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INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres de los paises del mundo
occidental. En Espafia, representa el 34% de las neoplasias femeninas, con tasas de

incidencia que oscilan entre los 33 y 53 casos por cada 100.000 mujerest. En Navarra,
el incremento de la incidencia en los ultimos quince afios ha sido de un 60%, pasando
de presentar una tasa de incidencia de 42,2 casos por 100.000 habitantes en el periodo

1980-1984 a 67,7 en el periodo 1990-19942.

A pesar de los factores de riesgo conocidos en cancer de mama, menos de la mitad de

las pacientes no pertenecen a ninguno de los grupos de riesgo2. Ante esta situacion,
resulta imprescindible la identificacion de nuevos marcadores que permitan predecir la
evolucion de la enfermedad. Rasgos morfologicos como el tamafio tumoral, el grado y
la afectacion ganglionar son considerados de forma unanime como los principales
factores prondsticos en cancer de mama. Muchos marcadores bioldgicos como la
expresion de los receptores hormonales, Bcl-2, ErbB-2, la acumulacién de p53 y otros
rasgos como la proliferacion celular, fase del ciclo celular, angiogénesis, invasion
vascular, contenido en ADN, etc. han sido descritos como posibles factores pronosticos

y predictivos®. Sin embargo, pocos han sido aceptados en la rutina diagndstica de los
servicios de anatomia patoldgica, debido a las importantes discrepancias encontradas
entre las distintas series publicadas®.

La combinacion de marcadores pronosticos convencionales y nuevos marcadores
geneéticos podria ayudar a la identificacion de subgrupos de pacientes con un
comportamiento clinico diferente al esperado segun los rasgos morfolégicos
tradicionales.

Recientemente se han desarrollado nuevas técnicas de citogenética molecular, como la
Hibridacién Genémica Comparada (CGH)®7 que estan resultando de gran utilidad para

el estudio de los tumores sélidos8. La CGH es una técnica de cribaje mediante la que
se detectan pérdidas y ganancias en todo el genoma en un Gnico experimento de
hibridacién. Utiliza como material de estudio el DNA extraido del tumor, lo que
permite el andlisis de tumores sin necesidad del cultivo fresco de las muestras, con la
gran ventaja de poder utilizar el material fijado en formol e incluido en parafina. Esto
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posibilita la realizacion de estudios retrospectivos en pacientes cuya evolucion clinica
se conoce. La descripcion de regiones cromosomicas frecuentemente afectadas ha
orientado estudios moleculares para la descripcion de genes implicados en el desarrollo
y progresion de tumores.

MATERIAL Y METODOS

Fueron seleccionados 70 tumores de mama, todos ellos de tipo ductal invasivo,
correspondientes a pacientes diagnosticadas en el Hospital de Navarra en el periodo
comprendido entre los afios 1991 y 1994. A partir de las historias de las pacientes se
seleccionaron los rasgos anatomopatoldgicos de reconocido valor prondstico como son
el tamafio tumoral, afectacién ganglionar, grado histolégico, expresion de receptores de
estrégenos y progesterona, Bcl-2, Erb-2, acumulacion de p53, contenido en ADN y
proliferacion celular (Ki67). Ademas se calcul6 el indice prondstico de Nottingham
(NPI) para cada uno de los tumores (Tabla 1). Se recogieron también los datos clinicos
correspondientes a la presencia de metastasis (local, ganglionar o a distancia) y la
supervivencia de las pacientes.

Analisis de las muestras mediante CGH

La técnica utilizada para el analisis citogenético fue la CGH. Se llevo a cabo segun el
protocolo tradicional, con pequefias modificaciones técnicas condicionadas por el

estudio de tejido incluido en parafina®. La CGH se basa en el marcaje del ADN en
estudio mediante un fluorocromo de emisién verde y de un ADN normal de referencia
con un fluorocromo de emision roja. Mezclados en cantidades equimoleculares, los dos
ADN se utilizan como sondas en la hibridacion sobre una metafase normal; cuando
existe ganancia de material en la muestra test, en un cromosoma (0 en parte de él) se
detectara en esa zona una mayor intensidad verde; sera roja en el caso de la deteccion
de pérdidas. La cuantificacion de esa diferencia de intensidades se realiza mediante un
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equipo informético que calcula el cociente de intensidades verde/rojo a lo largo de cada
cromosoma de la metafase (Fig. 1).

La sensibilidad de la CGH a la hora de detectar ganancias y pérdidas viene
condicionada principalmente por la contaminacion por células normales; en general se
calcula que es necesario una presencia de un 30% de células tumorales para que una

alteracion pueda ser detectadal®. Por ello, en cada muestra se selecciond la regién més

representativa y con mayor componente tumoral. Ademas, la sensibilidad va a depender
del nivel y del tamafio de la region alterada. Un aumento de material en 50% se detecta
si la region es de un tamafio de 2Mb o mayor, y una region que esta amplificada y tiene

un tamafio de 250Kb necesita estar presente en un porcentaje de 400%%L. De igual
forma, cuando una delecion esta presente en 100% del ADN se puede alcanzar una
resolucion de entre 1 a 2 Mb12. Sin embargo, el limite real de resolucion se encuentra
entre 10 y 20Mb13.

Andlisis estadistico

Para la comparacion entre el nimero medio de alteraciones, ganancias y pérdidas
detectadas y los factores anatomopatoldgicos se utilizé el test de t de Student para las
variables distribuidas normalmente y el test U de Mann-Whitney para las variables que
no seguian una distribucién normal. El analisis de méas de dos muestras se llevo a cabo
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mediante el test de ANOVA de un factor si la variable seguia una distribucion normal
(previo estudio de la homoscedasticidad de las muestras con el test de Levene), y el test
de Kruskal-Wallis para variables no distribuidas normalmente.

La asociacion entre la presencia o ausencia de una determinada alteracién y los factores
anatomopatoldgicos se estudié mediante el test de contingencia (chi-cuadrado) y prueba
exacta de Fisher.

El analisis de supervivencia se realizo utilizando el método de Kaplan-Meier para
variables cualitativas y la regresion de Cox univariante para variables cuantitativas.

RESULTADOS

Descripcion de las alteraciones citogenéticas obtenidas mediante CGH

Se obtuvieron resultados satisfactorios en 57 de las 70 muestras analizadas (81,4%).
Dos de las muestras presentaron cariotipos normales y en el resto se describieron
alteraciones que afectaban a todos los cromosomas, exceptuando el cromosoma 21y el
Y.

Se describieron un nimero medio de 5,81 alteraciones por tumor (DE=0,45; rango 0-
15). El nimero medio de ganancias fue de 3,66 (DE=0,28; rango 0-9) que resulto ser
significativamente mayor (p<0,001) que el nimero de pérdidas detectadas (2,18;
DE=0,27; rango 0-8).

Las alteraciones citogenéticas descritas en esta serie se representan en la figura 2.
Considerando conjuntamente todas las alteraciones descritas en un mismo brazo, las
ganancias detectadas con mayor frecuencia afectaron a 8q (63,1%), 17q (45,6%), 1q
(38,6%), 20q (26,3%), 11q (21%) y 69 (17,5%) y las pérdidas mas frecuentes fueron en
16q (21%), Xp y Xq (19,3%), 13q (17,5%), 119 (15,7%) y 8p (15,7%). En la mayor
parte de los cromosomas se detectaron tanto ganancias como pérdidas excepto en 1q, 2,
6p, 10p, 11p, 12p y 20 donde no se detectaron perdidas de material. Tampoco se
detectaron ganancias en 7p, 9p, 16q vy 22.
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La mayor parte de las alteraciones descritas afectaron a un cromosoma o al brazo
completo de un cromosoma, pero también se definieron alteraciones en regiones de
menor tamafio. Las mas frecuentes fueron las pérdidas detectadas en 11q (afectando a
la region 11g21-qter), las ganancias detectadas en 11q (en 11g13), ganancias en 8q
(principalmente en la region terminal 8g23-qter), 6q (en distintas regiones
comprendidas entre las bandas 6916 y q24, siendo 6022-q23 la menor region afectada),
17q (principalmente 17g21-qgter, 17q22-qter y 17923-qter) y ganancias en 14q (con
14q13-g21 como la menor region involucrada en la ganancia de material). En
ocasiones, las ganancias o pérdidas afectaron a una sola banda como es el caso de la
ganancia en 1p21, 7q11, 11q13y 12q15.

Marcadores citogenéticos y analisis de supervivencia
Numero de alteraciones y analisis de supervivencia

Se estudio la asociacion existente entre el nimero de alteraciones descritas en los
tumores y la supervivencia global (SG) e incidencia de recidivas (IR) de las pacientes.
No se detectaron asociaciones significativas para el nUmero de alteraciones, las
ganancias o las pérdidas analizadas de forma independiente.

Tipo de alteraciones y analisis de supervivencia

Estudiamos la asociacion existente entre la presencia y ausencia de un determinado
marcador citogenético y la SG e IR de las pacientes. Sélo se observo una ligera
tendencia a mostrar una recidiva mas temprana a las pacientes con ganancias en 19
(p=0,063) y 11g13 (p=0,066) (Tabla 2). Sin alcanzar un valor estadisticamente
significativo, se observo que las pacientes cuyos tumores presentaron ganancias en 3qy
12qy pérdidas de 11q, 16q 0 Xq presentaron una supervivencia global mayor y una
incidencia de recidivas menor que en el caso de ausencia de estas alteraciones. Por
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ejemplo, las pacientes en cuyos tumores se describieron ganancias en 12q presentaron
una supervivencia a los 5 afios de 100% frente a un 73,5% en los casos de ausencia de
esta alteracion. Para el resto de los marcadores, la presencia de las alteraciones se
mostré mas frecuente en pacientes de peor supervivencia.

Dado el valor pronostico de la presencia de metastasis en los ganglios axilares
estudiamos las posibles asociaciones existentes entre los marcadores citogenéticos
descritos y la SG e IR en las pacientes del grupo sin infiltracion ganglionar. Las
ganancias detectadas en 179 mostraron una tendencia a una menor supervivencia
(p=0,066). Ademas, tanto las ganancias en 17q como en 20q se asociaron
significativamente a una mayor incidencia de recidivas (p=0,039 en ambos casos)
(Tabla 2, Fig. 3).

Asociacion entre las alteraciones citogenéticas y factores anatomopatoldgicos

Asociacién entre el nimero de alteraciones citogenéticas descritas y los distintos
factores anatomopatoldgicos

Hemos detectado una tendencia a la asociacion entre el nimero de ganancias y el
tamafio tumoral (p=0,058), el nimero de pérdidas y la expresion de los receptores de
progesterona (p=0,083) y el nimero, tanto de pérdidas como de ganancias, y la
acumulacién de proteina p53 (p=0,070 y p=0,059). No se detectaron asociaciones
significativas para el resto de los marcadores.

Asociacion entre los distintos tipos de alteraciones citogenéticas y los factores
anatomopatolégicos

file://ID|/...AIARTICULOS%20CIMA%20PARA%20DADUN/LOLA%200DERO/articulos%20nacionales%20hasta%202005/orig2a.htmi[28/11/2011 9:15:21]



Identificacion de nuevos marcadores citogenéticos con valor prondstico en cancer de mama

Uno de los objetivos de nuestro estudio fue la caracterizacion de alteraciones
citogenéticas que puedan contribuir a mejorar el diagnostico y el prondstico de las
pacientes con cancer de mama. Asi, pudimos detectar una asociacion significativa entre
la ganancia de material en el brazo largo del cromosoma 1y el tamafio tumoral
(p=0,041) de forma que el 95% de los tumores en los que se detecto la ganancia 1q
(21/22 casos) son tumores de mas de 2 cm.

Con respecto a la afectacion ganglionar, las pérdidas en 16qy 11q fueron
significativamente mas frecuentes en los tumores sin afectacion ganglionar (p=0,025 y
p=0,040, respectivamente).

El resto de las asociaciones significativas se presentan en la tabla 3.

DISCUSION

La mayor parte de los trabajos publicados de CGH en tumores sélidos se han realizado

a partir de tejido congelado?. Sin embargo, dado que la fijacién e inclusién en parafina
ha sido hasta la fecha el principal método de conservacion de las muestras en los
servicios de anatomia patoldgica, los estudios retrospectivos se ven condicionados a la
utilizacion de este tipo de material. La fijacion e inclusion en parafina de las muestras

provoca la fragmentacion del ADN vy establece fuertes uniones ADN-proteinas'® que

dificultan las reacciones de marcaje en los ensayos de CGH4. En estas condiciones la
sensibilidad en la deteccién de alteraciones cromosdmicas es menor que en el caso de
tejidos congelados.

Mientras que el porcentaje de éxito en los analisis de tejidos frescos y congelados
mediante CGH oscila entre 70 y 90%16, en el caso de los tejidos parafinados, el
porcentaje esperado es menor. Sin embargo, pequefias modificaciones técnicas en el
proceso de extraccion y marcaje del ADN obtenido de parafina, permiten obtener
resultados satisfactorios con este tipo de material. En nuestro trabajo conseguimos
analizar el 81,4% de los casos.

La sensibilidad alcanzada en la deteccién de alteraciones en nuestra serie ha sido muy
similar a la publicada en otras series de carcinomas ductales infiltrantes (Tabla 4).
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Sin embargo, cabe destacar la deteccion de dos alteraciones en una frecuencia diferente
a la publicada en el resto de las series: las ganancias en 6q y 14q. Las ganancias en 6q
son detectadas habitualmente con menor frecuencia que las pérdidas en el mismo brazo.
Sin embargo, en nuestra serie detectamos un mayor nimero de ganancias afectando
principalmente a la region 6g16-g24 (con 6g22-g23 como la minima region

involucrada). Solamente Hermsen y col17 y Kuukasjarvi y col® han detectado
ganancias afectando a las mismas bandas, siendo mas frecuentes en tumores
aneuploides y de mal pronoéstico. En 60922-g23 se localiza el genx c-MYBX, un factor

de transcripcion que ya ha sido descrito amplificado en otras series®-2L, Las ganancias
afectando a 14q11-g24 apenas han sido descritas en cancer de mama. En un trabajo
reciente en lineas celulares de mama, utilizando la técnica de los microarrays de ADN,

se ha sefialado el gen BRF1 como posible gen involucrado?2.

Existen varios trabajos publicados en los que se estudian las asociaciones existentes
entre las alteraciones citogenéticas descritas mediante la técnica de CGH y los rasgos

clinicos y anatomopatoldgicos en cancer de mama23-27, pero son pocos los que
incluyen un rango tan amplio de posibles marcadores como el nuestrol’: 2829,

De entre todas las asociaciones descritas entre los marcadores citogenéticos y factores
pronosticos, la asociacion entre las pérdidas en 16q y el prondstico de las pacientes ha
resultado ser la mas importante de la serie. Aunque las pérdidas en 16g no se mostraron
significativamente asociadas a la supervivencia y la incidencia de recidivas, las
pacientes cuyos tumores presentaron pérdidas en 16q mostraron una supervivencia
mayor (83,3% vs 71,4%) y una incidencia menor de recidivas (19,0% vs 33%) que las
pacientes que no poseian esa alteracion (p=0,413 y p=0,313, respectivamente). Con
respecto a los factores anatomopatoldgicos estudiados, las pérdidas en el brazo largo de
este cromosoma se mostraron significativamente asociadas a tumores sin afectacion
ganglionar (75% de los tumores con pérdidas en 16q no presentaron afectacion
ganglionar; p=0,025), receptores estrogénicos positivos (el 46,7% de los receptores
estrogénicos positivos mostraron pérdidas en 16q; p<0,001), y sobreexpresion de Bcl-2
(todos los tumores con pérdidas en 16q eran positivos para la sobreexpresion de Bcl-2;
p=0,014). Estos tres rasgos han sido considerados indicadores de buen prondstico en

numerosas publicaciones3%-33,

Las ganancias en 1q se manifestaron en nuestra serie asociadas a mal pronostico. Por
una parte, las pacientes cuyos tumores presentaban dicha alteracion mostraron una
mayor incidencia de recidivas que en ausencia de la misma (p=0,062). Ademas, la
presencia de este marcador se asocid significativamente con tumores de méas de 2 cm
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(p=0,041). Es bien sabido que el tamafio tumoral esta en relacion directa con la
agresividad del tumor. Tumores sin infiltracion ganglionar y con un tamafio menor de 2
cm pueden alcanzar una supervivencia de mas de 82% a los 10 afios y ésta podria
disminuir hasta la mitad para tumores de méas de 5 cm3. En nuestra serie, el tamafio
tumoral mostré una tendencia a la significacion tanto con la supervivencia global como
la incidencia de recidivas (p=0,052 y p=0,051), mostrando una supervivencia de 100%
para las pacientes con tumores menores de dos centimetros y solo de 70,4% para las
pacientes con tumores mayores.

Uno de los marcadores citogenéticos se mostré significativamente asociado al NPI: las
ganancias en 8q (p=0,02). Las ganancias en el brazo largo de este cromosoma
resultaron ser indicativas de mal pronéstico ya que, mientras que sélo el 30% de las
pacientes del grupo de buen prondstico presento esa alteracion, la frecuencia aumentd
hasta el 58,3% en las pacientes con pronostico moderado y el 81% en las pacientes de
mal prondstico. En los trabajos publicados de CGH en mama las ganancias en 8q
siempre se han asociado a fenotipos agresivos y de mal pronostico. Se ha relacionado
con tumores con mayor contenido en ADN y una alta fraccién S28, con el grupo de

mal pronésticol’ y asociadas a una mayor incidencia de recidivas en pacientes sin
infiltracion ganglionar23. Ademas se ha detectado con mayor frecuencia en tumores de
grado 111 (68%) que en tumores de grado | (30%)27 y también con mayor frecuencia en

tumores aneuploides (70%) que diploides (30%)2*. Su asociacién a tumores mas
agresivos se confirma también por su presencia tanto en la lesion in situ, como invasiva

y la metastasis del mismo tumor2®34, y por su frecuencia mayor en tumores ductales
frente a los lobulillares®®.

En nuestra serie, aunque sin llegar a alcanzar valores estadisticamente significativos, la
ganancia de 8g mostro el mismo patron definido en la bibliografia al estar presente en
66% de los tumores aneuploides, frente a 33% de los diploides (p=0,298) y en 36% de
los tumores sin infiltracién ganglionar frente a una frecuencia de 64% en los tumores
con ganglios afectados (p=0,074).

De especial interés son las asociaciones encontradas entre las ganancias en 17qy 20q y
la incidencia de recidivas en las pacientes sin infiltracion ganglionar (p=0,039) (Tabla
2, Fig. 3). Dos de las pacientes en cuyos tumores se describieron ganancias en 17q
recidivaron, mientras que no lo hizo ninguna de las pacientes en cuyos tumores no se
detectd ganancias en 17q. De igual forma, en su estudio sobre carcinomas ductales in

situ, Buerguer y col?® describieron la ganancia en 17q12 asociada a carcinomas de
grado moderado y poco diferenciados que pudieran desarrollarse directamente del tejido
en proliferacion sin pasar por estadios menos agresivos.

El hecho de que, aun observando diferencias importantes en la supervivencia de las
pacientes, en funcion de la presencia o ausencia de una determinada alteracién, ésta no
se haya manifestado como significativa, puede ser debido principalmente a la elevada
supervivencia de las pacientes de esta serie (75% a los 5 afios). Esta elevada
supervivencia se debe a que un porcentaje importante de las pacientes de este estudio
fueron diagnosticadas de cancer de mama dentro del programa de Deteccidn Precoz del
Gobierno de Navarra. Tal y como ha descrito Cabello36, el diagnostico precoz de una
enfermedad puede producir un sesgo en la supervivencia por adelantamiento en el
diagnostico. La ausencia de significacion se debe a una ausencia de eventos causada
por un periodo insuficiente de seguimiento de las pacientes. Ante esta situacion, se
prevé completar el estudio de esta serie en los proximos afios, de forma que el aumento
del tiempo de seguimiento compense el sesgo introducido por el diagnéstico precoz.

En resumen, la técnica de CGH nos ha permitido describir las alteraciones citogenéticas

caracteristicas de los carcinomas ductales invasivos de mama. A pesar de la dificultad
del analisis del tejido incluido en parafina, hemos podido confirmar las alteraciones ya

file://ID|/...AIARTICULOS%20CIMA%20PARA%20DADUN/LOLA%200DERO/articulos%20nacionales%20hasta%202005/orig2a.htmi[28/11/2011 9:15:21]



Identificacion de nuevos marcadores citogenéticos con valor prondstico en cancer de mama

descritas en otras series similares y mostrar ademas dos nuevas regiones afectadas en
cancer de mama en 6022-923 y 14q11-g24. La asociacion de los marcadores
citogenéticos y los rasgos clinicos de las pacientes ha puesto de manifiesto que la
caracterizacion de determinadas alteraciones como las pérdidas en 16q o las ganancias
en 17q podrian ser utilizadas, junto con los rasgos anatomopatoldgico clésicos, como
marcadores de la evolucidn clinica de las pacientes. Sin embargo, seran necesarios
estudios en series mayores que confirmen los resultados obtenidos.
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