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Resumen

En las ultimas décadas con el advenimiento de las técnicas gendmicas de alto
rendimiento, comenzé a ser posible el andlisis de la secuencia del genoma y el
perfil de expresion génica de largas series de canceres de mama (CM). En este
trabajo, se reconocen las fortalezas y limitaciones de los nuevas técnicas
gendmicas, las micromatrices y la secuenciacién de nueva generacion, y los
avances genomicos en cancer de mama gracias a su introduccion en el campo
de investigacion clinica. La secuenciacién de nueva generacion ha permitido
identificar tanto en el exoma como en la region no codificante, mutaciones
frecuentes, amplificaciones de regiones cromosémicas, polimorfismos de un
solo nucledtido y otras variantes que contribuyen al proceso de carcinogénesis
o de diseminacion a distancia en el CM. La posibilidad de secuenciar el
genoma de grandes series de muestras tumorales llevo al surgimiento de
consorcios internacionales como el Proyecto Atlas del Genoma del Cancer vy el
Cancer Genome Consortium. A través de ellos se ha revelado la gran
heterogeneidad gendmica que caracteriza al CM. A su vez la secuenciacion de
regiones no codificantes ha demostrado la existencia de alteraciones en micro
ARNSs, reguladores post-transcripcionales del ARNm, que estarian involucrados
en la carcinogénesis y progresion a metastasis. Las micromatrices,
experimentos de alta reproducibilidad y de sencilla interpretacién en los datos
obtenidos, han hecho importantes contribuciones a la definicion de los subtipos
intrinsecos del cancer de mama y al surgimiento de nuevos biomarcadores
prondsticos y predictivos, ambos basados en el andlisis de los perfiles de
expresion génica. Otro campo desarrollado gracias a la introduccion de éstas
técnicas fue la farmacogenomica. En cuanto al CM, es posible el analisis de
variantes genéticas interindividuales a nivel de transportadores moleculares,
enzimas metabolizadoras o vias de sefalizacién intracelular que se asocian
con una respuesta individual distinta a los farmacos de hormonoterapia y
quimioterapia usados en el CM. Se destaca el rol de los avances genémicos en
CM en el Uruguay, tanto en la practica clinica como en la investigacion
cientifica. Por ultimo, se reconoce el papel de dichos avances en el desarrollo
de una medicina personalizada que permita un tratamiento individualizado
evitando efectos adversos, gastos innecesarios y por sobretodo que logre

aumentar la sobrevida y la calidad de vida de los pacientes.



Fundamentacion de la propuesta:

El cancer es una de las enfermedades mas prevalentes a nivel mundial, siendo
actualmente responsable del 20% de las muertes en paises desarrollados. Se
estima que aproximadamente un tercio de la poblacion desarrollara algun tipo
de cancer a lo largo de su vida. Como es sabido el origen de dicha patologia
esta en la acumulacién de distintas mutaciones genéticas que le confieren a las
células la capacidad de multiplicarse sin control asi como el potencial de invadir
otros tejidos. A su vez, dentro de un mismo tumor existe una gran
heterogeneidad genética entre las distintas poblaciones celulares. El desarrollo
tecnoldgico en los ultimos afos ha permitido el estudio masivo de genes,
generando una nueva rama dentro de la investigacion biolégica conocida como
genomica. El Proyecto Genoma Humano fue la base para el desarrollo
exponencial en este campo ya que ha proporcionado informacién para generar
bases de datos de genomas que hoy en dia se utilizan para investigar los
perfiles de expresidon génica del cancer, entre otras aplicaciones. A su vez, los
métodos de secuenciacion masiva hacen posible reducir el tiempo y costo del
analisis de cientos de miles de genes a la vez. Los estudios de gendmica del
cancer han estado enfocados en la identificacion de aquellos cambios
genéticos que confieren susceptibilidad al desarrollo tumoral, asi como el tipo
de mutaciones que se encuentran en un tumor primario que le otorgan ciertas
caracteristicas importantes para la terapéutica y el prondstico. Estos estudios
han revelado la existencia de diferencias en el perfil genémico del tumor de
cada individuo, lo cual sienta la base de la pregunta de investigacion planteada
en este trabajo: ¢es posible a través de las nuevas tecnologias gendmicas
alcanzar una medicina personalizada en el tratamiento del cancer de mama
(CM)? En el presente estudio se presenta una revision de los avances en
genomica en el CM, enfocada a la clasificacion molecular de los tumores, la
identificacién de biomarcadores prondsticos y predictivos y la prediccién de la
respuesta a farmacos segun polimorfismos genéticos. Esta medicina del futuro
sera posible en tanto seamos capaces de identificar las variaciones genéticas
en cada persona y de interpretar esta informacion para aplicarla a la practica
médica. La importancia de la practica individualizada radica en lograr un
tratamiento adecuado evitando efectos adversos, gastos innecesarios y por

sobretodo aumentar la sobrevida y la calidad de vida de los pacientes.



Introduccién

Segun la Organizacion Mundial de la Salud el cancer es la quinta causa de
muerte a nivel mundial (1). El cancer es una enfermedad caracterizada por la
proliferacion celular descontrolada debida a la pérdida de los mecanismos del
control del ciclo celular. Esto se debe a la adquisicion de modificaciones a nivel
genético que pueden ser del tipo mutacion puntual, translocacién,
amplificacion, delecion o incluso ganancia o pérdida de un cromosoma
completo. Dichas modificaciones genéticas le confieren a las células la
capacidad de invadir de forma progresiva y por distintas vias, 6rganos proximos
o incluso diseminarse a distancia (metastasis); caracteristicas que definen a un
tumor como maligno. Estas anormalidades pueden ser provocadas por distintos
agentes carcindgenos tales como la radiacidbn ionizante,la radiacion
ultravioleta, productos quimicos, el humo del tabacoy algunos agentes
infecciosos (2)(3). Las mutaciones somaticas pueden ser adquiridas durante la
replicacion normal del ADN, al no corregirse los errores que se producen
durante dicho proceso. Este tipo de mutaciones somaticas son las que se
encuentran en los canceres esporadicos. Sin embargo, algunos individuos
presentan mutaciones a nivel germinal que son heredadas, las que le confieren
susceptibilidad al desarrollo de algunos canceres, llamados canceres
hereditarios o familiares (Figura 1) (4).

De acuerdo con la ultima informaciéon disponible, las muertes por cancer
constituyen aproximadamente un cuarto (23.8%) del total de las defunciones
registradas en Uruguay cada afio (5). Anualmente se registran casi 15000 casos
nuevos y mueren mas de 7700 uruguayos por cancer. Segun datos de la
Comisién Honoraria de Lucha Contra el Cancer, en Uruguay el cancer de
mama (CM) es el tumor maligno mas frecuente en mujeres, 1 de cada 10 lo
desarrollaran a lo largo de su vida. Presenta una tasa de incidencia de 74,75
casos nuevos cada 100.000 habitantes por ano, lo que supone que
aproximadamente 5 mujeres por dia sean diagnosticadas de CM. La mortalidad
por CM es de 18,89/100.000 por ano. Tanto incidencia como mortalidad varian
segun el rango etario, mostrando un aumento exponencial a partir de los 40
anos (Figura 2). Sin embargo, en las dos ultimas décadas se ha observado una
tendencia al descenso leve pero sostenida de la mortalidad por CM (5). La

clasificaciéon del CM ha sido y es de gran importancia en el manejo terapéutico
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de los pacientes. Tradicionalmente la clasificacion mediante técnicas de
inmunohistoquimica (IHQ) permite diferenciar tres subtipos de CM con
diferentes comportamientos biolégicos segun la expresion del receptor de
estrogenos (RE), del receptor de progesterona (RP), y la sobre-expresion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). El 80% de los
CM son receptores hormonales positivos. Estos tumores responden bien a la
terapia hormonal con Tamoxifeno, un antagonista del RE y con inhibidores de
la aromatasa, que suprimen la produccion de estrogeno. Los tumores con
expresion de RP integran también este grupo de tumores. Un 40% de los
tumores RE positivos son RP negativos, los cuales responden en menor
medida al Tamoxifeno. Los tumores HER?Z2 positivos representan un 13-20% de
los CM, de ellos mas del 50% son RE y RP negativos. HER2 es usado en la
practica clinica como un marcador de mal prondstico y como predictor de
buena respuesta al tratamiento con el anticuerpo humanizado monoclonal
especifico anti-HER2, el Trastuzumab (6). Los tumores triple negativos (RE, RP
y HER2 negativos) constituyen un 10-15%. Este grupo representa un conjunto
heterogéneo de tumores con distintas caracteristicas morfolégicas, clinicas y
comportamiento biologico. Actualmente se ha incorporado un cuarto
biomarcador identificado por IHQ, el Ki-67, un proteina nuclear no histona que
es expresada en todas las fases del ciclo celular excepto en la fase GO por lo
cual es utilizado como marcador de proliferacién celular y peor prondstico (6-8).

Dado el origen genético del cancer, una de las ramas de la ciencia que se
dedica a comprender la base patogénica del mismo, entre otros objetos de
estudio, es la Genémica. Su objetivo es la identificacion y estudio de los
genes, sus funciones e interacciones, para llegar a comprender y explicar un
fenotipo. Existen dos ramas de esta ciencia, la gendmica estructural y la
funcional, la primera se centra en el conocimiento fisico de la estructura del
genoma y la segunda en el estudio del resultado de la expresidén génica y su
correlaciéon con el fenotipo (9). Los avances tecnoldgicos en el campo de la
gendémica han permitido la secuenciacién de todo el genoma humano, y
gracias a esto se han encontrado decenas de miles de mutaciones somaticas
en los diferentes tipos de cancer. La evidencia sugiere que sélo una pequefia
minoria de estas mutaciones son esenciales para el desarrollo del cancer,

conocidas como mutaciones conductoras, mientras que a la mayoria, llamadas



mutaciones pasajeras, no se le reconoce importancia biologica significativa en
el proceso de carcinogénesis (10)(11). El desarrollo de la gendmica ha sido
posible gracias a las nuevas técnicas de alto rendimiento que se han
desarrollado para el estudio del genoma y del transcriptoma. Estas surgieron
de la interaccion entre la quimica, la ingenieria, la informatica y la biologia
molecular, dando lugar a la biotecnologia (12). Las técnicas que han generado
mayor impacto en ésta ultima década son la secuenciacion masiva en paralelo
y las micromatrices o microarreglos de ADN; las mismas son llamadas técnicas
de alto rendimiento por la gran cantidad de datos que procesan en poco tiempo
y a menores costos, caracteristicas que han permitido ampliar su
disponibilidad.

Las micromatrices o microarreglos de ADN, han tenido un papel
protagonista en el desarrollo de la genémica. La base de la tecnologia de las
micromatrices o chips de ADN es la automatizacién y robotizacion de las
técnicas clasicas de biologia molecular, Southern y Northern blot, siendo el
fundamento de la técnica la hibridacion de &cidos nucleicos. La principal
ventaja con respecto a éstas es la posibilidad de inmovilizar en un chip miles de
sondas de ADN, permitiendo el andlisis de genomas completos en un solo
experimento. Una micromatriz de ADN consiste en una serie de sondas de
ADN complementarias a los genes que se desean estudiar, que estan fijadas a
una superficie soélida con una disposicion regular (13). La muestra diana es
marcada y puede ser segun el tipo de experimento, ADN (busqueda de
secuencias especificas o de variaciones); o ARN (andlisis de perfiles de
expresion). Un experimento tipico con micromatrices sigue los siguientes
pasos: fabricacion de la matriz, preparacién de la muestra que incluye
amplificacion y marcaje de la misma con fluorocromos, hibridacion y analisis de
los resultados (13). Existen dos tipos de micromatrices, la de ADNc y la de
oligonucledtidos cortos, como se muestra en la figura 3. Los analisis de perfiles
de expresion con micromatrices pueden utilizar dos esquemas, el de un color o
el de dos colores. En el esquema de un color los perfiles de cada muestra son
generados en diferentes chips usando un solo fluorocromo y luego se
superponen las imagenes para compararlas. Por el contrario, el esquema de
dos colores compara dos muestras marcadas con fluorocromos diferentes e

hibridizadas en un mismo chip. Las imagenes se obtienen por superposicion de



los datos leidos en distintos carriles de un mismo chip (14). Las principales
ventajas de esta tecnologia son su alta reproducibilidad, la posibilidad de
estudiar genomas completos debido a su elevadisima densidad de sondas, el
analisis paralelo de distintas muestras, la automatizacion, la precisiéon de los
datos y la sencillez en la interpretacion de los datos mediante herramientas
bioinformaticas (14) (15). La aplicacion de esta tecnologia a la cuantificacion del
nivel de expresién de un gen es equiparable a la técnica de PCR en tiempo
real. La versatilidad de ésta técnica permite utilizarla para establecer perfiles de
expresion diferencial de genes en distintas condiciones experimentales, analisis
de polimorfismos, presencia de mutaciones puntuales, identificacién de blancos
terapéuticos, etc.(13). En oncologia se utilizan para asociar el patréon génico de
un tumor con su comportamiento clinico, clasificar los tumores con respecto al
mismo, predecir la respuesta a tratamientos y el pronéstico de supervivencia (9).
Por otro lado la secuenciacion de nueva generacion (SNG) o
secuenciacién masiva paralela (MPS) son un conjunto de diferentes
tecnologias de alto rendimiento capaces de secuenciar largas cantidades de
ADN de forma paralela (en una sola reaccién) a menor costo y tiempo en
comparacion con los métodos tradicionales. El desarrollo de la SNG se basé en
el método de secuenciacién de Sanger, conocido como secuenciado de
primera generacion. Este método fue publicado en el afo 1977 por el Dr.
Frederick Sanger y col. (16). La secuenciacién de Sanger estd basada en el
empleo de dideoxinucleétidos (ddNTPs) de manera que cuando uno de estos
nucleétidos se incorpora a una cadena de ADN en crecimiento, ésta no puede
continuar elongandose. El proceso se completa leyendo manualmente la
secuencia del ADN de interés (Figura 4) (12). Actualmente el método de Sanger
sigue utilizandose para el secuenciado de pequefias cantidades de fragmentos
de ADN vy es considerado el gold- standard en la citogenética clinica, debido a
que es el método con mayor disponibilidad y mayor precisién, a pesar de su
bajo rendimiento. Las limitaciones del método de Sanger se pueden visualizar
en el hecho de que un genoma humano entero tardaria 60 afios en ser
secuenciado y costaria entre 5-30 millones de dolares (17). Numerosas
innovaciones y perfeccionamientos de la técnica fueron surgiendo desde 1980,
permitiendo la automatizacion de algunos pasos de la técnica, reduciendo

esfuerzos manuales y fuentes de error. Entre ellos cabe mencionar la



introduccién de un instrumento comercializado por Applied Biosystems Inc, que
utilizaba nucledtidos marcados con un fluoréforo para la identificacién de los
fragmentos de sintesis terminados en cada uno de los ddNTPs. El impacto del
mismo se sustenté en la posibilidad de simplificar los procesos manuales.
Luego se hizo posible la combinacién de las cuatro reacciones en una sola,
disminuyendo los costos en reactivos y los requerimientos de ADN (12). Estos
avances fueron permitiendo el estudio de genomas de distintos organismos los
cuales actualmente son los genomas de referencia que sirven de base a los
instrumentos de SNG. A diferencia del método de Sanger donde la obtencion
de los fragmentos de ADN, la electroforesis en gel y la deteccién de los mismos
son procesos distintos, la SNG es un proceso de reacciones en serie
escalonadas que conllevan en general los mismos pasos. Las técnicas de SNG
siguen un esquema general donde el primer paso es la construccion de una
biblioteca de fragmentos de ADN. ElI ADN a ser secuenciado es fragmentado y
se le adhiere al extremo terminal de cada segmento un adaptador universal y
especifico segun la plataforma de secuenciacién que se utilice. Estos sirven de
cebadores para la amplificacién y secuenciacion en pasos posteriores. El
segundo paso consiste en la amplificacion de la biblioteca de fragmentos de
ADN in situ sobre una superficie sdlida. Estos fragmentos son inmovilizados y
esparcidos, a través de pequefas secuencias complementarias a los
adaptadores y fijas a la superficie. Las estrategias de amplificacién varian de
una plataforma a otra como se muestra en la Tabla 1. La amplificacién es un
paso necesario para lograr una sefal suficiente que permita detectar la
secuencia de cada fragmento de ADN. A pesar de que es sabido que se
introducen errores de secuenciacion debido a que la ADN polimerasa no es
100% precisa, esto se compensa al secuenciar muchas copias de un mismo
fragmento disminuyendo asi la cantidad relativa de errores para una misma
secuencia. Estos primeros pasos constituyen la clave de la SNG que explica su
alto rendimiento. El tercer paso lo constituyen las reacciones de secuenciacion
propiamente dichas. Estas consisten en un paso de adicién de nucleétidos,
seguido de la deteccion de la identidad del nucledtido incorporado en cada
clona formada por los productos de la amplificacién de un mismo fragmento de
ADN. Este ciclo de reacciones se repite hasta secuenciar todo el largo del

fragmento. Existen también diferencias en las reacciones de secuenciacion



entre las distintas plataformas (Tabla 1) (12). El primer método desarrollado para
el secuenciado en gran escala fue el pirosecuenciado (454 Life Sciences) en
2005, el cual combind la PCR en emulsion como novedoso método para la
amplificacion de los fragmentos de ADN y un sustrato que permite la
secuenciacion basada en pirofosfato (Figura 5)(18). Mas tarde en 2007 se
desarrollé el lllumina (Figura 6), seguido en 2010 por el lon Torrent. Los
instrumentos de SNG conducen la secuenciacién y deteccién simultdneamente,
de forma automatizada sin requerir un esfuerzo manual, y en una plataforma
que permite secuenciar cientos de miles o billones de micro-reacciones durante
cada corrida. La enorme cantidad de datos obtenidos requiere de la
bioinformatica para poder ser analizados. La SNG permite identificar
mutaciones recurrentes, rearreglos cromosémicos complejos y detectar todo
tipo de variacion gendmica en un unico experimento, incluyendo variantes de
nucledtido unico o mutaciones puntuales, pequefas inserciones y deleciones,
inversiones, traslocaciones y duplicaciones (19). Dentro de las aplicaciones de la
SNG se destacan dos, una se enfoca en el secuenciado del genoma entero
(WGS) y la otra estudia el exoma (la porcion codificante del genoma) (WES). El
WGS tiene gran utilidad en el campo preclinico a la hora de determinar nuevas
aberraciones genéticas involucradas en el desarrollo de una enfermedad,
especialmente en una entidad tan compleja como el cancer. En el presente
menos de un 10% del genoma ha sido caracterizado, por lo cual son
necesarios mas estudios que utilicen la WGS para reconocer la funcionalidad o
rol del resto del genoma. Esta limitacion hace que poca informacién de valor
sea obtenida clinicamente con la WGS, por lo que es mas rentable para el
ambito clinico la WES o la SNG de paneles de genes relacionados con la
enfermedad. De esta forma se obtienen las regiones del ADN de interés previo
al secuenciado. El WES sirve para ayudar al clinico a confirmar diagnésticos
dificiles. A su vez se suele utilizar a nivel preclinico para identificar mutaciones
recurrentes y genes de alta probabilidad de mutacién relacionados con
enfermedades. Dentro de las desventajas de éste disefio se destacan el hecho
de que no suele detectar variantes en regiones no-codificantes y que los
métodos de capturas de exones (previos al secuenciado) pueden no capturar
todos éstos (17)(20). Las técnicas de SNG han disminuido el costo de la

secuenciacion en mas de 100.000 ddlares en los pasados 5 anos, lo cual ha



permitido extender la disponibilidad de su uso y asi generar multiples
aplicaciones en el campo de la investigacion. A partir de la introduccion de
estas técnicas se han podido encontrar nuevos potenciales blancos
terapéuticos, correlacionar perfiles genémicos con perfiles fenotipicos e
identificar lineas germinales en los canceres hereditarios. Su potencial ha
permitido el desarrollo de nuevas aplicaciones que permitiran en un futuro
cercano el diagndstico temprano de enfermedades. Actualmente muchas de las
aplicaciones de la SNG estan dirigidas a responder preguntas de investigacion.
Sin embargo, también tiene un papel relevante en la identificacién de factores
de susceptibilidad con finalidad preventiva, en estudios de farmacogendmica
para predecir respuesta a farmacos y en la realizacion de pruebas genéticas
para diagnostico y pronéstico de las enfermedades. Estos avances han
permitido el surgimiento del concepto de medicina personalizada basada en el
genoma (17) (19). Aunque estos adelantos técnicos son muy prometedores, en la
actualidad todavia son muy complejos y costosos para la mayoria de los
laboratorios y requieren un personal especializado y preparado para su
correcta realizacion. La tecnologia SNG esta en continua mejora y adaptacion.
A pesar de que todos estos parametros se consideran criticos para una
adecuada aplicacion, el beneficio potencial en la mejora de los diagnésticos y
su utilidad en futuros tratamientos personalizados supera las desventajas que

existen actualmente (21).

La Medicina Personalizada es un enfoque para el tratamiento de las
enfermedades que se beneficia de nuestra comprension de las bases
gendémicas y los mecanismos de una patologia dada para implementar las
intervenciones terapéuticas apropiadas a cada paciente. Con el aumento de la
investigacion de la gendmica del cancer nuestra comprension de los
mecanismos que impulsan el desarrollo y la progresion de este grupo de
enfermedades se ampliardn. Los estudios cientificos basicos de las
alteraciones moleculares representan la base para la medicina personalizada,
Igualmente importantes son los estudios clinicos que permiten conocer los
resultados del paciente en respuesta a las estrategias terapéuticas especificas
con la consideracién de las caracteristicas moleculares de la patologia y del
paciente (22).



Objetivo General:

Realizar una revisién bibliografica acerca de los ultimos avances en la
gendémica del cancer de mama y dilucidar su posible aplicacion como
herramienta para la medicina personalizada.

Objetivos Especificos:

1- Analizar los estudios vinculados al perfil de expresion génica en cancer de
mama que utilizan técnicas gendmicas de alto rendimiento.

2- Estudiar los aportes de la gendmica en la clasificacion y busqueda de
nuevos marcadores predictivos y prondsticos en el cancer de mama.

3- Analizar la influencia de la variabilidad genética interindividual en la
respuesta a los farmacos utilizados en la actualidad.

4- Conocer cuales son los avances de la gendmica en cancer de mama

aplicados en el area clinica y de investigacion en Uruguay.

Metodologia:

El presente es un estudio de tipo revisién sistematica. Se realizé una busqueda
bibliografica utilizando las bases de datos PubMed y Science Direct a través del
acceso a texto completo que provee el portal Timb6 en Uruguay. Se utilizaron
las palabras claves: breast cancer, genomic, microarray, next generation
sequencing, pronostic markers, molecular profiling, molecular classification,
personalizad treatment; combinadas con el operador booleano “AND”. Se
establecio un intervalo temporal de publicacion entre 1/1/2004 y el 1/7/2014. En
primera instancia se buscaron revisiones sistematicas y a partir de sus citas
bibliograficas se recuperaron otros articulos originales. A su vez se planifico
una entrevista con el Dr. Prof. Alfonso Cayota y la Dra. Prof. Adj. Nora
Artagaveytia, quienes pertenecen al Departamento Basico de Medicina. El es el
coordinador del Programa de Investigacién en Cancer del Instituto Pasteur
Montevideo. La Dra. Artagaveytia es oncologa de la Unidad de Mastologia del
Hospital de Clinicas y esta a cargo del Banco de Tumores de la DNS de las
FFAA de Uruguay. Desde el 2009 ambos participan del estudio “Molecular
Profiling of Stage Il and Ill Breast Cancer in Latin American women receiving
standard of care treatment”. Un estudio multicéntrico que incluye a Argentina,
USA, México, Uruguay, Chile y Brasil, disefiado y financiado por el “US-Latin

America Cancer Research Network Project”.



Resultados:

Genomica del Cancer de Mama

En las ultimas dos décadas, se ha vuelto posible el analisis de la secuencia de
todo el genoma de un tumor en dos o tres dias utilizando las técnicas de SNG.
El primer objeto de interés en la investigacién del cancer fue conocer de
manera precisa todas las mutaciones somaticas del exoma que ocurren
durante el desarrollo y progresion de un tumor. En 2009 fue publicada la
primera secuencia obtenida del exoma de un CM invasor lobular con
receptores hormonales positivos. Se analizaron el tumor primario y las
metastasis que aparecieron 9 anos después en el mismo paciente (23). Al
analizar la frecuencia con que se detectaban las mutaciones, encontraron una
gran heterogeneidad dentro del tumor primario, el cual estaba formado por
distintas poblaciones celulares cada una con diferentes conjuntos de
mutaciones puntuales. A su vez se hallaron 32 mutaciones somaticas,
puntuales, no conservativas presentes en las metastasis, de las cuales 19 no
fueron detectadas en el tumor primario, lo cual sugiri6 que nuevos eventos
genéticos pueden ser responsables de la progresién de la enfermedad (23).
Siguiendo esta linea de investigacion, en 2010 se publicé la secuencia del
genoma completo de un CM basal-like (10). Desde entonces, cientos de
secuencias de exomas o genomas completos de CM han sido obtenidos (24-27).
Cientificos de todo el mundo han reunido sus esfuerzos por secuenciar el
genoma del cancer con el fin de generar una base de datos unica. El Proyecto
Atlas del Genoma del Cancer (PAGC) organizado por el National Cancer
Institute comenzd en 2005 usando SNG para documentar las mutaciones
genéticas que fundamentan el desarrollo de varios tipos de cancer, incluido el
de mama. En 2008 el Internacional Cancer Genome Consortium comenzo el
mapeo genomico de 50 tipos de cancer con investigadores de varias regiones
del mundo (7). Estos estudios globales han sentado la base de la investigacion
sobre la asociacion del perfil de expresion genémico de los tumores y su
comportamiento bioldgico. En el PAGC, 510 CM fueron caracterizados por su
histologia, inmunohistoquimica, perfil de expresién de ARNm, de microARN y
de metilacién del ADN, polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs),
secuenciacion de todo el exoma y proteoma. Se identificaron 28319

mutaciones puntuales, 4 mutaciones dinucleotidas y 2302 inserciones o



deleciones. De éstas variantes gendmicas 619 fueron reportadas en genes
involucrados en la carcinogénesis y se hallaron nuevas mutaciones en genes
cercanos a los ya conocidos como implicados en el CM (28). Sin embargo, se
han hallado cada una de éstas variantes en menos del 10% de los tumores.
Solo existen 3 genes para los cuales mas del 10% de los tumores muestran
mutaciones: P53, mutado en el 40%, PIK3 en el 25% y GATA3 mutado en el
10%. A su vez se sabe que 10 regiones del genoma muestran amplificaciéon y
cada una se halla sélo entre 5-15% de los canceres de mama. Entre ellas, la
amplificacion del gen HER2 en el cromosoma 17, es de gran importancia en el
CM debido a su mayor prevalencia, valor prondstico y papel como blanco del
Trastuzumab. Estos resultados han revelado la gran heterogeneidad gendémica
del CM, debido a ello se entiende que el CM no es una unica patologia sino un
conjunto de desoérdenes neoplasicos molecularmente distintos (7).

En el desarrollo tumoral también se ha visto que las regiones no codificantes
del ADN tienen un rol preponderante, dentro de éstas se encuentran los
microARN (miARN). Estos son pequefios ARNs de 18 a 23 nucledtidos de
longitud (29), los cuales se han agrupado en tres categorias principales:
miRNAs, los pequefios ARNs de interferencia (siARNs) y los ARN asociados a
Piwi (piARNSs) (30)31). Los miembros mejor caracterizados de esta familia son
miRNAs, que se estima comprenden el 1-5% del genoma animal, haciéndolos
una de las clases mas abundantes de reguladores de la expresion génica. Se
encuentran involucrados en la diferenciacion celular, la muerte celular,
proliferacion y organizacion de la cromatina (30). Los miARNs regulan la
expresion génica a través de un mecanismo post-transcripcional, incluyendo la
degradacion de los ARN mensajeros (ARNm) y la represion de su traduccién.
Se estima que los miARNSs regulan mas del 30% de los genes codificadores de
proteinas. Pueden funcionar como reguladores maestros, impactando en una
variedad de vias celulares de sefializacion de las funciones celulares normales,
asi como del desarrollo y progresion del cancer. Numerosos estudios destacan
su participacién en la etiopatogenia de una variedad de enfermedades
humanas, entre ellas el cancer (29). Existen miARNs que actian como
supresores de tumores, regulando ARNm que codifican proteinas encargadas
de promover la iniciacién y progresién del tumor. Por lo tanto, la pérdida de

funcion de éstos, debida a delecidén, mutacién o silenciamiento, conduce a un



incremento inapropiado del ARNm objetivo, lo que contribuye a la
transformacién maligna. Los miARNs que actuan como oncogenes tienen como
objetivo los ARNm que codifican proteinas supresoras tumorales. La sobre-
expresion o la amplificacién de éstos produce una modulacion negativa de la
proteina supresora tumoral, contribuyendo a la transformacién maligna (30).

En el CM se han identificado varios miARN involucrados en su desarrollo y
progresion. Se han reconocido perfiles de expresion caracteristicos de miARN
segun el subtipo de tumor (32). En un estudio con el fin de identificar miRNAs
capaces de regular la transicion de carcinoma ductal in situ a carcinoma ductal
invasivo donde se analizaron 94 biopsias, se encontré un patréon de nueve
miARN que eran especificos para la invasion y cinco miRNAs se asociaron con
menor supervivencia libre de metastasis y global (33). Se hallé un aumento en la
expresion de let-7d, miR-210 y miR-221 en el carcinoma invasor, siendo baja
su expresion en el carcinoma ductal in situ, lo cual sugiere que estan
implicados en la progresion del CM in situ al invasor (33).

En el CM se han descubierto alteraciones en ciertos miARNs que actian como
promotoras de metastasis al perder su funciéon supresora. Los individuos con
dicha alteracién tienen una peor supervivencia general y libre de enfermedad
(34-40). Por el contrario también existen miRNAs supresores de metastasis (41-
54) (Tabla 2). El miR-21 es uno de los miRNAs mas importante asociado con la
migracion e invasion de las células del CM que contribuye al desarrollo de
metastasis (55). Un estudio en el que participaron 344 pacientes con CM
primario, mostré que el miR-21 es altamente sobre expresado en el tumor en
comparacion con los tejidos de mama normales (37). A su vez ésta elevada
expresion se asocia con agresividad tumoral que incluye alto grado histolégico,
receptores hormonales negativos y carcinoma ductal. Niveles altos de miR-21
se asociaron a menor sobrevida general y libre de enfermedad (s6).

Varios estudios han demostrado que los ciertos miRNAs detectados en sangre
fueron capaces de distinguir a los pacientes con cancer del control sano (57).
Perfiles especificos de miARN pueden asociarse con la respuesta a la terapia,
la supervivencia y con la sobrevida libre de enfermedad (30). En un intento de
identificar los miARNs especificos expresados tanto en suero como en el tejido
tumoral, un estudio utiliz6 métodos de SNG en 13 pacientes con CM y 10

controles. Entre los miARNs expresados en ambas muestras, el miR-222 se



incrementd significativamente en el suero de los pacientes con CM, asi los
autores concluyeron que podria servir de biomarcador diagnostico de CM (58).

Es importante destacar que este perfil de miARN no sélo ayuda a determinar el
fenotipo del CM, sino también a revelar posibles dianas terapéuticas y
marcadores de prondstico. Actualmente el universo de los miARN y sus
implicancias en el CM esta en el campo de la investigacion. Una mejor
comprension de la red de genes relacionados con los miARN abrird nuevas

ventanas para el diagnéstico y la terapia del CM.

Aplicaciones de la gendmica en el manejo clinico del cancer de mama

Clasificacion del CM segun su perfil de expresion génica

El comportamiento del cancer esporadico esta determinado por las mutaciones
somaticas, por lo cual podria suponerse que una clasificacién basada en los
perfiles de expresion genética de los tumores puede proveer datos prondsticos
mas acertados que los que brinda el paradigma clinico-patologico. En el afio
2000, Perou y col. demostraron, mediante microarreglos de ADN, que el CM
podia ser dividido en diferentes entidades moleculares conocidas como los
subtipos intrinsecos del CM: Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido, Normal-
like y el Basal-like (59). Posteriormente se reconocieron el Luminal C y Claudin-
low, aunque son menos utilizados en la practica clinica (60). ElI subtipo Luminal
incluye tumores RE positivos con perfil de expresion similar al tejido epitelial
luminal normal de la mama y se diferencian en tres clases. Los Luminal A son
tumores RE y RP positivos, HER2 negativos y con baja expresion de Ki-67
(<14%). Comprenden el 40% de los CM, son de bajo grado histolégico, han
sido asociados con un prondstico favorable con tasas de sobrevida mayores
que los demas grupos, son sensibles a la terapia hormonal y menos sensibles
a los agentes citotoxicos. El grupo Luminal B comprende tumores RE positivos,
con expresiéon variable de RP y del HER2, una alta expresién de genes de
proliferacion (Ki-67), inestabilidad gendmica y mutaciones en el gen TP53. Los
tumores Luminal B representan el 20% de los canceres de mama, son tumores
de alto grado, se asocian con un peor prondstico y alto riesgo de recaida. El
subtipo Luminal C se caracteriza por la alta expresion de un conjunto de genes
que comparte con los subtipos HER2-enriquecido y Basal-like. El resto de los

subtipos son RE negativos. El subtipo HERZ2-enriquecido es definido por la alta



expresion de los genes de proliferacién del cluster HER2/neu y la ausencia de
expresion RE y RP. Comprende el 20-30% de los tumores mamarios y estan
asociados con un peor prondstico que los Luminal A. El subtipo Normal-like se
caracteriza por expresion de genes relacionados con el tejido adiposo y células
estromales. El subtipo Basal-like comparte un perfil de expresion de genes con
las células del epitelio basal normal: citoqueratina 5,6 y17, integrinas, laminina.
Comprenden el 15% de todos los CM y tienen un mal prondstico. Son los
tumores denominados triples negativos (TN) ya que son RE, RP y HER2
negativos. Sin embargo los TN son un grupo mas heterogéneo, de los cuales
un 70% aproximadamente pertenecen al subtipo Basal-like. Los tumores del
subtipo Claudin-low son TN, y se caracterizan por la alta expresion de genes
asociados a la transicion del epitelio al mesénquima. Se asocian con tasas de
supervivencia intermedias entre las de los subtipos Luminal y Basal-like (61)(6).
Los subtipos intrinsecos tienen una muy buena correlacién con la clasificacion
tradicional basada en IHQ (tabla 3). EI PAGC con el advenimiento de los
métodos de SNG pudo estudiar las aberraciones genéticas de cada subtipo
intrinseco descrito antes por Perou. Los resultados mostraron una mayor
diversidad de genes mutados en los subtipos Luminal A y B. Sin embargo, las
tasas de mutaciones fueron mayores en los tumores HER2 enriquecido y basal-
like. Los subtipos intrinsecos difieren no sélo en la frecuencia sino también en
el tipo de mutaciones y genes implicados. Los tumores Luminal A albergaron
los genes mutados mas significativos siendo los mas frecuentes PIK3CA
(45%), MAP3K1, GATAS3, TP53, CDH1 y MAP2K4. Los Luminal B exhibieron
una gran diversidad de genes mutados, hallando TP53 y PIK3CA cada uno con
29% de prevalencia. En contraste, los tumores Basal-like presentaron
mutaciones en TP53 en el 80% de los casos y no mostraron la mayoria de las
mutaciones de los tumores luminales, excepto PIK3CA (9%). Los tumores
HER2-enriquecidos mostraron en un 80% amplificacion del gen HER2,
mutaciones en TP53 (72%) y PIK3CA (39%) asi como otras mutaciones
importantes no vistas en los otros subtipos (Tabla 4) (28). Esta gran
heterogeneidad genémica del CM se ve reflejada en la respuesta diferencial a
los tratamientos que tienen las pacientes segun las caracteristicas moleculares
del tumor, lo cual ha llevado a la introduccion de la medicina personalizada al

subtipo tumoral (8) (Tabla 5).



Biomarcadores moleculares prondsticos y predictivos

Por muchos afios, bajo el paradigma clinico-patolégico fueron utilizados en la
practica clinica distintos factores prondsticos para estimar la probabilidad de
recurrencia en el CM y para la toma de decisiones terapéuticas. Estos son el
tipo y grado histoldgico, la estadificacion TNM, la presencia de RE/RP, HER2
y/o el Ki-67 (61). Aun hoy se siguen utilizando como la base fundamental de las
decisiones sobre la implementacion de terapia sistémica adyuvante (8). En los
ultimos 20 afos el avance tecnolégico en SNG y micromatrices ha hecho
posible el surgimiento del paradigma gendmico del CM, éste ofrece un nuevo
enfoque para el prondstico individual de un paciente a través de la
interpretacidén del patrén de expresion de genes especificos en su tumor. Esto
dio lugar a una clasificacibn mas acertada de los tumores, la identificacion de
los tumores con comportamiento mas agresivo y la posibilidad de estimar con
mayor precision el riesgo de recurrencia y evitar los tratamientos adyuvantes
innecesarios o inefectivos en los estadios tempranos (61). El primer paso hacia
este nuevo paradigma fue la clasificacion genémica del CM de Perou que
correlaciono el perfil de expresion génica con los marcadores conocidos RE,
RP, HER2 y Ki-67. Subsiguientemente fueron surgiendo estudios que
asociaban los perfiles de expresion génica en muestras almacenadas de
tumores con los resultados clinicos conocidos de dichos pacientes, con el fin de
identificar factores gendmicos pronédsticos y predictivos. Un biomarcador
prondstico es aquel que provee informacidon sobre el resultado probable de la
enfermedad independientemente del tratamiento. En cambio, un biomarcador
predictivo identifica los pacientes que podrian beneficiarse de una intervencién
especifica (61). Asi comenzaron a desarrollarse paneles de genes comerciales
con valor pronéstico y predictivo para el CM, los test multi-genéticos (TMG). El
desarrollo de los mismos fue impulsado por la necesidad de evitar el
sobretratamiento tanto como el infratratamiento con terapias sistémicas
adyuvantes en el CM en estadios tempranos dadas sus consecuencias. Los
TMG estan actualmente comenzando a utilizarse en la practica clinica,
aportando informacion extra para estimar el riesgo de recurrencia y en funcién
de ello decidir la estrategia terapéutica. Los paneles comercialmente
disponibles son Oncotype Dx, Mamma Print, PAM50, GGI MapQuant,
EndoPredict, Breast Cancer Index (Tabla 6). Oncotype Dx, Mamma Print y



PAMS50 son los que se encuentra mas evidencia cientifica en la literatura y los
de mayor disponibilidad comercial, por lo cual se profundizara en ellos (7)61).
Oncotype Dx™ (OD) es un test que cuantifica la expresién de 21 genes por
RT-PCR y se aplica al ARN extraido de tejido tumoral incluido en parafina. Fue
disefiado en EEUU, luego de haber identificado 250 genes de funcién relevante
en la biologia del carcionoma de subtipo luminal, que fueron analizados en un
total de 447 pacientes de 3 estudios separados. Estos permitieron generar un
perfil de 21 genes y un algoritmo para calcular el Score de Recurrencia (RS). El
RS toma valores entre 0 y 100, y permite clasificar a los pacientes en tres
categorias: bajo riesgo (RS<18), riesgo intermedio (18< RS <30) y alto riesgo
(RS=31), las cuales segun los resultados del estudio NSABP-14 asocian un
riesgo de recurrencia a 10 afos de 7, 14 y 30%, respectivamente (62). Los
estudios retrospectivos de validaciéon de OD mas importantes fueron NSABP-
14 y NSABP- B20, ambos utilizaron muestras tumorales archivadas de ensayos
clinicos randomizados. En el NSABP-14, se evalud el poder pronéstico del RS
para cuantificar el riesgo de recurrencia a 10 anos, en mujeres con CM en
estadios | o Il, RE/RP positivo, con ganglios negativos que habian recibido 5
anos de Tamoxifeno. Se observd que una baja expresion de genes asociados
con estrogenos y una alta expresion de genes de proliferacion e invasion y/o de
HER2 predecia un alto riesgo de recurrencia. A su vez OD fue evaluado como
factor predictivo del beneficio de la adicion de quimioterapia adyuvante (QA) al
tratamiento con Tamoxifeno en el NSABP-B20 (62). Este estudio reveld que el
grupo de pacientes de alto riesgo con un RS =231, recibieron el maximo
beneficio de la QA con una reduccion del riesgo de recurrencia (RRR) a los 10
afnos de 27,6%, mientras que las de bajo riesgo tuvieron un minimo beneficio
(RRR de 3,78%). Pacientes con riesgo intermedio que recibieron Tamoxifeno y
QA no tuvieron diferencias significativas en su riesgo de recurrencia en
comparacion con las que solo recibieron Tamoxifeno 61)(7). En 2006 comenzdé
el ensayo clinico prospectivo de fase Ill TAILORx que fue disehado para
evaluar las implicancias terapéuticas de OD en una gran poblacién
representativa con el objetivo principal de determinar si la QA tiene un beneficio
significativo en el resultado a largo plazo de las pacientes con riesgo intermedio
segun el RS (63). Para la evaluacion se reclutaron 7000 pacientes de EEUU y

Canada con riesgo intermedio las cuales fueron aleatorizadas, en un grupo



estaran recibiendo Tamoxifeno y QA, y en el otro s6lo Tamoxifeno (64). Se
espera que los resultados estén disponibles en 2017.
Mamma Print® (MP) es un test prondstico desarrollado en Holanda, basado en
el andlisis de microarreglos de expresién de 70 genes involucrados en la
progresion y diseminacion a distancia de un tumor. Segun los niveles totales de
expresion de dichos genes se divide a los pacientes en dos grupos, de bajo y
alto riesgo, que corresponden a una sobrevida libre de metastasis (SLM) a los
10 anos de >90% y <90% respectivamente. MP ha sido validado como un
fuerte factor pronoéstico independiente de los parametros clinico-patolégicos y
esta aprobado para su uso clinico por la FDA desde el 2007 (61). El estudio
TRANSBIG demostré que MP tiene poder prondstico incluso en pacientes con
1-3 ganglios positivos y a su vez un gran valor predictivo negativo para el
riesgo de recurrencia a 5 afios luego de tratamientos sistémicos adyuvantes (65).
En un estudio que involucré a 541 pacientes, se encontré que los pacientes
catalogados por MP como bajo riesgo que recibieron Tamoxifeno mas QA no
tuvieron una RRR significativa a 5 afios en comparacién con los que sdlo
recibieron Tamoxifeno. En cambio, aquellos de alto riesgo que recibieron
Tamoxifeno y QA tuvieron una SLM a los 5 afios de 88% en comparacién con
los que sélo se trataron con Tamoxifeno que fue de 76%( HR 0,35, IC95%
0,17-0,71) (e6). El estudio RASTER fue el primer estudio en evaluar el impacto
del uso clinico de MP para la toma de decisiones acerca del tratamiento
adyuvante, evidenciando un 20% de cambio de decisiones (7). El 85% de los
pacientes de alto riesgo tomaron la decision de recibir QA. Actualmente se esta
desarrollando el estudio MINDACT, un ensayo clinico prospectivo randomizado,
multicéntrico, de fase Ill que compara el MP con la herramienta Adyuvant
Online (AO) (considera solo factores clinico-anatomopatologicos) en pacientes
con ganglios negativos o 1-3 ganglios (68). Dentro de la evidencia previa,
TRANSBIG habia demostrado superioridad de MP sobre la herramienta AO en
su poder prondstico en pacientes con ganglios negativos, 34% de los pacientes
catalogados de alto riesgo por AO pudieron haber evitado la QA debido a que
MP los clasificaba de bajo riesgo. Participan 6700 pacientes, aquellas de alto
riesgo a través de ambos MP y AO fueron aconsejadas para recibir QA y las de
bajo riesgo en ambos se les recomendd solo terapia hormonal. Aquellas con

prondsticos discordantes fueron randomizadas para recibir su tratamiento



basado en MP o en AO. El objetivo primario del estudio es confirmar que las
pacientes con bajo riesgo de MP y alto riesgo en OA pueden de manera segura
evitar ser sometidas a QA. En 2011 fueron publicados resultados de la fase
piloto (n=800) que muestran concordancia con la hipétesis planteada (69).
Nuevos resultados son esperados para el 2015 (7)(61).
PAM50 (Prosigna™) es un panel basado en un conjunto de 50 genes que
utiliza la técnica RT-PCR y fue disefiada para estandarizar las técnicas de
clasificacion del CM en los cuatro subtipos intrinsecos principales: Luminal A,
Luminal B, HERZ2-enriquecido y Basal-like. Cabe aclarar que cuando los
resultados son discordantes los pacientes deben ser manejados de acuerdo al
subtipo que identifica la IHQ. PAM50 es un factor predictivo de la sobrevida en
el CM. PAM50 provee un score pronoéstico conocido como ROR que estima la
probabilidad de recurrencia a 10 anos en pacientes postmenopausicas con CM
precoz y RE positivos que recibieron Tamoxifeno. En 2013 recibié la
aprobacion de la FDA (7)(61)(70).

Todos estos paneles de expresion genética tienen muy pocos genes en comun
y a pesar de ello proveen la misma informacioén. Esto es posible debido a que
una misma via molecular es controlada por una gran variedad de genes (61).
Algunas de las limitaciones en la disponibilidad de los TMG son los pasos
requeridos para su aprobacion para uso clinico, es decir el desarrollo de
sistemas de control de la reproducibilidad, robustez, precisién y estabilidad (70).
Existe otra limitante que es la falta de evidencia cientifica de nivel | disponible,
por lo que se estan desarrollando actualmente ensayos clinicos controlados
prospectivos, TAILORx y MINDACT para testear la validez de OD y MP,
respectivamente (61)70). Otra limitante es el costo de estas nuevas
herramientas, por lo cual en algunos paises no estan disponibles (8). Sin
embargo, el beneficio que puede traer el uso de TMG para los pacientes que
podrian evitar la QA en funcidén de su bajo riesgo de recurrencia incluye el
ahorro en costos de las drogas, el tratamiento de sus complicaciones y los
beneficios clinicos de evitar toxicidades que pueden reducir la expectativa y
calidad de vida (8). Estudios de costo-beneficio han sido desarrollados en
EEUU, Canada, Israel, UK y Alemania (66)(71)(72). Mo Yang y col. compararon,
por primera vez la rentabilidad del uso de OD y MP. Encontraron en OD y MP



diferencias estadisticamente significativas tanto en el costo como en la
efectividad, concluyendo que utilizar MP es la estrategia mas rentable (73). A
pesar de que los TMG no son uniformemente aceptados aun y su baja
disponibilidad, muchos clinicos han adoptado el uso de los mismos porque han
demostrado ser una herramienta efectiva en la toma de decisiones terapéuticas.
Aproximadamente un tercio de las decisiones terapéuticas podrian cambiar
basado en el uso de los TMG, con una importante reduccion en la QA (61).

Farmacogendémica

La farmacogendémica estudia el rol de las variaciones genéticas
interindividuales en los fenotipos de respuesta a farmacos a través de los
resultados clinicos y toxicidad de los mismos (74)(75). El objetivo final de los
estudios farmacogenomicos es el desarrollo de una medicina personalizada
basada en el perfil génico de cada paciente que permita la seleccién del
tratamiento que proporcione el mayor beneficio con toxicidad minima. Es bien
conocido que existen diferencias interindividuales en la respuesta tumoral y la
toxicidad de los tejidos normales a las terapias sistémicas en los pacientes con
cancer (3). Hay un creciente reconocimiento de que cambios sutiles en la
secuencia del gen como polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), pueden
afectar a la funcion del producto resultante y que dicha variacion explicaria las
diferencias individuales (76)(77). Se estima que existen 1,4 millones de SNPs en
el genoma humano, los cuales pueden afectar a enzimas metabolizadoras de
drogas, transportadores de membrana, dianas celulares, vias de sefalizacion y
respuestas celulares asociadas a los farmacos (74). Actualmente, varias lineas
de evidencia apoyan la utilidad de la farmacogendmica para predecir la eficacia
terapéutica, toxicidad y seguridad en el uso de tratamientos sistémicos
adyuvantes. Como se vio anteriormente segun el subtipo intrinseco de CM se
decide el tratamiento sistémico adyuvante: hormonoterapia y/o quimioterapia.
Dentro de la hormonoterapia el Tamoxifeno se considera el tratamiento de
eleccion para las mujeres con tumores con RE positivos. Este farmaco es
sometido a oxidacion hepatica por el citocromo P450 (CYP450) produciendo
los metabolitos 4-hydroxyTamoxifeno y endoxifeno, que tienen mayor afinidad y
potencia para suprimir la proliferaciéon celular (78). EI gen CYP2D6 codifica para
una monooxigenasa perteneciente al CYP450, el cual es altamente polimérfico



con 63 diferentes alelos conocidos. Los fenotipos asociados con los distintos
alelos incluyen los metabolizadotes pobres, intermedios, extensos y los
ultrarrapidos. En un estudio de pacientes en terapia con Tamoxifeno se
correlaciono el fenotipo de la enzima CYP2D6 con los resultados a dicho
tratamiento. Los resultados mostraron que los pobre e intermedio
metabolizadores tenian mayor riesgo de recurrencia y menor sobrevida libre de
enfermedad en comparacion con los extensos metabolizadores. Concluyendo
que los SNPs de CYP2D6 son un factor pronéstico en pacientes con CM
tratados con Tamoxifeno (78). Por otro lado la inactivacion del Tamoxifeno y de
sus metabolitos es principalmente mediada por las enzimas UDP
glucoroniltransferasa. SNPs en dicha enzima podrian afectar la respuesta a la

terapia con Tamoxifeno (79). El Letrozol es un inhibidor de la aromatasa usado

en mujeres posmenopausicas con CM RE positivos, donde la principal
produccion de estrégeno esta mediada por dicha enzima. Un estudio mostro
que el SNP rs4646 del gen CYP19 de la aromatasa esta asociado con un
aumento de la eficacia de Letrozol y por lo tanto la deteccion de este SNP
puede ser una herramienta de prediccion util de respuesta al tratamiento (80).
Por el contrario en otro estudio dicho polimorfismo se asocié a una peor
respuesta después de 4 meses de tratamiento con letrozol (81).

En cuanto a la quimioterapia ocurre algo similar. Los antimetabolitos son

estructuralmente analogos a los nucledtidos por lo cual se incorporan al ADN
que esta siendo replicado en las células tumorales proliferantes e impiden la
elongaciéon del mismo. Los antagonistas de pirimidinas mas comunmente
utilizados son 5-Fluorouracilo (5-FU), Gemcitabina (dFdC) y Citarabina (Ara-C).
Son profarmacos, por lo cual los SNPs en las enzimas que los metabolizan, la
timidilato sintasa (TS), metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) vy
dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), pueden influir en su farmacodinamia.
En un estudio con 105 pacientes con CM se mostré que los pacientes
homocigotos para cierto SNP de la TS mostraban mayor toxicidad al
tratamiento y una menor duracién de la respuesta que aquellos heterocigotos o

los que portaban el SNP (82). En el caso de la Ciclofosfamida los resultados de

un estudio mostraron que en los pacientes portadores de SNPs en genes de la
enzima CYP2B6 y los transportadores ABCB1 y SCL22A16, tenian distinta

respuesta. Si se administrara con la misma frecuencia en todos los pacientes,



aquellos que no presentan estos SNPs podrian sufrir mayor toxicidad ya que su
metabolizacion del farmaco es mas lenta (83). El tratamiento con Paclitaxel se
ha asociado con una gran variabilidad interindividual a nivel genético en la
respuesta y la toxicidad a la droga. Este farmaco ejerce sus efectos
antitumorales por la induccién de la apoptosis indirectamente mediante su
unién a tubulina B la cual estabiliza los microtubulos. Se ha sugerido que
mutaciones en la tubulina B podrian ser un factor en la resistencia al farmaco.
Paclitaxel es un sustrato de la P-glicoproteina, un transportador de membrana
codificado por el gen ABCB1. Se han estudiado SNPs de este gen que alteran
la expresion de la proteina y su funcion. Pacientes portadores del SNP 3435CT

mostraron una menor supervivencia global que aquellos no portadores (3).

Situaciéon en Uruguay

En la practica clinica habitual ante pacientes con CM diagnosticado, ademas de
la caracterizacion de tipo histolégico, se realiza sistematicamente la
clasificacion del subtipo tumoral mediante IHQ. Este estudio es financiado por
el Fondo Nacional de Recursos, debido a la importancia de identificar los
tumores segun la expresién de RE, RP y Her2, ya que guiara el tratamiento
sistémico adyuvante. A pesar de que existe la herramienta PAM50 para
clasificacion tumoral, su uso en Uruguay aun esta limitado a la investigacion
debido a su costo y baja disponibilidad, sumado a que su eficacia no supera a
la de IHQ. Ademas de estos parametros la estatificacion TNM sigue siendo el
pilar principal para la toma de decisiones terapéuticas.

En cuanto al pronéstico usualmente se utilizan los factores clinico
anatomopatoldgicos dado que en este medio no se hallan disponibles los TMG.
Sin embargo, segun el criterio del médico tratante y la posibilidad econémica
del paciente, el mismo puede acceder por sus propios medios al OD disponible
en Argentina, para valorar el riesgo de recaida y guiar el tratamiento adyuvante.
En la actualidad los avances en farmacogenomica y miARN se encuentran aun
en el campo de la investigacion. En cuanto al perfil de expresiéon genémico del
CM, Uruguay es parte del actual estudio “Molecular Profiling of Stage Il and Il
Breast Cancer in Latin American women receiving standard of care treatment”,
donde se busca conocer si el perfil genédmico del CM de la poblacién

latinoamericana se asemeja a los perfiles conocidos de CM en el mundo,



poblaciones en las cual se ha basado el desarrollo de los tratamientos actuales,
con el fin de determinar si su uso es aplicable (84)85).
Medicina Personalizada

Los avances en gendmica que se han desarrollado a lo largo de este trabajo
muestran que el CM es tremendamente heterogéneo a nivel molecular
determinando comportamientos biolégicos y respuestas a los tratamientos
dispares, por lo que requiere de un abordaje personalizado (11)86). La ciencia
aplicada ha tomado la informacién generada en relacién con la genémica de los
subtipos de CM y sus resultados clinicos para adecuar los tratamientos
oncologicos de hormonoterapia, Trastuzumab y quimioterapia. Para guiar
dichas decisiones basandose en el perfil de expresion génica de un tumor
particular se han desarrollado herramientas predictivas que han empezado a
considerarse en la practica médica. La medicina personalizada en los pacientes
con CM es una gran meta que requerird mayor expansion del conocimiento
gendmico de esta patologia y sus subtipos asi como de la formacion médica en

esta nueva area de conocimiento para lograr una correcta implementacion (22).

Conclusiones y perspectivas:

Las técnicas gendmicas de alto rendimiento han permitido la adquisicion de
nuevos conocimientos sobre la biologia del cancer. El desarrollo de nuevas
tecnologias de la mano de la bioinformatica se mantiene en continuo avance.
Todo ello ha permitido la consolidacién de la gendmica. La oncologia es uno de
los campos que se ha beneficiado del progreso de la gendémica tanto a nivel
diagndstico, prondstico como de tratamiento. Como hemos visto en la literatura
analizada el CM no escapa a ello. Cada vez mas los conocimientos adquiridos
en la investigacion gendémica van a poder ser aplicados a la clinica, lo cual
tendra un importante impacto en el paradigma del manejo clinico del cancer.
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Anexos: Figuras y tablas
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Fig 1. Carcinogénesis

El primer paso de la carcinogénesis es la iniciacion, la cual requiere de la exposicion
de las células normales a carcinégenos. Estos producen alteraciones genéticas que si
no son reparadas resultan en mutaciones celulares irreversibles. Las células mutadas
tienen ventaja en el crecimiento selectivo, confiriéndoles el potencial de desarrollar una
subpoblacion de células neoplasicas. Durante la segunda fase, la promocion,
carcindgenos u otros factores alteran el ambiente a favor del crecimiento de la
subpoblacion de células mutadas por sobre las células normales. En algun punto se da
la conversion a células tumorales. Las mutaciones genéticas involucradas en la
carcinogénesis permiten la activacion de oncogenes, bloquean genes supresores
tumorales, alteracion de los genes de reparacién del ADN y/o inhibicién de los genes
apoptéticos.
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Fig 3. Diagrama esquematico de un microarreglo de oligonucleétidos
(izquierda) y un microarreglo de ANDc (derecha).

Las micromatrices de oligonucledtidos analizan la presencia o auscencia de
fragmentos genéticos en la muestra de un paciente. El chip se construye con sondas
que cubren gran parte del genoma. La ventaja es que se pueden detectar gran
cantidad de variantes genéticas en un solo test. Como desventaja el costo por
paciente es elevado dado que se requiere un chip por cada test individual.

La micromatriz de ADNc es una técnica mas rentable. Consiste en la obtencién y
comparacion de perfiles de expresion de dos muestras: el ARN control (tejido normal)
y el ARN problema (por ejemplo tejido tumoral). Marcadas con un fluorocromo de
diferente color (Cy3 y Cy5) ambas muestras se hibridaran en un mismo chip. El cual
se construye con sondas de algunos loci o alelos de interés. Las diferencias de
intensidades de fluorescencia indicaran si algun gen de la muestra de estudio se
encuentra sobreexpresado o reprimido. Se puede observar la activacion (verde),
represion (rojo) y/o mismos niveles de expresion en ambas muestras (amarillo) (14).
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Fig 4. Método de secuenciacion de Sanger

Se aisla y se clona el ADN que se desea secuenciar, luego se desnaturaliza y se
emplea una sola hebra. Se utilizan cuatro tubos de reaccion, cada uno con el ADN
molde de hebra simple que se desea secuenciar, la ADN polimerasa, el cebador y los
cuatro nucledtidos trifosfatados y uno de los 4 dideoxinucleétido en cada tubo de
reaccion (ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP). En cada uno de estos tubos se producen
fragmentos de ADN de distintas longitudes, terminando todos en el lugar en el que se
incorporo el dideoxinucledtido correspondiente. Los productos de las 4 reacciones son
sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida en carriles adyacentes. La posicién
de los fragmentos es identificada por el *P con el cual estdn marcados los
nucleétidos, de manera que el gel se revela en una placa de rayos X. El método de
lectura de la secuencia se realiza de arriba hacia abajo en el corrido electroforético, es
decir del fragmento de menor longitud al de mayor.
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Fig. 5 Pirosecuenciado, a la izquierda, Instrumento de secuenciaciony a
la derecha, Preparacion de la muestra.

1- El Instrumento de secuenciado consiste en un sistema de fluidos (a), una camara de
flujo que contiene el portaobjetos de fibra 6ptica (b) y un conjunto de visualizacion
basado en una camara CCD (c) y una computadora que controla el proceso.

2a - Para la preparacion de la muestra, el ADN se fragmenta, se le ligan adaptadores y
se desnaturaliza para obtener ADN simple hebra (arriba izquierda). Cada fragmento se
une a una perla las cuales son capturadas en gotitas de emulsion. La amplificacién
ocurre dentro de cada gotita por PCR en emulsion. Cada perla se rodea de 10 millones
de copias de un fragmento de ADN (arriba derecha). Luego se desnaturaliza el ADN y
se coloca cada perla rodeada de ADN en un pocillo del portaobjetos (abajo derecha).
Los reactivos necesarios para la pirosecuenciacion se colocan en los pocillos (abajo
izquerda) b- Fotografia de microscopio electrénico muestra las gotitas de emulsién
(flecha gruesa) con las perlas (flecha fina). ¢ - Fotografia de microscopio de barrido
muestra el portaobjetos de fibra éptica vacio.
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{a) Tlumina® library-construction process. (5) Tlumina cluster generation by bridge amplification. (¢) Sequencing by synthesis with
reversible dye terminarors.

Fig 6. lllumina®.

Se prepara la biblioteca de fragmentos de AND unidos a adaptadores (a). La
amplificacién consiste en una reaccion por puentes (b). La reaccion de secuenciacion
consiste en la adicion de los 4 nucledtidos marcados con un fluoréforo diferente, estos
son incorporados por la polimerasa y la reaccion se bloquea debido a un grupo
bloqueador que tienen en la posicion 3’OH de la ribosa. Se lavan los nucleotidos no
incorporados, la sefal de fluorescencia de cada cluster es leida y por ultimo los
fluoroforos son clivados y los extremos 3'OH desbloqueados para continuar la
elongacion de los fragmentos (c).
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Tabla 1. Comparacion de las distintas plataformas de Secuenc

Nueva Generacion
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ARN promotores

ARN supresores

metastasis metastasis
miR-335 miR-7
miR-126 miR-17/20
miR-206 miR-22
miR-21 miR-30
miR-210 miR-31
miR-221 miR-126
miR-9 miR-145
miR-10b miR-146
miR-21 miR-193b
miR-29a miR-205
miR-155 miR-206
miR-373/520 miR-335,
miR-448
miR-661
let-7.

el desarrollo del CM (34-54).

Tabla 2. microARN asociados con una funcion supresora o promotora en




Table 2. Surrogate definitions of intrinsic subtypes of breast cancer

‘Luminal A-like’
all of
ER and PgR positive
HER2 negative
Ki-67 low™
Recurrence risk low’ based on

multi-gene-expression assay (if available)®

Luminal B ‘Luminal B-like (HER2 negative)”
ER positive
HER2 negative
and at least one of:
Ki-67 ‘high’
PgR ‘negative or low’
Recurrence risk ‘high’ based on

multi-gene-expression assay (if available)®

‘Luminal B-like (HER2 positive)’
ER positive
HER?2 over-expressed or amplified
Any Ki-67
Any PgR

Erb-B2 overexpression ‘HER2 positive (non-luminal)’
HER2 over-expressed or amplified

ER and PgR absent

‘Basal-like’ “Triple negative (ductal)’
ER and PgR absent
HER2 negative

The cut-point between ‘high’ and ‘low” values for Ki-67 varies between
laboratories.® A level of <14% best correlated with the gene-expression
definition of Luminal A based on the results in a single reference
laboratory [23]. Similarly, the added value of PgR in distinguishing
between ‘Luminal A-like’ and ‘Luminal B-like’ subtypes derives from the
work of Prat et al. which used a PgR cut-point of >20% to best
correspond to Luminal A subtype [24]. Quality assurance programmes
are essential for laboratories reporting these results.

‘Luminal B-like’ disease comprises those luminal cases which lack the
charadteristics noted above for ‘Luminal A-like’ disease. Thus, eithera
high Ki-67" value or a low PgR value (see above) may be used to
distinguish between ‘Luminal A-like’ and ‘Luminal B-like (HER2
negalive)’.

There is an 80% overlap between ‘triple-negative’ and intrinsic ‘basal-like’
subtype. Some cases with low-positive ER staining may duster with non-
luminal subtypes on gene-expression analysis. ‘Triple negative’ also
includes some special histological types such as adenoid cystic
carcinoma.

*A majority of the Panel voted that a threshold of >20% was indicative of *high’ Ki-67 status. Others, concerned about the high degree of inter-laboratory
variation in Ki-67 measurement [26] and the possibility for undertreatment of patients with luminal disease who might benefit from chemotherapy, would use
a lower (local laboratory specific) cut-point to define Ki-67 ‘high’ or use multi-gene-expression assay results, if available.

PThis factor was added during Panel deliberations after circulation of the first draft of the manuscript, to reflect a strong minority view. Although neither the
21-gene RS nor the 70-gene signature was designed to define intrinsic subtypes, a concordance study noted that over 90% of cases with a low RS and almost

80% of those with a 70-gene low-risk signature were classified as Luminal A [95].

Tabla 3. Subtipos intrinsecos del Cancer de Mama

Extraido de (8)

Table 1 Most frequently mutated breast cancer genes

Gene mutation Function

Approximate mutation frequency (%)

Overall Luminal A Luminal B HER2-enriched  Basal-like

PIK3CA catalytic subunit of PI3 kinase; key signal transduction 25-36 40-45 29 39 9
enzyme involved in cellular growth, survival
and insulin signaling

TP53 tumor suppressor; key regulator of cell cycle, 77-37 12 29 72 80
DINA repair, apoptosis

GATA3 transcription factar which regulates luminal epithelial cell 4-11 14 15 2 2
differentiation in the mammary gland

MAP3KT kinase that activates ERK and INK kinase pathways 38 13 5 4 0

MLL3 histone-lysine N-methyltransferase involved in transciptional 7 8 & 5
Co activation

CDH1 cellcell adhesion glycoprotein; loss-of-function mutations 7 9-10 5 5 0

in E-cadherin are a feawre of lobular breast cancer

Tabla 4. Mutaciones genéticas mas frecuentes en el Cancer de Mama.
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Table 3. Systemic treatment recommendations

Subtype

‘Luminal A-like’

‘Luminal B-like (HER2 negative)’

‘Luminal B-like (HER2 positive)’

‘HER2 positive (non-luminal)’

“Triple negative (ductal)’

‘Special histological types™
A. Endocrine responsive
B. Endocrine non-responsive

Type of therapy
Endocrine therapy is the most critical
intervention and is often used alone.

Endocrine therapy for all patients, cytotoxic
therapy for most.

Cytotoxics +anti-HER2 + endocrine therapy

Cytotoxics + anti-HER2

Cytotoxics

Endocrine therapy
Cytotoxics

Cytotoxics may be added in selected patients. Relative indications
for the addition of cytotoxics accepted by a majority of the Panel
included:

(i) high 21-gene RS (i.e. »25), if available;
(ii) 70-gene high risk status, if available;

(iii) grade 3 disease;

(iv) involvement of four or more lymph nodes (a minority required

only one node).

The Panel was almost equally divided as to whether young age
(<35 years) per se was an indication to add cytotoxics.

Studies suggest a wide geographical divergence in the threshold
indications for the inclusion of cytotoxics for the treatment of
patients with luminal disease [96].

No data are available to support the omission of cytotoxics in this
group.
Threshold for use of anti-HER2 therapy was defined as pT1b or

larger tumour or node-positivity.

Adenoid cystic carcinomas may not require any adjuvant cytotoxics

(if node negative).

*Special histological types: endocrine responsive (cribriform, tubular and mucinous); endocrine non-responsive (apocrine, medullary, adenoid cystic and

metaplastic).

Tabla 5. Recomendaciones del Consenso Internacional de Expertos de St.

Gallen 2013 para el Tratamiento Sistémico del Cancer de Mama primario

segun el subtipo intrinseco.
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Tabla 6. Comparacion de los Test multigenéticos con valor prénostico

para el Cancer de Mama comercialmente disponibles.
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