como tamano tumoral y el estado ganglionar, que no tienen contraste molecular y

no son capturados por firmas genéticas desarrolladas. 6

Existen nuevos genes prondsticos relacionados con la proliferaciéon o senalizacién de receptores
hormonales, pero cuando se incluyen en la prueba multigénica, su contribucién a la prediccién de resultados
es modesta; / existe un creciente consenso de que las firmas genéticas “MultiGenes” de pronéstico
proporcionan informacién estandarizada y con conexidn a variables patoldgicas prondsticas, incluyendo
tamano tumoral, estado ganglionar y grado histolégico. 8 Las pruebas predictivas de multiples genes estan
avaladas, y su informacién ayuda a tomar decisiones terapéuticas acerca del manejo sistémico del cdncer de

mama con receptores hormonales-positivos; las pruebas clinicamente disponibles son: IHC4, Oncotype,
EndoPredict, Prosigna-PAMS50, MapQuant Dx, The Breast Cancer Index.
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IDENTIFICACION DE FIRMAS
Ensayo IHC4

Prueba genética sencilla basada en un anélisis genético multivariado, a través de la cual se calcula una
puntacién de riesgo de recurrencia por un algoritmo, y se obtiene informacién semicuantitativa de las
tinciones inmunohistoquimicas de los receptores de estrégenos, progesterona, HER-2 y Ki67 en bloques de
parafina de biopsias tumorales.” La obtencién de los datos para el andlisis es binaria (hormonales-positivo
vs. hormonales-negativo, Ki67 bajo vs. Ki67 alto, etc.) para crear 16 grupos distintos de tumores y utilizar
una férmula matemdtica para la expresion los valores semicuantitativos, obteniendo una tnica puntuacion

de riesgo. "
Prosigna-PAMS0

En septiembre de 2013, la FDA (Food and Drug Administration) y la Unién Europea aprobaron una
segunda firma de prondstico (Prosigna; Nanostring Technologies, Seattle, WA. EEUU); que es un kit
de diagndstico que utiliza la tecnologia Nanostring para cuantificar la expresion de ARNm de 50 genes
utilizados en el algoritmo de clasificacién molecular PAMS0 y una serie de genes de mantenimiento
(que se utilizan para la normalizacién), asi como controles positivos y negativos en los tejidos fijados en
parafina para calcular un riesgo de puntuacién de recurrencia. 1 E] puntaje obtenido informa el riesgo de
recurrencia de la enfermedad, y puede orientar sin precision el subtipo molecular del cdncer sin necesidad de
tinciones inmunohistoquimicas, aunque estas no deben omitirse; asimismo, puede valorar el periodo libre

de enfermedad en pacientes con tumores hormonales-positivos y ganglios metastdsicos (N1y N2) que se

benefician del tratamiento hormonal adyuvante exclusivamente. 12

Ensayo Oncotype DX

Actualmente, Oncotype DX (Genomic Health, Redwood City, CA. EEUU) es la prueba prondstica més
ampliamente utilizada para cincer de mama con receptores hormonales-positivos; utiliza las mediciones de
expresion de 16 genes relacionados con el cdncer y cinco genes de limpieza para calcular una puntuacién
de recurrencia de 0 a 100, que se pueden clasificar en: bajo riesgo (puntuacion < 18), de riesgo intermedio

(puntuacién de 18 a 30) o riesgo alto (puntuacién > 31).'* Los pacientes con alto riesgo se benefician de
la quimioterapia adyuvante, en comparacién con los de bajo riesgo; la prueba TAILORx tiene utilidad de
demostrar el beneficio de la quimioterapia en pacientes con riesgo intermedio de recurrencia por Oncotype

DX (es decir, la puntuacién de recurrencia de 11 a 25). ™ El modelo multivariado Nottingham toma
informacién de los resultados de inmunohistoquimica, tamafio tumoral y expresion de Ki-67 para predecir

la categoria de puntuacién de recurrencia, prediciendo en un 96 a 10%. 15
Indice de grado genémico

El indice de grado genémico (MapQuant Dx, Ipsogen, Francia) estd basado en micromatrices que miden

la expresién de 97 genes para asignar un grado molecular. 1617 1 4 prucba puede reclasificar los tumores de
mama con receptores hormonales-positivos y grado intermedio histolégico en grado molecular alto o bajo,

con un prondstico significativamente diferente. 18
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Indice de cincer de mama

El Breast Cancer Index (BioTheranostics, San Diego, CA, EEUU) es un ensayo basado en rT-PCR
(transcripcion reversa de reaccién de cadena de polimerasa) para predecir el riesgo de recurrencia a distancia
en pacientes con cdncer de mama hormonal-positivo y ganglios negativos; incluye dos biomarcadores
independientes, la relacion HOXB13:IL17BR y un indice de calidad molecular de cinco genes, que consisten
principalmente de los genes relacionados con la proliferacion. ' Mediante este método se obtiene una
puntacion para predecir el riesgo de recurrencia a distancia, que puede ser temprana (< 5 afios) o tardia (>
S anos) y también informa de la probabilidad de beneficio de la terapia endocrina extendida; * identifica
pacientes (35 2 45%) que estdn en alto riesgo de recidivas tardias y que pueden ser considerados candidatos
Optimos para el tratamiento adyuvante sistémico.

Ensayo EndoPredict

La prueba EndoPredict (Sividon Diagnostics GmbH, Koln, Alemania) es un ensayo basado en rT-PCR
(transcripcidn reversa de reaccién de cadena de polimerasa), mide la expresién de los ocho genes del cdncer
y tres genes de control para estratificar a los pacientes con cdncer de mama y los receptores hormonales-

positivos en un bajo o alto riesgo de recurrencia si son tratados con terapia endocrina adyuvante sola. *!
La puntuacién EndoPredict también se ha combinado con el estado ganglionar y el tamano tumoral para

calcular una puntuacién global de los riesgos, denominado Epclin; 22 también identifica pacientes con cdncer

de mama y receptores hormonales-positivos que estdn en riesgo de recurrencia tardia. 23

CONCORDANCIA DE ASIGNACION DE RIESGOS POR DIFERENTES PRUEBAS

Eladvenimiento de multiples pruebas diferentes disponibles con el mismo propdsito plantea inevitablemente
la cuestién de la concordancia en la asignacién de riesgo; la prediccion del riesgo discordante frecuentemente
se produce cuando diferentes pruebas de prondstico se aplican en el mismo caso. Cuando seis firmas
gendmicas, incluyendo PAMS50 y Oncotype DX, fueron probadas en las mismas pacientes, cada prueba tenfa
un valor prondstico significativo, pero las asignaciones de riesgo individuales eran a menudo discordantes. 6

Cuando la clasificacién molecular con PAMS50 se comparé con las categorias de riesgo Oncotype DX en
cancer de mama de tipo luminal, 70% eran de bajo riesgo y el resto de riesgo intermedio por Oncotype DX.
Entre los tumores luminales B, 33% eran de alto riesgo y 48% de riesgo intermedio por Oncotype DX. E1 90%
de los casos de alto riesgo por Oncotype DX fueron clasificados como luminal B y el 83% de casos de bajo
riesgo fueron luminal A. Es importante destacar que la mitad de los canceres de puntuacion de recurrencia
intermedia se reclasificé como bajo riesgo por PAMS0. 2425

Otro andlisis de seis firmas de prondstico aplicadas a los mismos casos también demostrd una correlacion
moderada solo para la prediccién de los resultados (kappa de Cohen oscilé de 0.236 2 0.701); 5 donde hubo
altas tasas de discordancia para las categorias de riesgo Oncotype DXy PAMS50; el 30% de casos de alto riesgo

con PAMS0 fueron reclasificados como de bajo riesgo por Oncotype DX. 26

PREDICCION DEL BENEFICIO DE LA QUIMIOTERAPIA

Es posible predecir la sensibilidad general de la quimioterapia mediante la captura de los marcadores
relacionados con la proliferacion. La sensibilidad mads alta de quimioterapia se refleja en las tasas de respuesta
patoldgica completa superiores. El anlisis de biomarcadores (NSABP B-20 y SWOG 8814) ha demostrado
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que la quimioterapia adyuvante mejora el periodo libre de enfermedad solo en cancer de mama con receptores
hormonales-positivos con alta puntuacién de recurrencia, mientras que no se observd beneficio, o este
era minimo, en pacientes de bajo riesgo y riesgo intermedio, respectivamente. 1827 14 explicacion de esta
variedad de la sensibilidad a la quimioterapia es la naturaleza multifactorial tumoral; el desarrollo empirico
de modelos de prediccién asume que se comparten caracteristicas moleculares que son comunes en la mayoria
de casos, pero existen pocas caracteristicas moleculares que estan asociadas con la respuesta individual a
la quimioterapia; > la expresién génica de los perfiles tumorales, asi como de secuenciacién de proxima
generacion indican que cada cincer de mama contiene un nimero variable y gran variedad de anomalias
gendmicas.

Esto sugiere que cada cancer es sensible o resistente a un tratamiento particular en su propia manera;
o sea, una via bioldgica particular que contribuye a la sensibilidad a la quimioterapia afectada a través de
muchos mecanismos diferentes, incluyendo mutaciones, amplificaciones, deleciones, regulacién epigenética,
microARN, y asi sucesivamente, a muchos niveles diferentes a lo largo de la via. El creciente reconocimiento
intratumoral de la heterogeneidad celular y gendmica aumenta atn més la complejidad.

RECOMENDACIONES ACTUALES EN LA PRACTICA CLINICA

Las firmas genéticas se han utilizado atin cuando no habfan demostrado un verdadero beneficio, se realizé
una evaluacién de 50 estudios, uno aleatorizado y 18 prospectivos y retrospectivos, en los cuales valoraron la
utilidad en la préctica y que por recomendaciones de la Sociedad Americana de Oncologia se han autorizado
Oncotype DX, EndoPredict, PAMS0, Breast Cancer Index y plasmindgeno activador de uroquinasa y
activador inhibidor de plasmindgeno tipo 1; los receptores de estrégenos, receptores de progesteronay HER2

son los marcadores minimos necesarios, para que junto con el estadio de la enfermedad, comorbilidades y

peticion de la paciente puede definirse el tratamiento. 28

Oncotype DX estd autorizado para decidir el uso de quimioterapia adyuvante en pacientes con ganglios

negativos, receptores hormonales-positivos y HER2 negativo. **** Endopredict y PAM 50 tiene las mismas

31

indicacionesy recomendaciones,”” ninguna de estas pruebas estd recomendada para tumores triple negativos.

Mamaprint ¢ IHC4 no se recomiendan para decidir el uso de quimioterapia adyuvante. 3233 Breast

Cancer Index es aceptado para su utilizacién, sin embargo, con menor evidencia que Oncotype DX. 3 El

plasmindgeno activador de uroquinasa y el activador inhibidor de plasminégeno tipo 1 estin indicados con

baja recomendacién. 3

CONCLUSIONES

Las multiples firmas de genes como marcadores prondstico y la necesidad de modelos de predicciéon
multivariadas representan un avance en el tratamiento de cdncer de mama, se obtienen combinaciones
variables de prondstico individual al tratamiento sistémico con quimioterapia, la estadificacién clinica
tumoral, el estado ganglionar y clasificaciéon de las metdstasis son factores prondsticos que también
individualizan el tratamiento, practicamente todos los casos de cincer de mama con receptores hormonales-
positivos reciben hormonoterapia adyuvante y solo se beneficiaran de quimioterapia las pacientes con alto
riesgo.

La primera generacién de predictores de pronéstico de multiples genes fue desarrollado mediante la
comparacién de los datos de expresion de genes de los pacientes que recibieron, o no, quimioterapia y tuvieron
recurrencia. Posteriormente, al subclasificar los tumores, se inici6 la identificacion de los genes relacionados
con receptores hormonales y marcadores de proliferacion, como los dos procesos moleculares més poderosos
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asociados a recurrencia. El receptor de estrégenos tiene amplias funciones de transcripcion y de proliferacion
de células, pese a ello, requiere la expresion coordinada de cientos de genes diferentes.

Las distintas variables prondsticas para cdncer de mama receptor hormonal-positivo explican la existencia
de diferentes firmas genéticas prondsticas. Puesto que cada modelo usa diferentes conjuntos de genes, cuando
varios modelos se aplican a un mismo conjunto de validacién independiente, se identifican cohortes de
bajo riesgo y de alto riesgo, pero también tienden a mostrar una discordancia considerable (del 20 al 30%)
en la asignacion de riesgos intermedios; no existen marcadores moleculares que estan asociados con el
tamano tumoral y el estado ganglionar, que son dos factores prondsticos anatomopatolédgicos importantes,
los modelos multivariados prondsticos clinicos tales como Adjuvant Online tienen adecuada utilidad a bajo
costo y con interpretacion clinica.

Las pruebas moleculares conservan su valor discriminador de prondstico, independientemente de los
factores de riesgo anatomo-patoldgicos, sin embargo la decision terapéutica se encuentra determinada tanto
por caracteristicas moleculares y anatomopatoldgicas, porque el tamafo tumoral y el estado ganglionar
representan variables pronésticas independientes. Las pacientes con cincer de mama de bajo riesgo molecular
con caracteristicas anatomopatoldgicas de alto riesgo (por ejemplo multiples N+) no pueden obtener
beneficio de las firmas genéticas.

También han surgido nuevas e importantes areas de investigacién para mejorar la prediccién mis
precisa de las recidivas finales en cancer de mama hormono-positivo. La importancia clinica de esto es que
alrededor del 50% de todas las recidivas del cincer de mama hormono-positivo se desarrollan después de
5 afos, y la tasa de recidivas finales se reduce mediante la terapia endocrina adyuvante continuada. Otro
de los retos al prondstico es identificar pacientes con cincer de mama de alto riesgo, hormono-positivos
(puntuacion de recurrencia alta o clase molecular luminal B), o aquellos con riesgo intermedio que no se
benefician del tratamiento con quimioterapia adyuvante.*® Una de las observaciones més desconcertantes
en la investigaciéon de biomarcadores de cdncer de mama ha sido la dificultad para identificar marcadores
moleculares de prondstico en el grupo de bajo riesgo que podria beneficiarse de quimioterapia, o aquellas de
grupo intermedio o alto en los que pudiera omitirse la quimioterapia.

Las recomendaciones actuales sobre el uso de las firmas orientan sobre cudles son las mas indicadas para
cada grupo de pacientes, sin embargo se debe ajustar su utilidad en la poblacién que se estd estudiando,
asi como los recursos financieros que se tienen; la opinién de la paciente acerca de los riesgos y beneficios
de la quimioterapia adyuvante y sobre el uso de las firmas genéticas, son de igual forma importantes para
determinar el tratamiento.
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