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I. INTRODUCCION

El cancer de mama, el mas comun entre las mujeres, es una enfermedad heterogénea
con una morfologia, comportamiento evolutivo y respuesta terapéutica diversas.
Tradicionalmente se ha utilizado la expresion de marcadores inmunohistoquimicos,
incluyendo el receptor de estrogeno (RE), el receptor de progesterona (RP) y el receptor
del factor de crecimiento epidérmico 2 (Her2), junto con la informacion clinico-
patoldgica para clasificar el cancer de mama y predecir el desenlace de la

enfermedad.?*

La integracion de datos morfoldgicos y moleculares tiene el potencial de refinar la
clasificacion del cancer de mama, predecir la respuesta a la terapia, aumentar la
comprension de la biologia del cAncer de mama y mejorar el manejo clinico. Uno de los
mayores avances recientes ha sido proporcionado por los estudios de expresion génica,
que han revelado la existencia de diferentes subtipos moleculares intrinsecos del cancer
de mama, biolégicamente y clinicamente distintos. De estos estudios hay que relevar los
del grupo de Charles Perou que han establecido el PAMS50, y que ha servido de base

para determinar la clasificacion de St. Gallen.>®"8910.1112.13.14.15

De acuerdo con la clasificacion de St. Gallen, los canceres de mama se pueden clasificar
de forma subrogada mediante inmunohistoquimica en cinco subtipos: Luminal A (RE
alto / RP, Her2 negativo, Ki67 <20%, T1 /2 y NO/ 1); Luminal B / Her2 negativo (RE
bajo / RP, Her2 negativo, Ki-67 > 20%, N2 / 3, T3, grado histoldgico 3 e invasion
linfovascular extensa); Luminal B / Her2 positivo (RH positivos y Her2 positivo); Her2

(RH negativo y Her2 positivo) y Triple negativo (RH negativo y Her2 negativo).



Aproximadamente el 75% de los canceres de mama expresan genes tipicos de células
epiteliales luminales, con receptores hormonales (RH) positivos, bien sea el receptor de
estrogeno (RE) y / o el receptor de progesterona (RP).

Los cénceres de mama Luminal A tienen un buen pronostico. Los canceres de mama
Luminal B tienen una mayor tasa de recurrencia y una menor supervivencia en
comparacion con el subtipo Luminal A. Los tumores HER2+ se producen con una
frecuencia del 10% Yy se caracterizan por una alta expresion del gen Her2 (RE- / RP-/
Her2 +), que confiere comportamiento bioldgico y clinico agresivo. El cancer de mama
triple negativo es un tipo particular de cancer de mama que comprende
aproximadamente el 15% de todos los casos y se define por la falta de expresion de los
genes RE, RP y Her2. La mayoria de los casos de tumores triple negativo (80%)
también comparten caracteristicas de los cénceres de mama de tipo basal por la
expresion de marcadores basales, como CK5-6 o receptor del factor de crecimiento

epidérmico (EGFR), que se identifican mediante perfiles de expresion génica'?#3*

Recientemente, ha habido una mayor conciencia de la influencia potencial de los
factores ambientales en las caracteristicas de agresividad del cancer de mama. Un
mecanismo por el cual estos procesos podrian ejercer sus efectos sobre la actividad de
los genes del cancer de mama es a través de alteraciones epigenéticas, incluyendo la
metilacion del ADN. Por lo tanto, la adicion de la clasificacion basada en la metilacion
del ADN vy la expresion génica podria mejorar la prediccidon prondstica y la respuesta
terapéutica.’ El silenciamiento génico epigenético de los genes supresores de tumores a
través de la hipermetilacion del ADN promotor es una caracteristica comun en los

canceres humanos.’



El cancer de mama es una enfermedad genética y los recientes avances en biologia
molecular han revelado alteraciones epigenéticas recurrentes que podrian contribuir a su

mejor clasificacion y tratamiento.

A. EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es el cancer méas comun y representa el 25% de todos los casos de

cancer y el 15% de todas las muertes por cancer entre las mujeres.™®

Es la principal causa de muerte por cancer en mujeres de 20 a 59 afios, aunque es
reemplazado por cancer de pulmén en mujeres de 60 afios 0 mas.™ Es aproximadamente
100 veces mas comun en mujeres que en hombres, aunque los hombres tienden a tener

peores resultados de supervivencia debido a retrasos en el diagndstico.

La incidencia varia mucho en todo el mundo, con tasas normalizadas por edad de hasta
99,4 por 100.000 en América del Norte. Europa oriental, América del Sur, Africa austral
y Asia occidental presentan incidencias moderadas, pero en aumento. La incidencia mas
baja se da en la mayoria de los paises africanos, pero aun en ellos hay incremento de la

incidencia de cancer de mama.?

Las tasas de supervivencia del cancer mamario también son variables, desde el 80% o
méas en América del Norte, Suecia y Japdn, pasando por un 60% aproximadamente en
los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40% en los paises de ingresos

bajos.
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En el afio 2008 se diagnosticaron aproximadamente 1.380.000 casos nuevos de cancer
de mama en el mundo. En la actualidad es el tumor més frecuente en la poblacién

femenina tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo.?

La incidencia en Espafia es menor que la de Estados Unidos y Canada, Reino Unido,
Paises Bajos, Bélgica, Alemania, Francia y Suiza y similar al resto de los paises de

Europa Mediterranea, Centroeuropeos, Portugal e Irlanda.

En Espafia se diagnostican unos 26.000 casos al afio, lo que representa casi el 30% de
todos los tumores del sexo femenino en nuestro pais. La mayoria de los casos se
diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con un maximo entre los 45 y los 65.° No
obstante, no disponemos de un Sistema Nacional de Registro de Tumores para conocer

las cifras exactas.

En Espafa existe una distribucién geografica de incidencia notablemente variable segin
las provincias. Asi en Catalufia la tasa de incidencia es de 83,9 casos /100.000

habitantes, mientras que la media nacional se sittia en 50,9 casos / 100.000 habitantes.?

De acuerdo con la American Cancer Society, el aumento de la incidencia se estima en
un 1-2% anual y es constante desde 1960 en Estados Unidos. Se estima que el riesgo de
padecer cancer de mamaa lo largo de la vida es de, aproximadamente, 1 de cada 8

mujeres.”*

Tanto el nimero de casos como las tasas de incidencia aumentan lentamente en Espafia
y en el mundo, probablemente debido al envejecimiento de la poblacion y a un

diagnostico cada vez mas precoz.
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En Portugal, la incidencia del cancer de mama es inferior a la media europea, aunque
sigue siendo el cancer mas frecuente en la mujer, con tasas de mortalidad heterogéneas
debido a diversos factores de tipo demografico y socioecondémico, a las caracteristicas

biolégicas de los tumores y el acceso a la atencién médica.?

B. FACTORES PRONOSTICOS EN EL CARCINOMA DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad compleja y heterogénea que incluye tumores de
prondstico y respuesta clinica variable a los tratamientos. La clasificacion estandar de
los tumores de mama se ha basado en criterios morfoldgicos y anatdmicos como el
tamafo y extension del tumor (estadiaje TNM), caracteristicas histopatoldgicas (grado
tumoral) y expresion de marcadores tumorales como RE, RP y Her2. Aungue estos
parametros pueden correlacionarse bien con la supervivencia en algunos pacientes, su
valor como factores prondsticos y predictivos es limitado.”® Se necesitan mas
biomarcadores para la terapia y la prediccion de los resultados porque los canceres de
mama humanos son diversos en su naturaleza genética y su respuesta a la terapia.®* La
identificacion de biomarcadores moleculares con valor prondstico sigue siendo una

necesidad insatisfecha en el manejo actual del cancer de mama.?

En los ultimos afios, la administracion de quimioterapia neoadyuvante se ha
incrementado debido a que proporciona no s6lo un aumento de la probabilidad de
extirpacion quirdrgica exitosa y minimamente invasiva en un subgrupo de pacientes,
sino que, ademas, estudios recientes también han demostrado que la evaluacién

anatomopatoldgica de la eficacia de la quimioterapia neoadyuvante, principalmente la
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respuesta patologica completa o la carga residual de céncer, se asocian

significativamente con la mejora de la supervivencia libre y global de enfermedad.

En el contexto de adyuvancia las caracteristicas clinicopatoldgicas son comdnmente
complementadas con informacion genomica con el fin de adaptar las decisiones de
tratamiento al paciente, lo que también es util en el entorno neoadyuvante para
decisiones similares.®® La divisién en subtipos moleculares establecida por Perou y

colaboradores a principios de este siglo es buena prueba de ello.>®"8:91011.12.1314.15

C. PROLIFERACION CELULAR Y CANCER DE MAMA

La proliferacién es una caracteristica distintiva del cancer®’, una piedra angular de su
progresion y por lo tanto un marcador tumoral importante.”®

Aunque el indice mitotico es la forma maés establecida de evaluacidn de la proliferacion,
tiene limitaciones porgue el nimero de mitosis por unidad de area no esta linealmente
relacionado con la tasa de proliferacion.?

Ha habido muchos métodos de cuantificar la proporcion de células proliferantes. El
recuento mitdtico tradicional se utiliza todavia para clasificar el grado de agresividad de
una variedad de tumores incluyendo el cancer de mama. Ademas del recuento mitético,
se han desarrollado mas recientemente marcadores inmunohistoquimicos de
proliferacion, incluyendo el antigeno Ki67, el cual se expresa en el ciclo celular
completo, el antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) que es marcador de la

Fase S, y la histona H3 fosforilada (PHH3) que es marcador de la fase mitética.*® El
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Ki67 es actualmente el biomarcador de proliferacion de eleccion, con valor pronéstico y

predictivo en el cancer de mama.?®

1. METODOLOGIA Y VALORACION DE LA PROLIFERACION CELULAR EN

CANCER DE MAMA

El International Ki67 Breast Cancer Working Group recomienda el contaje de un
minimo de 500 células tumorales invasoras en al menos tres campos representativos,
incluyendo las zonas de proliferacion.?®3! Sin embargo, en los diversos estudios que se
encuentran en la literatura sobre Ki67, el nUmero de células tumorales en las que hay
que realizar el contaje varia ampliamente, desde decenas de células en tissue-
microarrays hasta 3.000 en muestras mas amplias, con una clara tendencia hacia la
evaluacion de conjuntos mas grandes de células tumorales. Estadisticamente, la
evaluacion de un gran namero de células proporciona errores estandar mas pequefios, y
por lo tanto, estimaciones Ki67 mas precisas, ya que la proliferacién tumoral no suele
expresarse de forma homogénea.”® Las muestras de tumores presentan tanto
heterogeneidad en si mismas como con otras muestras. Asi, los tumores altamente
proliferativos heterogéneos pueden clasificarse como de baja proliferacion debido a un
efecto de muestreo.

Estos resultados sugirieron la necesidad de optimizar el nimero de células tumorales
evaluadas en una muestra especifica. Si la optimizacion pudiera ser estandarizada, la
heterogeneidad dentro de la muestra podria ser explicada estadisticamente, y puede que
esto contribuyera al esfuerzo de alcanzar un consenso internacional sobre la evaluacién

del Ki67.
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La practica general en la calificacion Ki67 se basa en una metodologia no dindmica o
estatica. Se determina un numero predefinido de células tumorales y se determina la
fraccion de células Ki67 positivas. Sin embargo, existen propuestas interesantes de
nuevas metodologias de evaluacion de Ki67 de forma dindmica, estableciendo cut-offs
dependientes de la heterogeneidad tumoral y del tipo bioldgico de tumor,? y basadas en
contajes sobre hot-spots, lo que se justifica basandose en la suposicion de que las
regiones de aumento de la proliferacién son biolégicamente activas y presumiblemente

relevantes para el pronéstico.*

La automatizacion del contaje de Ki67, en plataformas digitales, ha arrojado resultados
variables. En el trabajo de Fasanella y cols, los autores describen la discrepancia en los
resultados de Ki67 entre la evaluacion automatizada y la evaluacion humana, revelando
valores mas altos de Ki67 en estos Ultimos.” Mohammed y cols, sin embargo,
comunican un excelente acuerdo entre el indice de Ki67 automatizado y visual. Como
herramienta pronostica ambos métodos fueron dtiles, sin embargo, el método visual es

superior.?

2. RELEVANCIA PRONOSTICA DE LA PROLIFERACION CELULAR EN EL

CANCER DE MAMA

Aunque los biomarcadores asociados al ciclo celular, como la ciclina D1, ciclina E y
p21, han sido considerados factores prondsticos, el resultado del ciclo celular es la
proliferacion celular, y por lo tanto, el analisis inmunohistoquimico (IHQ) de Ki67

utilizando el anticuerpo MIB-1 (marcador de la expresion del gen MKI67) ha surgido
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como el marcador de eleccion con valor pronéstico y predictivo del tratamiento en el

cancer de mama.?®

El Ki67 es una proteina nuclear no histona identificada por primera vez por Gerdes a
principios de los afios 80 en la Universidad de Kiel, Alemania. Se expresa en las células
proliferantes y esta ausente en las células quiescentes, por lo que es Optimo para la
evaluacion como un biomarcador de proliferacion tumoral. La funcién del Ki67 sigue
siendo imprecisa, aunque se piensa que esta involucrado en la sintesis de ARN

ribosomal.?®

El Ki67 ha demostrado ser de valor pronostico y predictivo en el cancer de mama. La
actividad proliferativa de las células tumorales, estimada por Ki67, proporciona una
fuerte informacion pronostica y predictiva sobre la respuesta a la quimioterapia.®** Sin
embargo, la desafortunada falta de consenso en cuanto a su uso, tanto en lo referente a
las fases pre-analitica, analitica y post-analitica, dificulta su plena aceptacion clinica. El
tipo de tejido, el tiempo de isquemia fria y caliente, el medio de fijacion y el tiempo de
fijacién, son ejemplos de variables pre-analiticas. La eleccion de anticuerpos, el método
de puntuacion o la estrategia de presentacion de informes son ejemplos de variables
analiticas y post-analiticas. También son ejemplos de variables post-analiticas,
especificamente el nimero de células tumorales evaluadas y la seleccion de areas dentro

de una seccion tumoral que se utilizara para la evaluacién de Ki67.

Cada subtipo intrinseco de cancer de mama tiene un patron particular de recaidas en el
tiempo, que cambian dependiendo del nivel de activacion de la via de proliferacion
evaluada por el Ki67. Estos hallazgos podrian tener implicaciones clinicas tanto en el

disefio del ensayo de tratamiento adyuvante como en las recomendaciones relativas a la
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vigilancia de los pacientes. El cAncer de mama Luminal A muestra un lento aumento del
riesgo, alcanzando su maximo después de tres afios y manteniéndose posteriormente
estable. El subtipo Luminal B presenta la mayor parte de sus recaidas durante los
primeros cinco afios. Los tumores HER2 muestran un pico de recurrencia casi veinte
meses después de la cirugia, con un riesgo mayor si Ki67 > 14%. Sin embargo, un
segundo pico se produce a los 72 meses, pero la magnitud del riesgo es mayor si Ki67 >
14%. Los tumores triple negativos con baja tasa de proliferacién muestran una curva de

riesgo suave, pero con Ki67 > 14% muestran un pico pronunciado en casi 18 meses.*

D. TELOMEROS Y TELOMERASA

Los telomeros humanos son estructuras nucleoproteicas esenciales situadas en los
extremos de los cromosomas, compuestas de varios centenares de repeticiones de la

394041 Debido a su forma

secuencia 5-TTAGGG-3%*3"3 asociados a proteinas.
especial de empaquetamiento, estan implicados en el mantenimiento de la integridad del
ADN funcional de los cromosomas, protegiéndolo del ataque de exonucleasas que
producirian la pérdida de nucleétidos de los extremos de la molécula de ADN. Ademas,
impiden que se produzcan fusiones espontaneas entre los extremos de los cromosomas.
Por tanto, su funcidn principal es proteger contra la degradacién de los extremos de los

cromosomas, contribuyendo asi a la estabilidad del genoma.?®2

El ADN telomérico de los mamiferos se encuentra asociado a un complejo de seis
proteinas denominadas shelterinas (del inglés shelter, refugio), compuesto por TRF1,
TRF2, TIN2, RAP1, TPP1 y POT1. La principal funcion de las shelterinas es la de
proteger a los telomeros de las actividades degradativas que se desencadenan a modo de

respuesta ante las roturas de cadena en el ADN bicatenario y la subsecuente aparicion
17
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de ADN expuesto de cadena sencilla.”® Entre las funciones de las shelterinas, cabe
mencionar las del reclutamiento de la telomerasa, la replicacion de los telémeros, la
cohesion entre las distintas shelterinas y la formacion de estructuras terciarias de ADN

que favorecen la estabilidad de los telémeros (el denominado t-loop).**4°464748

La estructura y la integridad de los telomeros son fundamentales para la estabilidad del
genoma, Yy la longitud de los telomeros se mantiene por la expresion de la enzima
telomerasa.*® Sin embargo, el acortamiento cromosémico es caracteristico de las células
normales, y es conocido como el problema de replicacién final. La longitud telomérica
en cada tipo celular de nuestros tejidos disminuye con el tiempo, constituyendo por
tanto una aproximacion bastante representativa de la edad bioldgica de nuestros tejidos
y (')rganos.50 Se ha postulado que los telémeros podrian funcionar a modo de “reloj
bioldgico”, reflejando el historial de las divisiones que cada célula ha experimentado a

lo largo de su existencia.®®

La funcidn protectora de los telomeros fue descrita en el final de la década de los afios
1930 de forma independiente y simultanea por los cientificos Barbara McClintock y
Hermann Muiller, gracias a observaciones realizadas en sus diferentes modelos
genéticos de estudio (Zea mays y Drosophila melanogaster, respectivamente), en los
que detectaron que los extremos de los cromosomas eran cruciales para asegurar una
transmision correcta y equitativa de la informacidn genética a las células hijas durante el
proceso de division celular. Los estudios posteriores de Hayflicky Harley®* demostraron
que durante la division celular los telémeros se acortan progresivamente en ausencia de
expresion de telomerasa hasta alcanzar una longitud criticamente corta que

desencadenaba respuestas de parada del ciclo celular y senescencia.
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La telomerasa es la enzima responsable de extender los extremos de los cromosomas en
la sintesis de nuevo, y ocurre en las células germinales asi como en la mayoria de los
tumores malignos. Se expresa durante el desarrollo embrionario, restringiéndose en el
adulto a determinados compartimentos celulares tales como las células madre adultas,

52,53,54

los 6rganos hematopoyéticos y las células reproductoras, y silenciandose en la

mayoria de los tejidos normales.*

El mantenimiento de la longitud telomérica, en consecuencia, requiere un delicado
equilibrio entre erosion y alargamiento, para evitar un acortamiento excesivo que daria
lugar a la aparicion de sintomas asociados al envejecimiento prematuro, o una actividad

telomerasa aberrante que podria favorecer la inmortalidad de células malignas.

1. DESCRIPCION DE LA TELOMERASA

La telomerasa es un complejo ribonucleoproteico con actividad enziméatica de la
transcriptasa inversa, que es responsable de agregar repeticiones teloméricas
(TTAGGQG) en los extremos 3' de los cromosomas, con lo que se invierte la pérdida de

ADN de cada ronda de replicacion.

Hay tres subunidades de telomerasa: la telomerasa humana RNA (TERC), la telomerasa
humana asociada a la proteina (TEP1) y la telomerasa humana transcriptasa inversa
(h"TERT/TERT). TERC y TEP1 se expresan constitutivamente, por lo que la actividad

enzimatica de la telomerasa depende de la transcripcion de hTERT.
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TERT consiste en una subunidad de proteina catalitica llamada transcriptasa inversa de
telomerasa, codificada por el gen hTERT en seres humanos, que estd posicionada en el
cromosoma 5p15.33. El gen hTERT consta de aproximadamente 37 kb en ADN
genomico del que 33 kb constituyen secuencia intronica. EI 4 kb restante lleva 16
exones para hacer el transcripto de MRNA de hTERT. EI componente de RNA esencial
(TERC), es codificado por el gen hTERC encontrado en la region cromosémica 3926;
hTERC actia como una plantilla cuya secuencia es complementaria a la repeticion
telomérica 50-dTTAGGG-30, para la sintesis de telomeros ADN, y también participa en

la catélisis, localizacién y montaje de la holoenzima telomerasa.

Mientras que el hTERC se expresa constitutivamente en la mayoria de los tipos de
tejidos, los niveles de expresion de hTERT son lo suficientemente bajos como para que
la longitud de los telomeros no pueda mantenerse, lo que restringe la vida proliferativa

en las células normales.

En general, la expresion de la telomerasa es un proceso controlado. Sin embargo, no
todos los mecanismos de control han sido aclarados. Se ha demostrado que el hTERC
puede expresarse en células independientemente de la actividad de la enzima

telomerasa, mientras que el hTERT so6lo se expresa en células con actividad telomerasa.

Estudios de reconstitucion in vitro demostraron que los componentes de ARN (hTERC)
y la transcriptasa inversa (hTERT) son suficientes para reconstituir la actividad de la

56,57

telomerasa y se ha establecido que hTERT es el componente limitante de esta

actividad.
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La metilacion del ADN, la metilacion de las histonas y la acetilacion de las histonas son
regulaciones epigenéticas basicas implicadas en la expresién de hTERT. EI ARN no
codificante puede también servir como una forma de control epigenético de hTERT.
Esta regulacion epigenética basada en hTERT es importante para proporcionar un

mecanismo para la reversibilidad del control de hTERT en varios estados biolégicos.*®

Las modificaciones epigenéticas en las regiones teloméricas y subteloméricas junto a la
influencia de ARN teloméricos no-codificantes también influyen de forma dréstica en la
longitud telomérica y en su organizacion en dominios de cromatina, generando un nivel

adicional de control de la longitud y funcién teloméricas.®" 960612

La actividad de la telomerasa es también controlada por mecanismos
hormonodependientes, siendo que algunos estudios establecen una relacion significativa
entre la actividad de la telomerasa y la positividad de los receptores de estrogenos y de

progesterona.®

2. PAPEL BIOLOGICO DE LA TELOMERASA

La telomerasa juega un papel importante en la proteccion de los telomeros de la erosion
que resulta de la replicacion del ADN y dafio oxidativo. Ademas, la telomerasa tiene
otras actividades adicionales, que incluyen la estimulacion de la proliferacion celular, la
proteccion contra el dafio oxidativo y la apoptosis, la modulacion de la expresion génica

Vi
.6

global, la activacion de células madre y la promocion tumoral.”™ La telomerasa se activa

durante la respuesta inmune y la cicatrizacion de heridas y se reactiva en
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aproximadamente el 85% de los tumores humanos.®* Se cree que la regulacién negativa

en los tejidos humanos de los adultos reduce la probabilidad de desarrollo tumoral.

La actividad de la telomerasa es evidente en las celulas madre de varios
compartimentos, mientras que se observa una actividad insignificante inmediatamente
después de la diferenciacion de las células madre. La reconstitucion de la actividad
telomerasa en células somaticas diferenciadas se encuentra limitada, principalmente
debido a la represion transcripcional de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT), el

componente catalitico de la telomerasa.

En consecuencia a la salida del compartimento de células madre, los telémeros de las
células somaticas se acortan tras la division celular y los telémeros criticamente cortos
activan la via de respuesta al dafio del ADN, resultando en la detencion del ciclo celular
y la senescencia. En cada ciclo replicante los telomeros se acortan a causa del problema
intrinseco de la replicacion de los extremos de las secuencias de ADN lineales
(fenémeno conocido en inglés como “end replication problem").® La sucesiva erosién
de los telémeros en cada division celular, resulta en la pérdida de su capacidad para
proteger los extremos de los cromosomas y en pérdida de material genético (en cada

division celular se pierden 50-100 pares de bases de ADN telomérico).®*®

La accion de la telomerasa solo se produce de manera natural en ciertas etapas de
nuestra vida, en las que la division celular es muy acelerada, como puede ser en las
primeras ceélulas originadas tras la fecundacion o en determinadas células de un

individuo adulto como son las células troncales, también conocidas como células madre.
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Por cada division que se produzca, la longitud del telomero se hace més corta, si no
existe actividad telomerasa que lo repare y le dé su tamafio original. Al alcanzar el
telomero, una longitud lo suficientemente pequefia, esto es tomado por la célula como
una sefial que le induce a apoptosis o muerte celular, evitando asi que ésta pueda
dividirse indefinidamente. Esto fue puesto de manifiesto por Hayflick y Moorhead que
describieron que los fibroblastos humanos normales tienen una capacidad de replicacion

limitada en cultivo.®®

Otros tipos de células, tales como células epiteliales, mioblastos, astrocitos y linfocitos,

también presentan una capacidad limitada de proliferacion.®® "

Estudios recientes sugieren que podriamos revertir el proceso de senescencia
incrementando de forma artificial la cantidad de telomerasa en nuestras células. Incluso
se podrian revertir algunas atrofias de nuestros tejidos debidas a la vejez, induciendo la

sintesis de telomerasa.

Investigadores del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) han
desarrollado un tratamiento que actla sobre los genes de tal modo que, aplicado una
sola vez en animales adultos, consigue de manera segura alargar la vida media de los
individuos. La terapia génica desarrollada por el CNIO para combatir el envejecimiento
se ha probado en ratones adultos de uno y dos afios, con un efecto rejuvenecedor sobre

ellos.”

Hipotéticamente, los tratamientos con telomerasa evitarian la muerte, tanto celular como

del individuo, por lo que seria el farmaco que otorgaria la inmortalidad. Sin embargo,
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una consecuencia indirecta de alterar los genes de la inmortalidad celular seria una

mayor propension al cancer.

Al administrar telomerasa a seres pluricelulares complejos como los humanos o
animales, las células con capacidad de dividirse indefinidamente, se encontrarian en un
estado en el que la sucesiva adquisicion de alteraciones genéticas podria mas facilmente
conseguir su transformacién maligna. Cuando se estimula la actividad telomerasa y se
inactiva un gen supresor de tumores (el gen pl6INK4a) se produce inmortalizacion

celular, lo cual constituye un importante paso hacia la formacién de un tumor.”™

El caracter contrapuesto entre senescencia y cancer se ha visto reflejado en algunas
investigaciones. La senescencia inducida por oncogén (OIS) es un mecanismo critico de
supresion tumoral que restringe la progresion del cancer en estadios premalignos, en
parte causando disfuncion de los telémeros. Actualmente, se desconoce si esta
detencién proliferante presenta una barrera estable y, por tanto, irreversible para la

progresion del cancer.”

Patel y cols, demuestran que las células detenidas en OIS conservan el potencial para
escapar de la senescencia por mecanismos que implican la reactivacion de la expresion

de hTERT.”

La alteracion en el TERT puede causar acortamiento del telémero, en enfermedades
relacionadas con la edad tales como la fibrosis pulmonar idiopatica, la disqueratosis

congénita y la anemia apléstica.”
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3. TELOMERASA Y CANCER

El cancer es una enfermedad compleja tanto en su desarrollo como en la forma en que
se manifiesta de un individuo a otro; se caracteriza por ser el resultado de mdaltiples
alteraciones genéticas, como la activacion de muchos pro-oncogenes y la inactivacion
de muchos genes supresores de tumores,** que confieren a las células transformadas una
serie de caracteristicas que las distinguen de las células no transformadas. Estas
caracteristicas incluyen: capacidad de crecimiento autdnomo, evasion de apoptosis,
insensibilidad a sefiales antiproliferativas, capacidad de invasion tisular, formacion de
metastasis, induccién y mantenimiento de la angiogénesis.”” Ademas, las células
malignas deben adquirir un potencial de replicacion ilimitado (inmortalidad celular)

para la formacion de tumores avanzados en humanos.

La capacidad de mantener suficiente longitud de telébmeros es esencial para la
proliferacion celular y la tumorigénesis, y por lo tanto los tumores que surgen de celulas
somaticas normales escapan al destino de tener los telémeros cada vez mas cortos
aumentando los niveles de telomerasa. Ello permite que las células malignas mantengan
su longitud de telomero justo por encima del umbral critico para evitar la senescencia y
la apoptosis y adquieran un potencial de replicacion ilimitado. De hecho, células
tumorales cultivadas en el laboratorio a las que se les quita la telomerasa mueren
rapidamente debido a un agotamiento de sus telomeros. Sin embargo, la expresion
ectopica de telomerasa en celulas humanas somaticas normales en cultivo, contribuye a
la transformacion maligna.”®*®° No obstante el 10% de los canceres utilizan un

mecanismo alternativo de alargamiento del telémero denominado ALT.®* También
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sigue siendo poco claro como las sefiales extracelulares regulan el alargamiento de la

telomerasa de los telémeros.®

El desgaste del telomero durante sucesivas divisiones celulares induce la inestabilidad
cromosOmica y contribuye significativamente a los reordenamientos gendémicos que
pueden dar lugar a la tumorigénesis.®® Los telémeros disfuncionales, originados por el
acortamiento critico de los telomeros en las células soméaticas normales durante las
divisiones progresivas de las células, provocan respuestas de dafio del ADN que
desencadenan la senescencia celular. Las células que adquieren cambios oncogénicos
evitan la senescencia y contintan dividiéndose (periodo de vida util prolongado) hasta
que multiples telébmeros criticamente acortados inician la crisis (un periodo de
senescencia replicativa completa, fusiones de extremo a extremo de cromosomas Yy
apoptosis extensa). El periodo de crisis produce una muerte celular extensa. Sin
embargo, algunas células escapan de la crisis y mantienen las longitudes de telomeros
estables, pero acortados, para el crecimiento continuo de las células, progresando

eventualmente a un fenotipo maligno.®

Se ha comunicado la existencia de acortamiento de los telomeros en carcinomas in situ e
invasivos, incluyendo el cancer de mama, y se ha asociado con la recurrencia de la
enfermedad después de la reseccién quirdrgica.®* Muchos de estos tumores activan la
telomerasa para estabilizar los extremos teloméricos y lograr la capacidad de replicacién

ilimitada.®®

En experimentos con ratones deficientes en telomerasa, no hubo evidencia de inhibicion
de tumores en las primeras generaciones. En generaciones tardias, los ratones

deficientes en telomerasa muestran un moderado aumento en la incidencia de tumores
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espontaneos caracterizados por alta tasa de proliferacion tales como linfomas y tumores

germinales, posiblemente en relacién a la inestabilidad cromosémica.®

Los efectos de la ausencia cronica de telomerasa sobre la formacién de tumores parecen
depender del tipo histologico tumoral. Recientemente se ha demostrado que ratones
deficientes en telomerasa son resistentes al desarrollo de tumores de piel, especialmente
en generaciones tardias, asociado a un acortamiento de los telémeros.®” Sin embargo, el
acortamiento telomérico en ratones heterocigotos para p53 promueve un marcado

incremento en canceres epiteliales, tales como carcinomas de mama, colon y piel .2

Diversos estudios han mostrado que la regulacion de la telomerasa es un proceso
multifactorial en células de mamiferos, que implica la regulacion de la expresion de los
genes de codificacion de las subunidades de la telomerasa, las interacciones proteina-
proteina postraduccionales y la fosforilacion de la proteina. Numerosos proto-oncogenes
y genes supresores de tumores estdn comprometidos en este mecanismo, y la
complejidad del control de la telomerasa se estudia habitualmente en el contexto de la

carcinogenesis, aungue también en el envejecimiento.

La actividad telomerasa se controla directamente por la cantidad de transcripcion del
gen hTERT. Por lo tanto, el aumento de transcripcion hTERT es una caracteristica de
las células cancerosas y refleja la consecuente propension proliferativa. ElI aumento de
la actividad de hTERT ha sido implicado en diversas enfermedades neoplésicas,
incluyendo el carcinoma de mama.®® Clinicamente, el alto nivel de hTERT en el tejido

canceroso se asocia con un mal pronéstico en una serie de canceres humanos.*
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Varios trabajos han demostrado una fuerte correlacion entre la actividad telomerasa y la
expresion de ARNm de hTERT en diferentes tipos de tumor sugiriendo que la
transcripcion del gen hTERT puede actuar como un paso regulador principal.®* Se sabe
que la transcripcion de hTERT tiene siete sitios de empalme alternativos, a partir de los
cuales se pueden producir multiples transcripciones alternativas especificas de tejidos y
posiblemente especificas de la enfermedad. Por lo tanto, los niveles de expresion de las
variantes de hTERT podrian ser el factor limitante de la velocidad en la actividad de la
telomerasa. Las variantes mas conocidas del ARNm de hTERT son variante de delecion
alfa (a-), variante de delecion beta (B-) y variante de delecion alfa / beta (a- / B-). La
evidencia experimental ha mostrado que los clones con la variante de delecion B no
pueden inducir actividad de telomerasa. Por otra parte, existen otras evidencias de que
diferentes variantes empalmadas alternativamente podrian promover la proliferacion
celular y reducir la apoptosis, independientemente de la actividad enzimatica de la

telomerasa.®

Las mutaciones somaticas en el promotor TERT se producen con mayor frecuencia y se
han identificado en varios tipos de cancer incluyendo el melanoma, glioblastoma,

carcinomas hepatocelulares, cancer de vejiga, cancer de tiroides y cancer urotelial.”

La alta frecuencia de las mutaciones del promotor TERT en una multitud de canceres
avanzados implica su papel como un mecanismo clave de la reactivacion de la

telomerasa.”®

Aunque TERT se reactiva en una amplia gama de canceres, no todos los canceres

poseen mutaciones en el promotor TERT, lo que sugiere que otros mecanismos, tales
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como reordenamientos cromosomicos pueden desempefiar un papel en la activacion de

TERT.’®

Los altos niveles de TERT se asocian con la hiperproliferacion en varios tipos de
cancer; pero no se ha descrito un mecanismo comun mediante el cual TERT podria
controlar directamente la proliferacion de células cancerosas..”” Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que, ademas del mantenimiento del telomero, la telomerasa
también esta implicada en la regulacién de la expresion génica, la proliferacion celular,
la apoptosis, la sefializacion de WNT / B-catenina, la sefializacion NF-kB, la
oncogenesis dirigida por MYC, y transicion epitelio-mesenquimal. Se cree que todas
estas actividades de la telomerasa también contribuyen significativamente al proceso de
oncogénesis.® La via de sefializacion NF-kB es un regulador maestro del desarrollo
celular, y el factor clave de transcripcion. La hiperactivacion de NF-x B podria

promover la tumorigénesis, mediante la activacion de la expresién de TERT.%394%

> MECANISMOS DE ACTIVACION DE LA TELOMERASA

Como se ha dicho anteriormente, en la carcinogénesis intervienen mecanismos
genéticos, pero también epigenéticos, que regulan la division celular, llevando a la

proliferacion celular descontrolada.®

La alteracion epigenética es uno de los cambios moleculares mas comunes identificados
en la progresion del cancer. Recientemente, se ha observado que la epigenética puede
tener un papel aun mas importante que el atribuido inicialmente a este mecanismo, ya
que se ha demostrado que estas alteraciones pueden estar involucradas no solo en la

progresion, sino que pueden constituir el mecanismo inicial en el proceso de la
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carcinogénesis, favoreciendo la aparicion y el establecimiento de alteraciones genéticas,

y de esta manera, la transformacion celular.

Segun Ting y cols, la epigenética se refiere a "cambios heredables en el patron de
expresion génica, que no son consecuencia de alteraciones en la secuencia nucleotidica

del gen”.97

Los mecanismos epigenéticos incluyen la metilacion aberrante del ADN, los cambios en
la histona y la estructura de la cromatina por modificacion postraduccional de las
proteinas histonas y alteraciones en la expresion de microRNA, los cuales, en conjunto,
interfieren silenciando o sobreexpresando genes que desregulan el funcionamiento
celular normal, favoreciendo el inicio y la progresién tumoral. %% Entre estos
mecanismos de modificacion epigenética implicada en la programacion de la expresion
génica, la metilacion del ADN es una de las alteraciones epigenéticas mas comunes y
mejor caracterizada. Se ha evidenciado su implicacién en el silenciamiento de genes
claves en el inicio y la progresion del cancer ya que puede alterar la expresion génica
normal, la estructura gendémica y la estabilidad genética. Por otro lado estan las histonas
(H1, H2A, H2B, H3 y H4), que corresponden a proteinas que se localizan en el nucleo,
alrededor de las cuales el ADN se enrolla para favorecer la compactacion de la

cromatina.'®

Aunque la metilacion del ADN es clave en la regulacion transcripcional, modificaciones
en las histonas, principalmente en las H3 y H4, permiten el empaquetamiento de la
cromatina y el subsecuente silenciamiento génico, siendo dos mecanismos de regulacién

frecuentemente alterados en el cancer.®’*%
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La metilacion del ADN ocurre principalmente en sitios ricos en citosinas y guaninas
(islas CpG) dentro de los promotores de genes, lo que resulta en la inactivacion
transcripcional y el silenciamiento de genes. En las celulas tumorales, las islas CpG
localizadas en los promotores de genes involucrados en carcinogénesis se encuentran
frecuentemente hipermetiladas, evitando la expresion del gen correspondiente, y
favoreciendo la pérdida de heterocigocidad; esto Gltimo corresponde a la pérdida de la
expresion génica mediante el dafio en el alelo de un gen en el que el otro alelo habia

sido previamente inactivado.

En las células tumorales varias regiones del genoma pueden estar hipermetiladas,
llevando a inestabilidad cromosomica y aparicion de eventos de translocacio-

nes.97,102,103

Adicionalmente, la deteccion de la metilacion de los promotores de los genes puede
utilizarse como un marcador molecular importante para ayudar a determinar el riesgo de
desarrollar cancer y de esta manera constituirse como un marcador diagnostico
temprano y adicionalmente como un potencial marcador pronostico. Varios estudios han
investigado en muestras de sangre los perfiles globales de metilacion del ADN y la
metilacién especifica del gen para desarrollar poderosos marcadores de deteccion del
cancer. Para medir el nivel de metilacion especifica de los genes, la PCR especifica de

la metilacién y la pirosequenciacién son los métodos més frecuentemente utilizados.***

La sobreexpresion de la telomerasa humana transcriptasa inversa (hTERT) esta
relacionada con la metilacion del ADN. Se ha documentado que la hipermetilacion del
ADN es prominente en una region rica en isla CpG aproximadamente 600 pb por

encima del sitio de inicio de la transcripcion del gen hTERT utilizando PCR cualitativa
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de metilacion especifica sobre ADN aislado de lineas celulares tumorales.’®% Esta
metilacion provoca la reactivacion del promotor TERT y, subsecuentemente, implica
multiples cambios genéticos durante la progresion neoplasica incluyendo mutaciones y

reordenaciones cromosomicas.'%

El grupo de Castelo-Branco, ha identificado recientemente una region especifica en el
promotor de hTERT denominada TERT Region Hipermetilada Oncoldgica (THOR) que
estd hipermetilada y asociada con la activacion de la telomerasa en el tejido

canceroso.'%’

Ademas, segun observaciones recientes, el hallazgo de dos mutaciones altamente
recurrentes en dos sitios dentro de la region promotora del nicleo de hTERT sugiere un
posible mecanismo para la activacion de la telomerasa en las células cancerosas. Las
mutaciones recurrentes del promotor de hTERT se producen en aproximadamente el
70% de los melanomas, el 80-90% de los glioblastomas, el 60% de los carcinomas
hepatocelulares, el 60% de los canceres de vejiga, el 70% de los carcinomas
basocelulares, el 50% de los carcinomas cutaneos escamosos, Yy hasta el 72% de los

oligodendrogliomas.®

El nivel y la frecuencia de las mutaciones promotoras de hTERT en el cancer varian con
los tipos de cancer. Algunos tipos de cancer, como el melanoma, el sarcoma dérmico
pleomarfico, el liposarcoma mixoide, el glioma, el carcinoma de células uroteliales, el
carcinoma de la piel y el cancer de higado, tienen las frecuencias més altas de las
mutaciones del promotor TERT, mientras que se observan bajas frecuencias en el
cancer gastrico, cancer de pulmén de células pequefias y tumores del estroma

gastrointestinal. Una posible explicacion para estas observaciones podria ser que las
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células cancerosas incipientes, que provienen de células competentes auto-renovadoras
de la telomerasa, no requieren de las mutaciones del promotor TERT para regular el

mantenimiento del telémero.&

El mecanismo de activacion de telomerasa parece depender del tipo de tumor. En los
gliomas adultos, la metilacién del ADN parece ser un mecanismo alternativo para la
regulacion positiva de TERT mas infrecuente que las mutaciones, mientras que los
tumores cerebrales pediatricos experimentan mayoritariamente hipermetilacion del

ADN del promotor de TERT.'?"1%

Algunos compuestos como TA-65 pueden activar la telomerasa a través de c-Myc.'®®
Por lo tanto, al disefiar una estrategia terapéutica para activar TERT en pacientes que
tienen enfermedades relacionadas con la edad, la caracterizacion de la estrategia debe
realizarse cuidadosamente para asegurar que no afecta a las vias mitogénicas o induce el
desarrollo del cancer en pacientes con deficiencia en los mecanismos supresores

tumorales.”®

> TELOMERASA EN EL DIAGNOSTICO, PRONOSTICO Y

TRATAMIENTO DEL CANCER

La reactivacién de la telomerasa se observa en mas del 80-90% de los tumores, por lo
que ha sido reconocida como un factor relevante en la distincion entre el cancer y las
d 110

células normales, ya que en éstas es indetectable o tiene bajo nivel de activida

mientras que la mayoria de células neoplasicas inmortales tiene alta actividad de
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telomerasa. Ademas, el nivel de su actividad es mas alto en los tumores avanzados y

metastasicos.

Puede ser, por tanto, considerado como un marcador casi universal de malignidad y se
ha convertido asi en un objetivo diagndstico y terapéutico obvio.” De hecho, la
actividad de la telomerasa y la evaluacion de la longitud de los telomeros se encuentran

entre los factores mas prometedores para el diagnéstico temprano de las neoplasias.**?

La actividad telomerasa se mide cominmente mediante un método basado en PCR,

113,114

denominado TRAP (Telomerasa Repeat Amplification Protocol), lo que ha

permitido descubrir la expresion de telomerasa en la mayoria de los tumores

115,116,117,118,119,120,121,122,123,124,125,126,127,128
humanos.

Ming y cols,*?

realizaron un estudio para medir la actividad de la telomerasa en
60 pacientes con cancer gastrico y 50 con Ulcera péptica. La deteccion de la actividad de
la telomerasa en el liquido del lavado peritoneal de los pacientes con cancer gastrico fue
significativamente mayor que el de positividad en el lavado peritoneal, de forma mas
demostrativa en los canceres T4. El demostro que la actividad telomerasa es un

complemento util para el estudio citologico en el diagnostico de las micrometastasis

peritoneales y en los casos con mayor actividad proliferante del cancer gastrico.

La proteina hTERT también puede ser detectada de forma fiable por
inmunohistoquimica en tejidos humanos fijados en formalina, con localizacién en los
nacleos, en particular en los nucleolos de células en division. Los tumores positivos a la

telomerasa muestran heterogeneidad significativa de la expresion de la proteina hTERT.
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La telomerasa también se ha convertido en una diana atractiva de la terapia del cancer
ya que la mayoria de las células cancerosas tienen una alta actividad de telomerasa,
mientras que las células sométicas normales tienen una actividad muy baja o
indetectable.”® Se ha demostrado que su inhibicién suprime el crecimiento de células
malignas humanas in vivo en modelos de animales.”® Ademés, también se supone que la
telomerasa esta asociada con la resistencia a los farmacos. Por lo tanto, controlar la

enzima podria conseguir atenuar este fenémeno.™*

El principal objetivo de la terapéutica anti-telomerasa es inducir selectivamente la
apoptosis y la muerte celular en células cancerosas, minimizando al mismo tiempo los
efectos sobre las células normales. La expresion diferencial entre células normales y
células cancerosas, es decir, el hecho de que la reactivacion de la telomerasa se
encuentre en la mayoria de las células cancerosas, pero no en las células normales
adyacentes, convierte a la actividad telomerasa en un potencial objetivo terapéutico para
el cancer, principalmente debido al probable bajo numero de efectos secundarios

observados asociados con dicho tratamiento.**

La telomerasa es activa en la mayoria de los tumores neurales pediatricos malignos y su
inhibicidn puede ofrecer una opcién de tratamiento eficaz para estos pacientes. Diversas
observaciones revelan una diferencia entre la biologia de células madre de la cresta
neural, que no requieren telomerasa para su auto-renovacion, y las cancerosas en el

sistema nervioso que si la requieren.

A diferencia de las terapias de quimiorradiacion convencionales, la inhibicion de la
telomerasa da como resultado una pérdida de la capacidad de auto-renovacion de células

iniciadoras de tumores in vitro e in vivo. Estos hallazgos sugieren que la inhibicion de
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la telomerasa puede ofrecer un enfoque terapéutico nuevo para estos tumores de mal

pronodstico.*3

La inhibicion de la telomerasa representa una terapia de mantenimiento potencialmente
prometedora para los ependimomas pediatricos positivos a la telomerasa tras la

reseccion quirdrgica, cuando existe una enfermedad residual minima.

No obstante, hay muchos factores que regulan la actividad de la telomerasa y sus
subunidades. TERT, la subunidad catalitica de la telomerasa, es el objetivo mas
importante entre otras subunidades de la telomerasa, ya que tiene un papel importante
en la reconstitucion de la actividad telomerasa, asi como tiene varias funciones no
teloméricas en la progresion del cancer. Desafortunadamente, no hay un farmaco eficaz
dirigido a la actividad de TERT y telomerasa en el mercado hasta la fecha. La
interrupcion de la activacion transcripcional de TERT en los promotores de TERT
mutantes representa una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de un

subconjunto de canceres con promotores de TERT mutantes.’

Se han adoptado mdaltiples enfoques para conseguir este objetivo mediante el desarrollo
de vacunas, oligonucleétidos e inhibidores de moléculas pequefias dirigidos a hTERT o
hTR. Existen ensayos clinicos en los que se combina inmunoterapia que utilizan células
dendriticas (GRVACL), y peptido hTERT (GV1001) o péptidos cripticos (Vx-001). Sin
embargo, ningun farmaco ha tenido éxito debido a los efectos adversos sobre las células
madre normales, cuyas funciones dependen de la actividad de la telomerasa.*** Sélo un
inhibidor de la telomerasa, el imetelstat (GRN163L), ha progresado hasta ensayos
clinicos.”®**® Imetelstat deteriora la actividad de la telomerasa y el alargamiento de los

telémeros por acoplamiento con TERC.2*3*1% Otros agentes antitumorales utilizan el
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hecho de que la region promotora de hTERT esta hipermetilada en la mayoria de las

células tumorales.*®

Ademas, aunque los ensayos clinicos con inhibidores de la telomerasa han establecido
la telomerasa como una diana terapéutica viable, se ha constatado que el intervalo de
tiempo entre la administracion del farmaco y la respuesta clinica es largo. Se requiere
un tratamiento continuado para un resultado clinico exitoso, lo que puede conducir a
toxicidad severa en los pacientes. Por lo tanto, un reto importante es desarrollar un
inhibidor de la telomerasa que destruya rapidamente las células tumorales telomerasa-

positivas sin afectar las células normales.®®

En el &mbito prondstico, la determinacion de THOR, region especifica en el promotor
de hTERT identificada por el grupo de Castelo-Branco, fue capaz de predecir la
progresion tumoral y la evolucion de los pacientes en varios tumores pediatricos y
adultos, como el glioblastoma y el cancer de préstata.'®” Estos hallazgos nos llevaron a
la hipdtesis de que THOR es una firma de cancer y puede representar una herramienta
de diagndstico y pronostico, asi como un objetivo terapéutico para otros tumores, como

el cancer de mama.

4. TELOMERASA EN EL CANCER DE MAMA

Casi el 100% de de los carcinomas de mama, expresa telomerasa, lo que lo convierte en
un objetivo bueno para la terapia relacionada con esta enzima. Cabe destacar que la
actividad telomerasa se ha detectado también en aproximadamente el 75% -90% de las

lesiones in situ de carcinoma de mama y el 5% -14% de tejidos adyacentes al cancer de
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mama y ninguna en tejido mamario normal.*®® La evidencia de que el acortamiento de
los telomeros estd presente en el carcinoma in situ de mama, presupone que es un

evento temprano en la transformacion maligna.

Varios estudios se han centrado en la region del promotor del hTERT para determinar
los factores que gobiernan su expresion, puesto que el hnTERT es el factor limitador para

la actividad de la telomerasa.**" 3813

Existe la certeza de que acontecimientos genéticos y epigenéticos regulan la expresion
del hTERT en las células normales y neoplésicas de mama, aunque los mecanismos de
la regulacién del hTERT siguen siendo mal entendidos.’*"**® Algunos investigadores
han demostrado que la hipermetilacion de las islas de CpG desempefia un papel esencial
en la expresion del hTERT en las células telomerasa-positivas del cancer de mama.'*
Sin embargo, otros estudios sugieren que la metilacion de la ADN del promotor del

hTERT estarfa asociado a la silenciacion del gen.'*!42

También estd documentado en lineas celulares tumorales que el gen hTERT presenta
una metilacion prominente en una regidn rica en isla CpG. Todo ello lleva a pensar que
la hipermetilacion de hTERT podria ser considerada un biomarcador para el diagndstico

de cancer de mama.!®

Al ser hTERT negativo en tejido mamario normal, podria ser utilizado como un

importante marcador tumoral para el diagnostico.

La expresion del hTERT es perceptiblemente mas alta en el tejido con cancer, que en

tejido no-canceroso de mama. Ademas, hTERT se incrementa en las lesiones mamarias
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pre-invasivas, tal como ocurre en el cancer ductal in situ, por lo que la actividad de la

telomerasa es supuestamente efectiva en el primer periodo de la carcinogénesis.®®

La expresion del hTERT ha demostrado estar fuertemente asociada a una supervivencia
total mas baja de los pacientes con cancer, sugiriendo que la telomerasa tiene un papel
relevante en la evolucion del cancer de mama y podria tener una potencial utilidad en el

diagndstico y pronéstico del cancer o como diana terapéutica,**14>:146:147

5. TELOMERASA Y PROLIFERACION CELULAR

Diversos hallazgos ponen de manifiesto la existencia de una relacién entre la actividad
de telomerasa y la proliferacién celular. Ademas del papel conocido de la telomerasa en
el alargamiento de telomeros para evitar la senescencia replicativa de las células, la
telomerasa en las células cancerosas parece tener otras funciones que promueven la

proliferacién celular, invasién y resistencia a la apoptosis.**

%% observaron que la actividad de la

En cultivos celulares, Greider CW y cols,
telomerasa disminuye cuando varios diferentes tipos de células cultivadas son inducidas
a diferenciarse in vitro perdiendo su capacidad proliferativa, mientras que los tejidos
con actividad mitdtica son los que expresan telomerasa. En la piel, los niveles
relativamente altos de actividad de telomerasa se encontraron en la capa basal
proliferativa, mientras que la dermis quiescente fue negativa a la telomerasa. La
actividad de la telomerasa esta también presente en el tejido endometrial y se encuentra

estrechamente relacionada con la proliferacion durante el ciclo menstrual. Las regiones

con actividad mitdtica activa de los foliculos pilosos humanos y zonas proliferativas de
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las criptas intestinales también tienen actividad de telomerasa.**® Choi J y cols, ™

confirmaron que la telomerasa tiene una funcién activa en la proliferacion de células
progenitoras, y en sus estudios, esta funcion se ha demostrado méas claramente en la

epidermis.

Khattar y cols,®* observaron que la expresién ectopica TERT aumenta la proliferacion
celular, mientras que las reducciones dréasticas en los niveles de TERT conducen a una
dramatica pérdida de proliferacion sin ningin cambio en la longitud del telomero, lo que
sugiere que los efectos de TERT podrian ser independientes de la longitud del telémero.
Observaron también que TERT determina la tasa de crecimiento de las células
cancerosas mediante la regulacion directa de la sintesis global de proteinas

independientemente de su actividad catalitica.*?

Las funciones teloméricas independientes de la telomerasa se han documentado en
estudios experimentales, en los que se ha observado un aumento de la regulacion de
TERT en ciertos tipos de cancer murino, como en la mama y en la piel, mientras que la
expresion alterada de TERT estaba asociada con la proliferacion celular,’®:152153
Cuando TERT se expresd junto con H-Ras, estas células se volvieron tumorigénicas y
esta transformacion fue independiente de la actividad catalitica de TERT, lo que sugiere
gue hTERT tiene papeles adicionales en la promocion del cancer distintos de su

actividad en los telémeros.”®*%*

Aunque la sobreexpresion de TERT es insuficiente para conducir la tumorigénesis a
menos que las células pierdan la funcidon de genes supresores de tumores tales como
TP53, PTEN, RB, varios estudios han demostrado que promueve la progresion del

cancer en presencia de otros factores oncogénicos.’® Un ejemplo es un estudio de Shang
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Li y cols, que mostro que el silenciamiento de TERT redujo la proliferacion y el

crecimiento de células cancerigenas sin afectar la longitud del Telémero.'*®

El hTERT también tiene funciones no teloméricas que son independientes de su funcion
convencional en la sintesis de telomeros. Entre las actividades independientes de los
telomeros de hTERT, el papel de hTERT en la transcripcion de genes ha sido
investigado en detalle. Varios estudios han demostrado una participacion de hTERT en
la transcripcion de genes.®® Eso ha demostrado que la telomerasa regula directamente la
expresion de genes especificos pertenecientes a la via de sefializacion NF-kx B o a la via

de sefializacion Wnt / B-Catenina,156’157’158’150

participa en la reparacion del dafio del
ADN y promueve la supervivencia celular bajo condiciones de estrés oxidativo, o
condiciones de estrés del reticulo endoplasmico.’®® TERT también regula la funcién

mitocondrial y el metabolismo celular, 60161162163

Park J y cols,**®

observaron que TERT participa en la transcripcion de genes de la via de
sefializacion Wnt / pB-catenina que estimula la proliferacion de células madre
embrionarias. Las células madre son controladas, en parte, por vias genéticas
frecuentemente desreguladas durante la tumorigénesis humana. La estimulacion de la
sefializacion de Wnt / beta-catenina o la sobreexpresion de la telomerasa es suficiente
para activar las células madre epidérmicas quiescentes in vivo. También se ha
demostrado en foliculos pilosos, donde la sobreexpresion de TERT estimula la
proliferacion y la activacion de la via de sefalizacion Wnt / B-Catenina, con el
crecimiento de cabello.”®**® Esto revela el papel de la telomerasa como modulador

transcripcional de la via de sefializacion Wnt / beta-catenina. 864
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Los estudios de Artandi sugieren que hTERT causa hiperproliferacion en la capa basal
de la zona interfolicular de la piel, de forma independiente de la actividad de la
telomerasa, y que hTERT podria influir en las funciones de las células madre de dos
maneras: activando la transcripcion de genes dependientes de la B-catenina, o la via de
sefializacion Wnt / B-catenina podria regular la transcripcion de TERT, lo que resulta en

el mantenimiento del telomero.”>'*

En el cancer, diversos estudios apoyan la existencia de una relaciéon entre actividad

telomerasa y proliferacion celular.

Los estudios de Saha®®®

, revelan que la telomerasa y los marcadores de proliferacion
celular estan asociados con la progresion de lesiones de neoplasia intraepitelial cervical.
La expresiéon de hTERT se compard con Ki67 y Topoisomerasa ll-alfa (TPIl-alfa) para
determinar la actividad proliferativa de las células displésicas positivas para hTERT
mediante inmunohistoquimica. Los resultados revelaron un aumento progresivo de la

expresion de hTERT, junto con la actividad proliferativa de las células epiteliales

displéasicas de las lesiones CIN de alto grado.

Yeh y cols,'®®

confirman con sus estudios que la diferenciacién del carcinoma
hepatocelular humano aumenta la regulacion de la telomerasa y la expresion del Ki67.
TERT también puede estar relacionada con el promotor de la Ciclina D1 y facilitar la

progresion en el carcinoma escamoso de la laringe.*®’

La relacion telomerasa-proliferacion se advierte también en procesos no neoplasicos.

168

Los estudios de Wu y cols,™ confirman que la actividad de la telomerasa se incrementa

espontaneamente en linfocitos de pacientes con dermatitis atopica y se correlaciona con
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la proliferacion celular. También para Jang'®®, la actividad de la telomerasa en la piel

lesionada se asocid significativamente con Ki67.

Sin embargo, la presencia de telomerasa junto a capacidad proliferativa también tiene

excepciones. Segin Greider CW y cols,**

algunas células inmortales carecen de
actividad detectable y, por el contrario, hay una serie de condiciones hiperplasicas
benignas en las que la actividad de la telomerasa no es detectada, como en los

leiomomas uterinos y en la hiperplasia prostatica benigna.

Ademas, varias alternativas a TERT que no tienen actividad telomerasa son capaces de
desencadenar proliferacién celular o inducir mecanismos de inhibicion de la

apOptOSiS.M'?G'NO'Hl

En el tejido mamario, Smith LL y cols,*"?

observaron que la expresion de la telomerasa
en células epiteliales mamarias humanas da lugar a una menor necesidad de mitégenos
ex6genos y que esto se correlaciona con la induccion dependiente de la telomerasa de
genes que promueven el crecimiento celular. También muestran que la inhibicion de la
expresion de uno de estos genes (EGFR), invierte la proliferacién aumentada causada
por la telomerasa. Concluyen que la telomerasa puede afectar a la proliferacion de
celulas epiteliales no s6lo mediante la estabilizacion de telomeros, sino también por

afectar a la expresion de los genes promotores del crecimiento.'’

En sus estudios, Mokbel y cols 3

, en 60 muestras de mama obtenidas prospectivamente
de 39 pacientes sometidas a cirugia electiva, la reactivacion de la telomerasa estaba

significativamente asociada con las metastasis y con la expresion de Ki67.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL TEMA

El cancer de mama es en la actualidad el tumor maés frecuentemente diagnosticado en la
poblacién femenina, tanto en paises desarrollados como en aquellos en vias de
desarrollo, y la principal causa de muerte por cancer en mujeres de 20 a 60 afios.

Los avances en biologia molecular han permitido, mediante estudios de expresion
génica, establecer una clasificacion en subtipos moleculares, con caracteristicas
bioldgicas y evolutivas diferentes, que proporciona una valiosa informacion sobre las
opciones terapéuticas. Sin embargo, sigue existiendo desconocimiento de la historia
natural del cancer de mama, principalmente en los tumores que no expresan receptores
hormonales ni Her2 o triple negativos, lo que precisa de nuevos marcadores que ayuden

a establecer mejor el prondstico y/o que proporcionen nuevas dianas terapéuticas.

La expresion de la Telomerasa es un importante mecanismo que permite la adquisicion
de un potencial replicativo ilimitado en los tumores, una de las caracteristicas esenciales
del cancer. Debido a su actividad especializada como transcriptasa inversa, alarga los
telomeros compensando asi su acortamiento durante la replicacion del ADN.
La telomerasa transcriptasa inversa (TERT), o unidad catalitica del complejo telomerasa
determinante de la actividad telomerasa, se expresa en una gran mayoria de los canceres
humanos, incluido el cancer de mama. Sin embargo, no se expresa en la mayor parte de
los tejidos normales, lo que la convierte en un prometedor marcador del cancer en sus

etapas iniciales, ademas de una posible diana terapéutica.

Como factor prondstico, la determinacion de la actividad telomerasa ha demostrado su
utilidad en varios tipos de cancer, si bien en el cancer de mama los resultados han sido
contradictorios. No obstante, dada su conocida correlacion con la proliferacion celular,
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factor de gran relevancia en el pronostico del carcinoma mamario, la actividad de la
telomerasa se propugna también como marcador prondstico en estos tumores. La
actividad de la telomerasa se regula a diferentes niveles, siendo uno de los mas
importantes la metilacion del ADN. Especialmente, se ha descubierto una region en el
promotor de TERT especificamente hipermetilada denominada THOR (TERT
Hypermethylated Oncological Region) que se asocia con activacion de la Telomerasa en

tejido neoplésico, y ademas, se encuentra hipometilada en tejidos normales.

° HIPOTESIS DE TRABAJO
En este trabajo partimos de la hipétesis basada en que la cuantificacion de la
hipermetilacion de THOR, como medida indirecta de la actividad de Telomerasa, es un
marcador de malignidad en la mama, es de utilidad pronéstica y esta relacionada con la

proliferacion celular y con otros parametros prondsticos clésicos en el cancer de mama.

» OBIJETIVOS

De acuerdo con las hipdtesis establecidas, los objetivos de este estudio comprenden:

e Comprobar el valor de la hipermetilacion THOR como marcador especifico de
malignidad en tejido mamario, comparando muestras de mama normal y neoplasicas.

e Establecer la relacion de THOR, como marcador de actividad telomerasa, con los
parametros prondsticos clinico-patoldgicos clésicos, los marcadores tumorales
inmunohistoquimicos y el subtipaje molecular subrogado a IHQ del cancer de mama.

e Conocer la relacion de la actividad telomerasa con el nivel de proliferacion celular
medida mediante Ki67.

e Evaluar la relacion de la actividad telomerasa con la supervivencia de pacientes con

cancer de mama.
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. MATERIAL Y METODOS

> DISENO

Estudio de cohorte retrospectivo. Pacientes intervenidas de cancer de mama por el
Servicio de Ginecologia del Hospital de Faro en Algarve (Portugal), en el periodo
comprendido entre janeiro de 2004 y diciembre de 2010. El estudio ha tenido la

aprobacion del Comité de Etica del Hospital de Faro (Portugal).

> POBLACION

Nuestra poblacion objeto de estudio incluye 320 pacientes con carcinoma invasivo de
mama, pertenecientes al area de salud de la comunidad de Algarve (Portugal),

basandose en criterios de inclusion y exclusion prefijados y detallados a continuacion:

Criterios de inclusion:
1. Cancer de mama invasivo en estadios I, 11 'y 111
2. Pacientes mujeres tratadas con mastectomia parcial o total con diseccion axilar.

3. Casos con material histopatolédgico suficiente, representativo de la lesién.

Criterios de exclusion:
1. Carcinomas in situ.
2. Cancer invasivo en estadio IV

3. Pacientes sin datos de seguimiento

Del total de 320 pacientes revisados con carcinoma invasivo de mama, se incluyeron

112 mujeres que cumplian con los criterios de seleccion.
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> ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO: iNDICE DE PROLIFERACION K167

Protocolo de inmunotincion

Previo a la tincion inmunohistoquimica de los cortes, se procedié a determinar el
método de desenmascaramiento antigénico mas apropiado, en cortes de tejido control de
conocida positividad. De los bloques representativos se realizaron cortes de parafina de
4-5 micras de grosor, en portas tratados (ChemMate,Dako, Copenhague, Dinamarca).
Antes de la inmunotincion los cortes de tejido fueron sometidos a un proceso de
desenmascaramiento antigénico en médulo PT-Link. La técnica inmunohistoquimica se
ha llevado a cabo en el equipo de inmunotincion automatizado Autostainer de Dako,
usando como método de visualizacion de la reaccion antigeno-anticuerpo el sistema
EnVision (DAKO). De forma resumida: se realizdé bloqueo de la peroxidasa enddgena
(DAKO Peroxidase Block), incubacion con anticuerpo primario, incubacién con el
polimero marcado y luego con el sustrato cromédgeno (DAB), contratincion con
hematoxilina y montaje.

Como control de calidad, la inmunotincion se ha realizado incluyendo un
correspondiente control positivo y un control negativo, donde el anticuerpo primario fue

sustituido por suero no inmune de la misma especie que el anticuerpo primario.

Valoracion del Ki67

En la evaluacion de la tincion inmunohistoquimica con MIB-1 (Ki67) s6lo se tuvo en
cuenta la tincion nuclear, ademas de las figuras mitoticas tefiidas con este marcador.
Como control positivo interno se identificaron en cada caso bien figuras mitéticas
teflidas, o bien positividad en células de conductos normales, linfocitos o células

endoteliales. La inexistencia de este tipo de control interno fue causa de desestimacion
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del caso. El valor de Ki67 se definio como el porcentaje de células tefiidas entre el
namero total de células tumorales malignas de carcinoma de mama. En cada caso se
contaron al menos 1000 células, localizadas en diversos campos de la preparacion
histolégica, con un objetivo de 40x de aumento. Cada una de las preparaciones fue
evaluada a pequefio aumento para establecer el grado de heterogeneidad de la
distribucion de las células tefiidas. Si la distribucion de los nucleos tefiidos era
homogénea, se contaron al menos tres campos seleccionados de forma aleatoria. En los
casos en los que la distribucién era creciente hacia el borde del tumor se utilizaron tres
campos en la periferia del tumor, considerada como la parte mas biolégicamente activa
del tumor. Cuando se encontraron zonas con cantidad incrementada de células marcadas
(puntos calientes), se comenzo el contaje por las mismas, pero se continud con otras

adyacentes independientemente de la cantidad de células marcadas.

> ESTUDIO DE METILACION : TELOMERASA

- Extraccion de DNA

El ADN genomico se extrajo de secciones de tejido FFPE utilizando el Maxwell16
FFPE Tissue LEV Kit de purificacion de ADN (Promega). El area tumoral de cada
blogue de tejido FFPE se selecciond cuidadosamente para asegurar que la muestra de
ADN no estaba contaminada con ADN del tejido normal adyacente al tumor. En
primera etapa, para desparafinar y digerir las muestras, se afiadieron 20 pl de proteinasa
k'y 180 pl de tampon de incubacion a cada muestra de tejido FFPE. Las muestras se

incubaron durante la noche a 70°c. En segunda etapa, se anadieron 400 pl de tampdn de

lisis a cada muestra. Posteriormente, las muestras se insertaron en el Rack de Cartuchos
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Maxwell® 16 LEV para purificacion automatizada de ADN. Después del aislamiento

del ADN, la concentracion de ADN se midi6 con el sistema nanodrop 2000.

- Analisis de metilacion del ADN con pirosecuenciacion

Se realizd una pirosecuenciacion cuantitativa de bisulfito de sodio para THOR. En
primer lugar, el ADN fue tratado con bisulfito, con el fin de permitir la diferenciacion

entre citosinas no metiladas a uracilo, y citosinas metiladas.

A continuacion, el ADN tratado con bisulfito se amplificé usando cebadores especificos
y luego se analizd nuestra region de interés mediante pirosequenciacion. Los ensayos
dirigidos se disefiaron utilizando el software de disefio de ensayo PyroMark 1.0
(Qiagen). Se utilizaron cebadores GGAGGTTTTGGGAATAG para PCR vy
pirosequenciacién. La region diana del ensayo fue de 36 pb de longitud que comprende

5 sitios CpG cuyas coordenadas gendmicas son las que se definen a continuacion.

Las posiciones de las sondas del THOR (hg19) tienen las siguientes coordenadas:
e Posicion 1 chr5:1295586
e Posicion 2 chr5:1295590
e Posicion 3 chr5:1295593
e Posicion 4 chr5:1295605

e Posicion 5 chr5:1295618

El calculo de % de metilacién de THOR se realizé como un valor medio de estos sitios.
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> RECOGIDA DE DATOS
Revision en consultas externas y en archivo de historias clinicas, siguiendo un protocolo

en el que hemos registrado 29 variables, objeto de nuestro estudio.

El diagnostico se confirmd con previa biopsia intraoperatoria y la técnica quirdrgica
empleada se baso en el tamafio tumoral y la presencia o0 no de multifocalidad. Todas las
piezas de reseccion y los ganglios axilares fueron examinadas. Los grados histolégicos
se obtuvieron mediante sistema de puntuacion, de acuerdo con los criterios de

clasificacion de Scarff-Bloom-Richardson.

La estadificacion se baso en el sistema TNM modificado por la AJCC (American Joint

Committee on Cancer).

Los datos del seguimiento se obtuvieron en las propias consultas externas. Cuando no
era posible, la revision del historial clinico se realizé en el archivo de historias clinicas

del hospital de Faro (Portugal).

> DESCRIPCION DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO

1) Edad. Se recogio la edad (en afios) de las pacientes en el momento del diagnéstico
de la enfermedad. Teniendo en cuenta que la media de la edad ha sido de 58,17 afios
(Fig.1), se han establecido dos grupos:

a) Pacientes con edad < 60 afos. En la base de datos recibe el valor de 0.

b) Pacientes con edad >60 afios. En la base de datos recibe el valor de 1.
2) Sexo. Agrupado en 2 categorias:

a) Mujeres. En la base de datos recibe el valor de 0.

b) Hombres. En la base de datos recibe el valor de 1.
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3) Residencia. Se establecieron 2 grupos, dependiendo del lugar de residencia:
a) Sotavento del Algarve. En la base de datos recibe el valor de 0.
b) Barlavento del Algarve. En la base de datos recibe el valor de 1.
4) Estado menopausico. Se dividieron las pacientes en 2 grupos:
a) Pacientes premenopausicas: En la base de datos recibe el valor de 0.
b) Pacientes postmenopausicas: En la base de datos recibe el valor 1.

5) Estadificacion. Basandose en el sistema de clasificacion TNM, se atribuyén las
siguientes categorias de 1 a 6 en la base de datos (1-Estadio IA o IB; 2- Estadio llA;
3- Estadio 11B; 4- Estadio I1lA; 5- Estadio 111B; 6- Estadio I11C).

Para el estudio estadistico analitico se reagruparon en Estadios I, 11, I11.
6) N° de Focos. Determina dos categorias:
a) Tumores Unicos: existe un anico foco de céncer invasivo. Se le atribuye valor 0.
b) Tumores multifocales: hubo 2 o méas focos de cancer invasivo en la misma
mama. En la base de datos recibe un valor de 1.
7) Localizacion. Se ha divido en tres categorias:
a) Tumores bilaterales: En la base de datos se le atribuye un valor de 0.
b) Tumores en la mama izquierda. En la base de datos recibe un valor de 1.
c) Tumores en la mama derecha. En la base de datos recibe un valor de 2.

8) Tipo Histologico. De acuerdo con el tipo histologico del tumor, se atribuyen las
siguientes categorias de 1 a 12 en la base de datos (1. Ductal; 2. Con
comedocarcinoma < 25%; 3. Con comedocarcinoma > 25%; 4. Inflamatorio; 5.
Mucinoso; 6. Medular; 7. Papilar; 8. Epidermoide; 9. Paget; 10. Carcinosarcoma;

11. Lobulillar; 12.Ductal + Lobulillar).
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9) Grado Histoldgico. Se establecieron tres categorias basandose en el sistema de
puntuacion de la escala de clasificacion de Bloom-Richardson.
a) Grado histoldgico 1: de 3- 5 puntos. Corresponde a tumores bien diferenciados.
En la base de datos esta categoria recibe un valor de 1.
b) Grado histologico 2: de 6-7 puntos. Comprende tumores moderadamente
diferenciados. Se le atribuye un valor de 2 a esta categoria.
c) Grado histoldgico 3: de 8 -9 puntos. Incluye los tumores indiferenciados. Se le

asigna un valor de 3 en esta categoria.

Para el estudio analitico, se dividid el conjunto de casos en dos grados:
a) Bajo grado: los considerados de grado histoldgico 1y 2 en el esquema anterior.

b) Alto grado: los considerados de grado histolégico 3 en el esquema anterior.

10) Receptores de Estrogenos (RE). Se establecid el valor 1 (+) a los casos con
porcentaje del 10% o mas de células con tincion nuclear positiva y un valor de 0 (-)
a un porcentaje de 0 o inferior al 10%.

11) Receptores de Progesterona (RP). Se definieron dos categorias para la variable
RP: al porcentaje del 10% o mas de células con tincion nuclear positiva se le asigno
el valor de 1 (+) y de O (-) a la ausencia o porcentaje inferior al 10%.

12) p185C-erbB-2 (HER?2). Se consideraron dos grupos de casos:
a) HERZ2 negativos. En la base de datos recibe el valor de 0.

b) HER?2 positivos. En la base de datos recibe el valor de 1.
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13) Clasificacion Molecular. De acuerdo con la clasificacion molecular de St. Gallen
de tumores de mama, se establecio, en funcion de la expresion inmunohistoquimica
de RE/RP, Her2 y Ki67, los subtipos moleculares subrrogados:

1. Luminal A: RE o RP (+), Her2 (-), Ki67 <14%
2. Luminal B : RE 0 RP (+), Her2(-/+), Ki67 > 14%
3. HER2: REYRP (-) y Her2 (+)

4. Basal Like: REy RP (-) y Her2 (-)

14) Indice de proliferacion celular Ki67. Con esta variable se ha trabajado con tres

umbrales diferentes: 14%, 20% y 4097417217

En cada uno de ellos, los casos se distribuyeron en 2 categorias:
a) Ki67 <14%, < 20% y < 40%. En la base de datos recibe el valor de 1.
b) Ki67 > 14%, > 20% y > 40%. En la base de datos recibe el valor de 2.

15) Metilacion de la Telomerasa. Se ha valorado considerando niveles de metilacion

de ADN del 20% y 40%.'%"*"7
Para todos los casos se atribuyeron las siguientes categorias:

a) Hipometilacion ADN Telomerasa < 20% y < 40%. En la base de datos ha
recibido el valor de 1.

b) Hipermetilacion ADN Telomerasa > 20% y > 40%. En la base de datos ha
recibido el valor de 2.

16) Tamario tumoral (pT). De acuerdo con la medicion del tamafio del tumor realizada
durante el estudio macroscopico de las lesiones, los casos se agruparon en 6
categorias: 0. pTx, 1.pT1 microscopico, 2.pTla <0,5cm, 3. pT1b 0,5-1 cm, 4.pT1lc
>1-2 cm, 5.pT2 >2-5 cm; 6.pT3 >5 cm. Para el estudio estadistico analitico se

reagruparon los tumores en dos grupos: <2 cmy > 2 cm.
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17) Numero de ganglios axilares afectados (pN). Atendiendo al nimero de ganglios
afectados identificados por el pat6logo, se consideraron las siguientes opciones:
0.pNx; 1-pNO; 2.pN1 microscopico; 3.pN1 1-3; 4.pN2 4-9; 5. pN3>10.

También, finalmente, los pacientes se dividieron en dos grupos, aquellos con
ganglios no afectos y los pacientes con ganglios afectados.

18) Mérgenes. Se recogieron en un primer tiempo los datos relativos a la distancia, en
cm, de los bordes de reseccion tras la cirugia, estableciendo: (1. méargenes > 1cm; 2.
margenes > 0,5 cm - 1 cm; 3. méargenes 0,1 - 0,5 cm; 4. margenes afectados).

Para la estadistica analitica se reagruparon los casos en dos grupos: casos con bordes
libres y casos con bordes afectados.

19) Invasion linfovascular. Inicialmente se tabularon los casos: 0. Sin invasion
vascular; 1. Invasion arterial o venosa y 2. Invasion linfatica. Posteriormente,
reagrupamos en dos categorias: tumores sin invasion vascular o linfatica y tumores
con afectacion linfovascular.

20) Cirugia. De acuerdo con el tipo de cirugia efectuada, se consideraron las siguientes

categorias:

=

Tumorectomia (con ganglio centinela negativo)
2. Mastectomia simple (con ganglio centinela negativo)
3. Cirugia conservadora
4. Mastectomia radical modificada de Madden o Patey.
21) Quimioterapia (QT). Se categorizaron las pacientes tratadas o0 no con
quimioterapia y si esta fue en neoadyuvancia o después de la cirugia (adyuvante): 0.

No, 1. QT Neoadyuvante, 2. QT Adyuvante, 3. QT Neoadyuvante + Adyuvante.
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22) Trastuzumab. De acuerdo con el tratamiento efectuado, se consideraron las
siguientes categorias:

a) Sin Trastuzumab. En la base de datos recibe el valor de 0.
b) Con Trastuzumab. En la base de datos recibe el valor de 1.

23) Radioterapia (RT). Se establecio si las pacientes habian recibido o no tratamiento
radioterapico y si ocurri6 antes (neoadyuvante) o después de la cirugia (adyuvante),
considerando:

0. Sin tratamiento radioterapico.

1. RT Neoadyuvante.

2. RT Adyuvante.

3. RT Neoadyuvante + Adyuvante.

24) Hormonoterapia. Determina las pacientes que han recibido o no tratamiento

adyuvante durante al menos 5 afios con Tamoxifeno, Anastrozol, Letrozol o
Exemestano, o Tamoxifeno en los primeros 2 afos seguido de Anastrozol, Letrozol
0 Exemestano por 5 afios como minimo.
De acuerdo con las pautas de hormonoterapia se consideraron los siguientes grupos:
0. No; 1. Tamoxifeno; 2. Anastrozol; 3. Letrozol; 4. Exemestano; 5. Tamoxifeno
seguido de Anastrozol; 6. Tamoxifeno seguido de Letrozol; 7.Tamoxifeno seguido
de Exemestano.

25) Recidiva local. Definida como la reaparicion del tumor en la misma mama tras la
cirugia. Si ha ocurrido recidiva local, en la base de datos recibe el valor de 1.

26) Metéstasis. Se consideraron los siguientes grupos: 1. Metastasis mdaltiples; 2.
Metastasis pulmonares; 3. Metastasis Oseas; 4. Metastasis hepaticas; 5. Metastasis

cerebrales; 6.Metéastasis para la otra mama; 7. Metastasis supraclaviculares.
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27) Estado de los pacientes en la ultima revision. De acuerdo con la situacion del
paciente al final del estudio, se contemplaron las siguientes situaciones:
0. Muerte con tumor.
1. Muerte por otras causas.
2. Vivo con Tumor.
3. Vivo sin tumor.

28) Intervalo Libre de Enfermedad Tiempo en meses, que transcurre desde el
diagndstico de la lesion (tras confirmacion histolégica) hasta la primera recidiva y/o
muerte de la (s) paciente (s) o cierre del estudio en diciembre de 2016.

29) Tiempo de Supervivencia. Tiempo en meses que transcurre desde el diagnostico de
la lesion (tras confirmacion histoldgica) hasta la muerte del paciente o cierre del

estudio en diciembre de 2016.

> ESTUDIO ESTADISTICO

Una vez la base de datos completada y actualizado el seguimiento (a 31 de diciembre de
2016) hemos procedido a una descripcién de todos los parametros clinico-patoldgicos
convencionales (variables de confusion), supervivencia (variable dependiente) y de los
marcadores biomoleculares (indice de proliferacion Ki67 y grado de metilacion de la

telomerasa), de todos los carcinomas de mama incluidos en el estudio.

El anélisis estadistico fue realizado mediante software estadistico SPSS (version 23.0).

Se ha realizado una estadistica descriptiva bésica inicial, seguida de analisis

univariantes utilizando el test de chi-cuadrado, t-test, ANOVA (dependiendo de que las
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variables tengan cardcter numérico categorizado o variables numéricas continuas). Se
han usado métodos no-paramétricos (U de Mann-Whitney vy test de Kruskall-Wallis)
para datos sin distribucién normal. La supervivencia global y el intervalo libre de
enfermedad se han analizado mediante el método de Kaplan—Meier, utilizandose como

estadisticos de contraste el Breslow y el logrank.

En nuestro estudio, se realizé andlisis de curvas ROC con el fin de identificar con
precision un 6ptimo umbral para la metilacion TERT en pacientes con cancer de mama.
Para los datos obtenidos de nuestra muestras de 112 pacientes con cancer de mama, se
encontré que el area bajo la curva (AUC) era 0.521 y el umbral de la metilacion basado
en el indice de Youden fue 40%. Sin embargo, son necesarios mas estudios para
determinar si el umbral de 40% es valido para el diagnostico y prondstico de cancer de
mama, con el fin de identificar con precision un éptimo umbral para la metilacion de

TERT en las pacientes con cancer de mama.

» LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La determinacion de los patrones de metilacion de TERT puede ayudar a identificar las
pacientes con cancer de mama de alto riesgo, permitiendo asi la optimizacion de las
modalidades de tratamiento. Sin embargo, se trata de un estudio retrospectivo con
pequefio tamafio muestral. Estudios posteriores con grandes tamafios de muestra son,
por tanto, esenciales para definir las implicaciones clinicas de la metilacion de TERT en

el cancer de mama.



IV. ANALISIS DE RESULTADOS
Se procedi6 al estudio descriptivo, con anélisis de la supervivencia global y libre de

enfermedad de las 112 pacientes de nuestro estudio con carcinoma de mama invasivo.

A.  ANALISIS DESCRIPTIVO
> PARAMETROS CLINICOS

1. EDAD

La edad media en el diagndstico fue de 58,17 afios (rango 29-87 afos) y la distribucion

por edades al diagnostico queda representada en las figuras 1y 2.

25—

20—

15—

Frecuencia

10—

Media = 58,17
N =112

° T T T
20 30 40 50 60 70 80 Q20

Edad del paciente

Figura 1. Distribucién por grupos etarios

W =60 anos

W <60 anos

Figura 2. Frecuencia de pacientes de < 60 afiosy > 60 afios
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2. MENOPAUSIA
Un 31,3% de las pacientes (35 casos) eran premenopausicas y un 68,7% (77 casos)

postmenopausicas (Fig. 3).

M Pos-menopausia

M Pré-menopausia

Figura 3.Pacientes pre/postmenopausicas

3. LOCALIZACION
En nuestra serie, un 53,6% de casos (60) el tumor estuvo localizado en la mama
izquierda, un 44,6% de casos (50) en la mama derecha y un 1,8% de los casos (2) con

localizacion mamaria bilateral (Fig. 4).

1,8%

m Bilateral
M Derecha

M Isquierda

Figura 4. Frecuencia segun localizacion del tumor
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4. TUMORES UNI/MULTIFOCALES

La mayoria de los tumores 90,2% (101 casos) eran unifocales y solo en el 9,8% de las

pacientes (11 casos) se observo multifocalidad del tumor (Fig. 5).

m Multifocal

W Unifocal

Figura 5. Frecuencia tumores segun la focalidad

» TRATAMIENTOS

5. TIPO DE CIRUGIA

El tipo de cirugia mas frecuente fue la mastectomia radical modificada (Madden o

Patey), con un 46,4% (52 casos), seguida de la cirugia conservadora con 43,8% (49

casos), la tumorectomia con 7,1% (8 casos) y la menos frecuente fue la mastectomia

simple con un 2,7% (3 casos) (Fig. 6).

7,1%

M Cirugia Conservadora
H Mastectomia Simple
W Mastectomia Radical

Modificada

B Tumorectomia

2,7%

Figura 6. Frecuencia segun el tipo de cirugia
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6. QUIMIOTERAPIA

De los 112 pacientes de nuestro estudio, 37 casos (33%) no fueron tratados con
quimioterapia y los 75 casos (67%) restantes han recibido tratamiento con quimioterapia

adyuvante (Fig. 7).

mNo

B Quimioterapia
Adyuvante

Figura 7. Frecuencia de pacientes atendiendo al tratamiento quimioterapico recibido

7. TRASTUZUMAB

En nuestra serie, s6lo 9 casos (8%) han recibido tratamiento adyuvante con trastuzumab

(Fig. 8).

B No

M Trastuzumah

Figura 8. Frecuencia de pacientes en funcidon del tratamiento con Trastuzumab
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8. RADIOTERAPIA ADYUVANTE
De los pacientes estudiados, tan sélo 12 casos (10,7%) no recibieron tratamiento

radioterapico, mientras que en 100 casos (89,3%) han recibido radioterapia adyuvante

(Fig. 9).

H No

B Radioterapia Adyuvante

Figura 9. Frecuencia de pacientes en funcion del tratamiento de radioterapia administrado

> PARAMETROS ANATOMOPATOLOGICOS

9. TAMANO TUMORAL
El tamafio del tumor mas frecuente fue el pT2 (> 2 cm < 5 cm), con un 51,8% (58
casos), seguida del pTlc (> 1 cm <2 cm), con un 37,5% (42 casos), el pT1lb (> 0,5 cm
<1 cm), conun 9,8% (11 casos) y del pTla (<0,5 cm), conun 0,9% (1 caso) (Fig. 10).

El 48.2% de los casos tenian tumores <2 cm y el 51,2% presentaron tumores > 2cm.

1 11
0,9% 9,8%

mpTlas0,5cm
EpTlb>05cm<lcem

EpTlclcm=2cm

Wpl2>2cms5cm

Figura 10. Frecuencia de casos segun el tamafio del tumor (cm)

62



10.TIPO HISTOLOGICO
En nuestra serie el 80,3% de los casos (90), eran carcinomas ductales invasores, siendo
el tipo mas frecuente, junto a un 17% (19 casos) de carcinomas lobulillares. Con menor
frecuencia encontramos 1 caso (0,9%) de carcinoma mucinoso, 1 caso (0,9%) de

carcinoma medular y 1 caso (0,9%) de carcinoma mixto (ductal y lobulillar) (Fig. 11).

0,9% 0,9%

M Ductal

m Ductal + Lobulillar
= Lobulillar

m Medular

m Mucinoso

Figura 11. Frecuencia de pacientes segun el tipo histolégico

11. GRADO HISTOLOGICO
Segun la clasificacion usada con tres categorias, 75 casos (67%) de los carcinomas de
mama de nuestra serie, fueron catalogados como grado 2 o moderadamente
diferenciados, 26 casos (23,2%) se clasificaron como grado 3 o pobremente

diferenciados y 11 casos (9.8%) como grado 1 o bien diferenciados (Fig. 12).

m Grado 1
W Grado 2
W Grado 3

Figura 12. Frecuencia de pacientes segun el grado histologico
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12. INVASION LINFOVASCULAR
De los 112 casos estudiados, 48,2% (54 casos) no presentaron invasion vascular,
mientras que un 33,9% (38 casos) presentaron invasion vascular y solo un 17,9% (20

casos) presentaron invasion linfatica (Fig. 13).

m Linfatica
H No

= Vascular

Figura 13. Frecuencia de pacientes segun la presencia o no de invasion linfovascular

13. AFECTACION GANGLIONAR
El 52,7% de casos (59) presentaron afectacion ganglionar (Fig. 14). De estos un 1,8% (2
casos) pN1 mic, un 31,25% (35 casos) pN1 (1 — 3 ganglios afectados), un 13,4% (15
casos) pN2a (4 — 9 ganglios afectados) y un 6,25% (7 casos) pN3a (10 o mas ganglios

afectados). En un 47,3% (53 casos) habia ausencia de afectacion ganglionar (Fig. 15).

6,25%

HpNO

mpNl mic
M Negativos
EpN1l 1-3
M Positivos
HpN2a 4-9

mpN3a 210

2
1.8%

Figuras 14 y 15. Frecuencia de pacientes segun la afectacion ganglionar
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14. EXPRESION DE RECEPTORES HORMONALES (RH) DE ESTROGENOS
(RE) Y PROGESTERONA (RP)

Consideramos como RH positivos cuando RE y/o RP eran positivos y negativos

cuando RE y/o RP eran negativos.

De los 112 casos estudiados, el 75% (84 casos) presentaron receptores de estrogenos y
progesterona positivos y en sélo 25% (28 casos) hubo ausencia de inmunoexpresion de
RE y RP (Fig. 16).

B Positivos

B Negativos

Figura 16. Frecuencia de pacientes segin la inmunoexpresion de RH

- Receptores de estrogenos (RE)
Ochenta y dos casos (73,2%) presentaron receptores de estrogenos positivos, mientras

que solo un 26,8% (30 casos) no expresaron receptores de estrégenos (Fig. 17).

B Negativos

H Positivos

Figura 17: Frecuencia de pacientes segun la inmunoexpresion de RE
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- Receptores de progesterona (RP)
En nuestra serie, un 58,9% (66 casos) presentaron receptores de progesterona positivos,

mientras 41,1% (46 casos) no inmunoexpresaron receptores de progesterona (Fig. 18).

W Negativos

W Positivos

Figura 18. Frecuencia de pacientes segun la inmunoexpresion de RP

15. HER2
De los 112 casos estudiados, un 14,3% (16) presentaron expresion de Her2, mientras

que un 85,7% (96 casos) no mostraron positividad para Her2 (Fig. 19).

W Negativos

M Positivos

Figura 19. Frecuencia de pacientes segun la expresion de HER2
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16. INDICE DE PROLIFERACION KI67
El valor medio de Ki67, en porcentaje de nucleos de células tumorales tefiidas, fue de

23,87 (rango 1 - 95) (Fig. 20).

25—

20—

Frecuencia

ole
[T =
o

o 20 a0

T
o s0 100

Ki6e7

Figura 20. Histograma de distribucion de los valores del Ki67
Cuando estudiamos el indice proliferativo y la distribucion de los valores del Ki67,
establecimos 3 niveles de proliferacion, siendo bajo cuando Ki67 es < 14%, < 20% o0 <
40% vy alto con Ki67 > 14%, > 20% o0 > 40%. Segun esto, nuestro estudio, muestra que
la mayoria de los casos fueron de bajo indice proliferativo 52% (52 casos), 58% (58
casos) y 83% (83 casos) para valores menores de 14%, 20% y 40% respectivamente y
fue alto en el resto de la poblacion 48% (48 casos), 42% (42 casos) y 17% (17 casos)

para valores iguales o superiores a 14%, 20% y 40% (figs. 21, 22 y 23).

-=20%

Figura 21. Expresion Ki67 (umbral 14%) Figura 22. Expresion Ki67 (umbral 20%)

- a0%
- < 40%

Figura 23. Expresion Ki67 (umbral 40%)
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17. ESTADIO
Los estadios | y 1IA han sido los méas frecuentes, con 32,1% (36 casos) cada, seguidos

del estadio I11A 19,7% (22 casos) y del estadios 11B con 16,1% (18 casos) (Fig. 24).

-

milA
e
- A

Figura 24. Frecuencia de pacientes por estadios clinicos

18. SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ
El subtipo molecular més frecuente fue el luminal B, con un 65,2% (73 casos), seguido
del basal like con un 19,6% (22 casos), luminal A con un 9,8% (11 casos) y el menos

frecuente fue el HER2 positivo con un 5,4% (6 casos) (Fig. 25).

W Basal Like
6
5,4% m Her2

Luninal A
11
9.8% = Luminal B

Figura 25. Frecuencia de los subtipos moleculares IHQ

19. METILACION DE TELOMERASA

e TEJIDO MAMARIO NORMAL
Hemos estudiado la telomerasa en 6 casos de referencia con tejido mamario normal y en
112 casos de cancer de mama invasivo de nuestro estudio, constatando valores de
metilacion de ADN < 20% en todos los casos de tejido mamario normal, mientras que
de los 112 casos de cancer de mama invasivo, fue superior al 20%, definido como
hipermetilacion de ADN en 105 casos (93,75%) (Fig. 26).
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Figura 26. Metilacion de telomerasa en tejido mamario normal y cancer de mama

e CASOS DE CANCER DE MAMA INVASIVO
En los casos tumorales la media para los valores de THOR fue de 41,01 (rango 9 -

79,96) (Fig. 27).

25—

20—

Frecuencia

5—|
N =112
Media = 41,01
Desviacion Estandar =
° - ! 13,76
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00

Metilacién ADN - Telomerasa

Figura 27. Histograma de valores de THOR

En la distribucidn de los valores de metilacion de la telomerasa, establecimos 2 niveles,
considerando un nivel bajo o de hipometilacion cuando THOR es < 20% o0 < 40% y un
nivel alto o de hipermetilacion cuando THOR es > 20% o > 40%.

Con umbral de 20%, el 93,75% (105 casos) estaban hipermetilados >20% (Fig. 28).
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6,25%

m220%
W<20%

Figura 28. Frecuencia de pacientes segin el umbral de 20% de metilacién de THOR

Con el umbral de 40% de metilacion de la telomerasa el 49,1% (55 casos) se

consideraban como hipermetilados y el 50,9% (57 casos) de hipometilados (Fig. 29).

W <40%

o= 40%

Figura 29. Frecuencia de pacientes segln el umbral de 40% de metilacion de THOR

> EVOLUCION DE LAS PACIENTES

20. RECIDIVA EN ORGANOS (metastasis)
Se ha constatado la ausencia de metastasis en un 80,35% (90 casos). Las metastasis
fueron: dseas 5,35% (6 casos), cerebrales 3,57% (4 casos), pulmonares 1,78% (2 casos),

hepaéticas, supraclaviculares o en la otra mama 0,9% (1 caso) (Fig. 30).

mNo

W Cerebrales
m Hepaticas
B Multiples

m Oseas

m Otra Mama
m Pulmonares

W Supraclaviculares

Figura 30. Localizacion de las metéastasis
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21. ESTADO DE LAS PACIENTES EN LA ULTIMA REVISION
Se registraron 35 muertes (31,25%) y un 68,75% (77 casos) supervivientes, al final de

los 12 afios de seguimiento (Fig. 31).

m Muerte

W Supervivientes

Figura 31. Frecuencia de pacientes vivas y muertas al final del seguimiento

De las pacientes que fallecieron, 18 muertes (16,1%) lo hicieron por la enfermedad y 17
muertes (15,2%) fueron por otras causas. De las pacientes vivas 76 (67,9%) estaban
vivas sin enfermedad y s6lo 1 (0,9%) de las pacientes estd viva con enfermedad (Fig.

32).

B Muerte Con tumor
B Muerte Sin tumor
[ Viva Contumor

B Viva Sintumor

Figura 32. Estado de las pacientes en la Gltima revision
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B. ESTUDIO ANALITICO

RELACION CON LA PROLIFERACION (K167)

En el estudio de relacion entre el nivel de proliferacion celular medido con Ki67, y otros

parametros histopatoldgicos, se analizaron umbrales del 14%, 20% y 40% (Tabla 1).

Tabla 1. Correlacion entre el indice de proliferacion Ki67 y caracteristicas histopatoldgicas

Ki67 RE RP RH Her2 Subtipo Subtipo Grado Grado Estadio Tipo Ganglios
Molecular Molecular 1,2,3) 1-2vs 3 LI 1 Histol. si/no
(LALB, (Luminal, Ductal vs
HER2,BL) | No-luminal) No-ductal
Umbral ,006 ,008 ,009 ,284 ,017 ,003 ,004 ,001 ,690 ,361 ,313
14 %
Umbral ,024 ,028 ,016 ,319 ,055 ,014 ,008 ,002 211 ,024 754
20 %
Umbral ,000 ,015 ,001 ,044 ,002 ,000 ,000 ,000 ,223 ,126 ,932
40%

A continuacion, se exponen los resultados estadisticamente significativos obtenidos con

el umbral del 40% por ser los mas representativos.

1. TAMANO DEL TUMOR (€20 mmy > 20 mm)

No se observo relacion estadisticamente significativa entre el Ki67 (umbral 40%) y el

tamaiio tumoral (p=0,215) (Fig. 33).

45 -
40 A
35 4
30 1
25 4
20
15
10 -

43

51,8%

B« 20mm

11 H>20mm
6 64,7%

35,3%

Ki67 < 40% Ki67 2 40%

Figura 33. Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Tamafio del tumor (<20 mmy > 20 mm)
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2. TIPO HISTOLOGICO (Ductal vs No ductal)
La relacion entre Ki67 y tipo histoldgico (ductal y no ductal) no reveld resultados

estadisticamente significativos (p=0,126) (Fig. 34).

&4
ol

80%

70

60 -

50 -

40 - M Ductal

18
30 - 16
54,7% 50%

m Mo ductal

20 A

10 - 5,3%

4]

Ki67 < 40% Ki67 = 40%

Figura 34: - Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Tipo Histolégico (ductal y no ductal)

3. GRADO HISTOLOGICO
Al estudiar la relacion entre Ki67 (umbral 40%) y grado histolégico, se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0,000). Los tumores bien diferenciados
(G1) y los moderadamente diferenciados (G2) se encuentran en mayor porcentaje de

casos en el grupo con Ki67 < 40% (figs. 35y 36).

62
70 - 93,9%

50 o

mGl
40 o

mG2

30 1 14 i "G3
0,

20 - 7 56% 4 44%

77,8% 2 61%

10 - 22,2%

Kie7 < 40% Ki67 =z 40%

Figura 35. Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Grado Histolégico
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Ki67 < 40% Ki67 = 40%

Figura 36. Distribucién Ki67 (umbral 40%) vs Grado Histol6gico (1+11y 1)

4. INVASION LINFOVASCULAR
No se observo relacién estadisticamente significativa entre el Ki67 con umbral de 40%

y la presencia de invasion linfovascular por el tumor (p=0,470) (Fig. 37).

47
85,5%

50 -
45 -
40 -
35 -
30 1
25 -
20 - 5

0

36
80%

M Invasion Linfovascular

H Nolnvasion

15 1 145% 2
10 -

Kie7 < 40% Kie7 = 40%

Figura 37: - Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Invasion Linfovascular
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5. AFECTACION GANGLIONAR
Los resultados entre Ki67 (umbral de 40%) y afectacion ganglionar, no fueron
estadisticamente significativos (p=0,932) (Fig. 38).

43

Y 82,7%
83,3%

45

40 A

35 A

30 A
25 - B Ganglios negativos

20 A B Ganglios positivos

15 4 16,7% 17,3%

10 -+

Ki67 < 40% Ki67 = 40%

Figura 38. Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Afectacion Ganglionar

6. RECEPTORES HORMONALES

En la relacion entre Ki67 (umbral 40%) y receptores hormonales, hubo diferencias
estadisticamente significativas (p=0,001), con los receptores hormonales positivos en

mayor porcentaje en el grupo Ki67 < 40% (Fig. 39).

67
90,5%

70

60 A

50 A

A0 A M RH positivos
30 - 16 B RH negativos
61,5% - 10
20 A S 5o, 38:5%
» (]
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8] T
Ki67 < 40% Ki67 =z 40%

Figura 39. Distribucion Ki67 y expresion de Receptores Hormonales
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En la relacion entre Ki67 (umbral 40%) y receptores de estrogenos, hubo diferencias

estadisticamente significativas (p=0,000), con los receptores de estrogenos positivos en

mayor porcentaje en el grupo Ki67 < 40% (Fig. 40).
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Figura 40. Distribucién Ki67 vs expresion de Receptores de Estrogenos

Se registraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,015) en la relacion entre

Ki67 (umbral 40%) y los receptores de progesterona, con los receptores de progesterona

positivos en mayor porcentaje en el grupo Ki67 < 40% (Fig. 41).
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Figura 41. Distribucion Ki67 vs Receptores de Progesterona
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7. HER2
Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,044) en la relacion entre
Ki67 (umbral 40%) y Her2 del tumor. Los casos con Her2 negativos se encuentran en
mayor porcentaje en el grupo con Ki67 < 40% (Fig. 42).
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Figura 42. Distribucion Ki67 vs Her2

8. ESTADIO

Los resultados obtenidos entre la relacion del Ki67 con umbral de 40% vy el estadio

clinico, no fueron estadisticamente significativos (p=0,223) (Fig. 43).

36
40 - 76,6%

35 - 91,2%
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25 - M Estadio |
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20 A 84,2% - M Estadio ll
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10 - 3 3
8,8% 15,8%

Kie7 < 40% Kie7 = 40%

Figura 43. Distribucion Ki67 vs Estadio
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9. SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ

En la relacion del Ki67 (umbral de 40%) y subtipo molecular inmunohistoquimico,

obtuvimos resultados con valores significativos haciendo la distribucion de todos en

separado (luminal A, luminal B, HER2 y “basal like”) (p=0,02) y agrupados en 2

grupos (luminal y “no luminal”) (p=0,000). Los tumores del grupo luminal, se

encuentran en mayor porcentaje de casos en el grupo con Ki67 < 40% (figs. 44 y 45).
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0 T 1
Kie7 < 40% Ki67 2 40%
Figura 44. Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Subtipo IHQ
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Figura 45. Distribucion Ki67 (umbral 40%) vs Subtipo IHQ (Luminal y No luminal)
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Il. ESTUDIO ANALITICO DE RELACION CON TELOMERASA

Se considero6 unicamente el umbral de 40% por tener una distribucion mas homogénea

entre las pacientes.

1. TAMANO TUMORAL

Cuando dividimos las pacientes dependiendo del valor de THOR con umbral de 40%,
no se observaron diferencias significativas en tumores de menos de 2 cm y aquellas con

mas de 2 cm. (p=0,183) (Fig. 46).
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51 =
54,4% 58,2%

35 o 26

0,
30 4 23 45,6%

41,8%
25 -
20 - W=20mm
15 - W=>20mm
10 -
5 -
0 T
THOR < 40% THOR 40%

Figura 46. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Tamafio del tumor (€ 20mm vy > 20mm)

2. TIPO HISTOLOGICO
La distribucion de THOR con umbral de 40% en tumores ductal y no ductal no mostro

diferencias estadisticamente significativas (p=0,672) (Fig. 47).

42
52,5%

m Ductal

m No ductal

THOR < 40% I THOR = 40%
Figura 47. Distribucién THOR (umbral 40%) vs Tipo Histolégico (ductal y no ductal)
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3. GRADO HISTOLOGICO
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre THOR (umbral 40%)
y grado histologico. La distribucién queda representada en la figura 48 (p=0,203) y
figura 49 (p=0,298).
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Figura 48. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Grado Histologico (I, 11y I11)
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Figura 49. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Grado Histolégico (1 + 11y 1)

80



4. INVASION LINFOVASCULAR
No se observd relacion estadisticamente significativa entre THOR con umbral de 40% y
invasion linfovascular por el tumor (p=0,952) (Fig. 50).
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Figura 50. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Invasion Linfovascular

5. AFECTACION GANGLIONAR
Tampoco se observo relacion estadisticamente significativa entre el THOR con umbral
de 40% vy la afectacion ganglionar (p=0,992) (Fig. 51).
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Figura 51. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Afectacion Ganglionar
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6. RECEPTORES HORMONALES (RE/RP)

Se observo una distribucion semejante en pacientes con RH positivos y negativos en

THOR con umbral de 40% (p=0,577) (Fig. 52).
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Figura 52. Distribucion THOR (umbral 40%) vs RH

Esta relacion se mantuvo cuando se valoraron de manera independiente RE (p=0,870)
(Fig. 53) y RP (p=0,594) (Fig. 54).
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Figura 53. Distribuciéon THOR vs RE Figura 54. Distribucion THOR vs RP
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7. HER2
En la relacion entre THOR (umbral 40%) y Her2, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (p=0,162) (Fig. 55)
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M Her2 negativos
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Figura 55. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Her2

8. ESTADIO
Los estadios iniciales fueron mas frecuentes en el grupo con THOR < 40%, siendo los

estadios avanzados mas frecuentes en el grupo con THOR > 40% (p=0,682) (Fig. 56).
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Figura 56. Distribucién THOR (umbral 40%) vs Estadio (1, II, 11)
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9. SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ
El subtipo molecular inmunohistoquimico, méas frecuente en aquellos tumores con
niveles bajos de metilacion fueron luminal A 'y HER2 mientras que los “basal like” y

luminal B fueron més habituales en tumores hipermetilados (p=0,995) (Fig. 57).
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Figura 57. Distribucion THOR (umbral 40%) vs Subtipos Moleculares 1HQ

lIl.  ESTUDIO ANALITICO DE RELACION TELOMERASA vs KI67

1. TELOMERASA (umbral 40%) vs KI67 (umbral 14%)
No se observaron diferencias en el nivel de expresion de Ki67 tomando como

referencia el 14% en pacientes hipo e hipermetilados (p=0,990) (Fig. 58).
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Figura 58. Distribucion THOR (umbral 40%) vs KI67 (umbral 14%)
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2. TELOMERASA (umbral 40%) vs KI67 (umbral 20%)
Tomando como umbral el 20% del indice de proliferacion, observamos que existe una
frecuencia mayor de tumores con elevada proliferacion en el grupo de pacientes con

hipermetilacion (p=0,443) (Fig. 59).
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Figura59. Distribucion THOR (umbral 40%) vs K167 (umbral 20%)

3. TELOMERASA (umbral 40%) vs KI67 (umbral 40%)
Cuando se modfica el umbral de Ki67 a 40%, se observo que los tumores con mayor
indice de proliferacion muestran tendencia a asociarse a bajas tasas de metilacion
(p=0,284) (Fig. 60).
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Figura 60. Distribucion THOR (umbral 40%) vs KI67 (umbral 40%)
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C. ANALISIS DE LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

> SUPERVIVENCIA GLOBAL DE LA POBLACION
De los 112 pacientes del estudio, sobrevivieron 68,8% (77 casos) y la supervivencia

global media en las pacientes de nuestro estudio fue de 115,4 meses (+/- 4,9) (Fig. 61).
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Tiempo de supervivencia en meses

Figura 61. Supervivencia Global (meses)

1. TAMANO DEL TUMOR (cm)

En nuestro estudio, 54 casos tenian tumores de <2 cm y supervivencia global media de
72,2%. En el grupo de 58 casos con tumores > 2 cm de tamafio hubo 38 supervivientes
(65,5%). Aunque las diferencias no alcanzaron significacion estadistica (p=0,397), la
supervivencia global media en pacientes con tumor <2 cm fue de 120,3 meses (+/- 6,6),

mientras que en los casos con tumor > 2 cm fue de 110,9 meses (+/- 7,2) (Fig. 62).
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Figura 62. Supervivencia Global y Tamafio del tumor (p=0,397)
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2. GRADO HISTOLOGICO

Se registraron 11 casos grado 1 con 10 supervivientes (90,9%), 75 casos grado 2 con 49
supervivientes (65,3%) y 26 casos grado 3 con 18 supervivientes (69,2%). La
supervivencia media con grado 1 fue 99,2 meses (+/- 2,6), con grado 2 fue 112,4 meses
(+/- 6,1), y con grado 3 fue 111,2 meses (+/- 10,6). No hubo diferencias estadisticas
significativas (p=0,407). Cuando reagrupamos tumores (G1) y (G2+G3) aunque no se
alcanzo significacion estadistica (p=0,135), en 11 casos grado 1 la supervivencia global

media fue 90,9% Yy en 101 casos grado 2 y 3 la supervivencia global media fue 66,3%.
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Fig 63. Supervivencia Global (meses) y Grado Histoldgico (G1 y G2+G3) (p=0,135)

3. INVASION LINFOVASCULAR

La supervivencia global media en pacientes sin invasion linfovascular fue 120,2 meses

(+/- 6,9), y con invasion linfovascular fue 111,8 meses (+/- 6,9) (p=0,371) (Fig. 64).
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Figura 64. Supervivencia Global e Invasion Vascular o Linfatica (p=0,371)
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4. AFECTACION GANGLIONAR

Se registraron 53 casos sin afectacion ganglionar con 41 supervivientes (77,4%) y en los
59 casos con afectacion ganglionar hubo 36 supervivientes (61%). La supervivencia
global media en pacientes con ganglios negativos fue 125,2 meses (+/- 6,4), y con
ganglios positivos fue 105,7 meses (+/- 7,3). Las diferencias estadisticas se encuentran

cerca del limite de significancia en las curvas de supervivencia (p=0,055) (Fig. 65).
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Figura 65. Supervivencia Global (meses) y Afectacién Ganglionar (p=0,055)

5. RECEPTORES HORMONALES

En 28 casos receptores hormonales negativos, hubo 15 supervivientes (53,6%) y en los
84 casos receptores hormonales positivos hubo 62 supervivientes (73,8%). La
supervivencia global media en pacientes con receptores hormonales negativos fue 96,7

meses (+/-10,6) y con receptores positivos fue 121,6 meses (+/-5,3) (p=0,039) (Fig. 66).
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Figura 66. Supervivencia Global y RH (RE/RP Positivos/Negativos) (p=0,039)
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> RECEPTORES DE ESTROGENOS

En 30 casos con receptores de estrogenos negativos hubo 17 supervivientes (56,7%) y
82 casos de receptores positivos con 60 supervivientes (73,2%). La supervivencia global
media con receptores de estrégenos negativos fue de 99,8 meses (+/- 10,1), y con

receptores positivos fue de 120,9 meses (+/- 5,4) (p=0,090) (Fig.67)
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Figura 67. Supervivencia Global (meses) y Receptores de Estrogenos (p=0,090)

> RECEPTORES DE PROGESTERONA

En los 46 casos con receptores de progesterona negativos hubo 23 supervivientes (50%)
y 66 casos receptores positivos con 54 supervivientes (81,8%). La supervivencia global
media con receptores de progesterona negativos fue de 91,1 meses (+/- 8,4), y con

receptores positivos fue de 131,6 meses (+/- 4,9), (p=0,000) (Fig. 68)
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Figura 68. Supervivencia Global (meses) y Receptores de Progesterona (p=0,000)
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Supervivencia Acumulada

6. HER2

En nuestro estudio, la supervivencia global media en pacientes con Her2 negativos fue

de 115,7 meses (+/- 5,3) y con Her2 positivos fue de 110,3 meses (+/- 12,8). No hubo

diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia (p=0,889)

7. Ki67

» Ki67 (umbral 14%)

La supervivencia global media en pacientes Ki67 < 14% fue de 116,4 meses (+/- 7,0) y

en los casos con Ki67 > 14% fue de 111,1 meses (+/- 7,8) (p=0,785) (Fig. 69).

» Ki67 (umbral 20%)

Cuando se reagrupan, la supervivencia global media en pacientes con Ki67 < 20% fue

111,3 meses (+/- 6,7) y con Ki67 > 20% fue 117,3 meses (+/- 8,5) (p=0,404) (Fig. 70).
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Figura 69. Supervivencia Global y Ki67 (14%)
(p=0,785)
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» KI67 (umbral 40%)

En nuestro estudio, cuando agrupamos los casos segun el indice de proliferacion Ki67
< 40% la supervivencia global media fue de 111,1 meses (+/- 5,8), mientras que en los

casos con Ki67 > 40% fue de 125,2 meses (+/- 11,3). (p=0,205) (Fig. 71).
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Figura 71. Supervivencia Global (meses) y Ki67 (40%) (p=0,205)
Cuando realizamos una seleccion de casos segun las pacientes tengan ganglios

negativos o positivos observamos que:

» Ki67 (umbral 14%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

En los 48 casos de ganglios negativos hubo 20 casos con Ki67 < 14% siendo 14
supervivientes (70%) y 28 casos con Ki67 > 14% siendo 23 supervivientes (82,1%). La
supervivencia global media en pacientes con ganglios negativos y Ki67 < 14% fue de
117,1 meses (+/- 11,4), mientras que en los casos con ganglios negativos y Ki67 > 14%
fue de 129,5 meses (+/- 8,4). No hubo diferencias estadisticas significativas en las

curvas de supervivencia (p=0,330).
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» Ki67 (umbral 20%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

En los 48 casos de ganglios negativos hubo 28 casos con Ki67 < 20% siendo 18
supervivientes (64,3%) y 20 casos con Ki67 > 20% siendo 19 supervivientes (95%). La
supervivencia global media en las pacientes con ganglios negativos y con el Ki67 <
20% fue de 110,9 meses (+/- 10,0), mientras que en los casos con ganglios negativos y
con el Ki67 > 20% fue de 143,2 meses (+/- 6,5). Hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,016) (Fig. 72).
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Figura 72. Ganglios Negativos: Supervivencia Global (meses) y Ki 67 (umbral 20%) (p=0,016)

» Ki67 (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

Se registraron en los 48 casos de ganglios negativos 40 casos con Ki67 < 40% siendo
30 supervivientes (75%) y 8 casos con Ki67 > 40% siendo 7 supervivientes (87,5%). La
supervivencia global media en las pacientes con ganglios negativos y con el Ki67 <
40% fue de 122,7 meses (+/- 7,6), mientras que en los casos con ganglios negativos y
con el Ki67 > 40% fue de 130,5 meses (+/- 15,4). No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,487).
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» Ki67 (umbral 14%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

En los 52 casos de ganglios positivos hubo 29 casos con Ki67 < 14% siendo 19
supervivientes (65,5%) y 23 casos con Ki67 > 14% siendo 11 supervivientes (47,8%).
La supervivencia global media en las pacientes con ganglios positivos y con el Ki67 <
14% fue de 116,0 meses (+/- 8,8), mientras que en los casos con ganglios positivos y
con el Ki67 > 14% fue de 87,6 meses (+/- 12,7). No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,079) (Fig. 73).

GANGLIOS POSITIVOS

1,0 Ki 67 (umbral 14%)
] »14%

[T <1a%

+ supervivientes

0,8
-+ supervivientes

0,6

0,4—

Supervivencia Acumulada

0,2

0,0

I I I I I I
0 30 60 90 120 150

Tiempo de supervivencia en meses

Figura 73. Ganglios positivos: Supervivencia Global (meses) y Ki67 (umbral 14%) (p=0,079)

» Ki67 (umbral 20%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

La supervivencia global media en las pacientes con ganglios positivos y con el Ki67 <
20% fue de 111,7 meses (+/- 8,9), mientras que en los casos con ganglios positivos y
con el Ki67 > 20% fue de 92,7 meses (+/- 13,4). No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,235).
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» Ki67 (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

La supervivencia global media en las pacientes con ganglios positivos y con el Ki67 <
40% fue de 100,1 meses (+/- 8,5), mientras que en los casos con ganglios positivos y
con el Ki67 > 40% fue de 99,6 meses (+/- 12,7). No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,331).

8. ESTADIO CLINICO

La supervivencia global media en las pacientes con tumor Estadio I fue de 120,0 meses
(+/- 8,2), en las pacientes con tumor Estadio I1A fue de 128,2 meses (+/- 7,4), en las
pacientes con tumor Estadio I1B fue de 97,1 meses (+/- 14,3), mientras que en los casos
con tumor Estadio I1IA fue de 95,4 meses (+/- 9,5). No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,065) (Fig.74).
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Figura 74. Supervivencia Global (meses) y Estadio Clinico (p=0,065)
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9. SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ

La supervivencia global media en pacientes con tumor “Luminal A” fue de 93,6 meses

(+/- 2,2), con tumor “Luminal B” fue de 118,8 meses (+/- 5,9), con tumor “HER2” fue

de 108,1 meses (+/- 21,8) y con tumor “Basal Like” fue de 93,4 meses (+/- 11,9). Hubo

diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia (p=0,015) (Fig. 75)
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» SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ (Luminal vs No-luminal)

Agrupando los casos en “Luminales” y “No-luminales”, la supervivencia global media

con tumores “Luminal” fue de 121,6 meses (+/- 5,3) y en los tumores “No-luminal” fue

de 96,7 meses (+/- 10,6), con diferencias estadisticas significativas (p=0,039) (Fig. 76)
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Figura 76. Supervivencia Global (meses) en Luminales/No Luminales (p=0,039)
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10.TELOMERASA

En 57 casos con THOR < 40% hubo 38 supervivientes (66,7%) y en los 55 casos con
THOR > 40% hubo 39 supervivientes (70,9%). La supervivencia global media con
THOR < 40% fue 109,1 meses (+/- 7,2) y con THOR > 40% fue 120,8 meses (+/- 6,3).

Curvas de supervivencia sin diferencias estadisticas significativas (p=0,389) (Fig. 77)
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Figura 77. Supervivencia global (meses) y THOR (umbral 40%) (p=0,389)

» THOR (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

En los 53 casos de ganglios negativos hubo 27 casos con THOR < 40% con 19
supervivientes (70,4%) y 26 casos THOR > 40% con 22 supervivientes (84,6%). La
supervivencia global media con ganglios negativos y THOR < 40% fue de 110,1 meses
(+/- 8,5), mientras con ganglios negativos y THOR > 40% fue de 132,2 meses (+/- 8,2).

No hubo diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia (p=0,250)
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Figura 78. Ganglios Negativos: Supervivencia Global y THOR (umbral 40%) (p=0,250

96



» THOR (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

Se registraron en los 59 casos de ganglios positivos, 30 casos con THOR < 40% siendo
19 supervivientes (63,3%) y 29 casos con THOR > 40% siendo 17 supervivientes
(58,6%).

La supervivencia global media en las pacientes con ganglios positivos y THOR < 40%
fue de 102,6 meses (+/- 10,8), mientras que en los casos con ganglios positivos y con
THOR > 40% la supervivencia global media fue de 109,2 meses (+/- 9,0).

No fueron registradas diferencias estadisticas significativas en las curvas de

supervivencia (p=0,871) (Fig. 79).
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> THOR (umbral 40%) en grupo de TAMANO PEQUENO < 2CM

La supervivencia global media en las pacientes con tumor de tamafio pequefio <2 cmy

THOR < 40% fue de 114,3 meses (+/- 8,7), y en los casos con tumor de tamafio

pequefio <2 cm con THOR > 40% fue de 125,6 meses (+/- 9,8). (p=0,431) (Fig. 80)
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> THOR (umbral 40%) en grupo de TAMANO GRANDE > 2CM

En 58 casos con tumores grandes, hubo 26 casos THOR < 40% con 17 supervivientes

(65,4%) y 32 casos THOR > 40% con 21 supervivientes (65,6%). Supervivencia global

media con tumor grande y THOR < 40% de 93,7 meses (+/- 10,4) y con THOR > 40%

de 117,4 meses (+/- 8,1), sin diferencias estadisticas significativas (p=0,535) (Fig. 81)
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» THOR (umbral 40%) en grupo de “LUMINALES”

En los 84 casos de pacientes con tumores “Luminales” hubo 44 casos con THOR < 40%
siendo 33 supervivientes (75%) y 40 casos con THOR > 40% siendo 29 supervivientes
(72,5%). La supervivencia global media en las pacientes con tumor “Luminal” y con
THOR < 40% fue de 120,3 meses (+/- 7,1), mientras que en los casos con tumor
“Luminal” pero con THOR > 40% fue de 120,9 meses (+/- 7,6). No hubo diferencias

estadisticas significativas en las curvas de supervivencia (p=0,841).

» THOR (umbral 40%) en grupo de “NO-LUMINALES”

Se registraron en los 28 casos de “No-luminales”, 13 casos con THOR < 40% siendo 5
supervivientes (38,5%) y 15 casos con THOR > 40% siendo 10 supervivientes (66,7%).
La supervivencia global media en las pacientes con tumor “No-luminal” y con THOR <
40% fue de 61,3 meses (+/- 13,2), mientras que en los casos con tumor “No-luminal”
pero con THOR > 40% fue de 120,7 meses (+/- 10,3). Hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia (p=0,015) (Fig.82).

NO LUMINALES

1,0 THOR (umbral 40%)
1 z40%

[ <a0%

-+ Supervivientes

0,8
-+ Supervivientes

0,6 L+ 4+t

0,4—

Supervivencia Acumulada

0,2

0,0

I I I I I I
0 30 60 90 120 150

Tiempo de supervivencia en meses
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D. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

> SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD DE LA POBLACION

La supervivencia libre de enfermedad media fue 113,8 meses (+/- 5,0) (Fig. 83).
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Figura 83. Supervivencia Libre de Enfermedad (meses)

1. TAMANO

Se registraron 54 casos con tumor < 2 cm con 39 supervivientes libres de enfermedad

(72,2%), y en los 58 casos con tumores > 2 c¢cm hubo 37 supervivientes libres de

enfermedad (63,8%). La supervivencia libre de enfermedad media en los casos con

tumor <2 cm fue 119,9 meses (+/- 6,7), y con tumor > 2 cm fue 108,1 meses (+/- 7,4).

No hubo diferencias estadisticas significativas (p=0,283) (Fig. 84)
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Figura 84. Supervivencia Libre de Enfermedad y Tamafio de tumor (< 2cmy > 2cm) (p=0,283)
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2. GRADO HISTOLOGICO

Se registraron 10 supervivientes libres de enfermedad (90,9%) en 11 casos grado 1, 48

(64%) en 75 casos con grado 2 y 18 (69,2%) en 26 casos con grado 3 (p=0,369).

> GRADO HISTOLOGICO (G1 vs G2+G3)

En los 11 casos grado 1, la tasa de supervivencia libre de enfermedad media fue del

90,9% y en el grupo de 101 casos grado 2 y 3 fue del 65,3%. (p=0,115) (Fig. 85).
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Figura 85. Grado Histoldgico (G1 y G2+G3) (p=0,115)

En 58 casos con invasion linfovascular, la supervivencia libre de enfermedad media fue

62,1%, frente al 74,1% de los 154 casos sin invasion linfovascular (p=0,285) (Fig. 86).
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Figura 86. Supervivencia Libre de Enfermedad vs Invasién Linfovascular (p=0,285)
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4. AFECTACION GANGLIONAR

En los 53 casos sin afectacion ganglionar la supervivencia libre de enfermedad media
fue 77,4%, frente al 59,3% de las pacientes con afectacion ganglionar. La supervivencia
libre de enfermedad media en las pacientes con ganglios negativos fue 124,5 meses (+/-
6,5), y con ganglios positivos fue 103,6 meses (+/- 7,4). Hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,043) (Fig. 87).
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Figura 87. Supervivencia Libre de Enfermedad y Afectacion Ganglionar (p=0,043)

5. RECEPTORES HORMONALES

En los 28 casos con receptores hormonales negativos, hubo 15 supervivientes (53,6%) y
en el grupo de 84 casos con receptores hormonales positivos hubo 61 supervivientes
(72,6%). La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes con receptores
hormonales negativos fue 94,6 meses (+/- 10,8) y con receptores hormonales positivos
fue 119,9 meses (+/- 5,4). Se registraron diferencias estadisticas significativas en las

curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,039) (Fig. 88).
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Figura 88: - Supervivencia Libre de Enfermedad y expresion de RH (p=0,039)

> RECEPTORES DE ESTROGENOS

En las pacientes con RE negativos, la tasa de supervivencia libre de enfermedad fue de
56,7% y del 72% en aquellos con expresion de RE. No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,091) (Fig.89).
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Figura 89: Intervalo Libre de Enfermedad y expresion de RE (p=0,091)
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> RECEPTORES DE PROGESTERONA

La tasa de supervivencia libre de enfermedad de las pacientes con ausencia de expresion
de RP fue del 50% (89,3 meses) y en el grupo con RP positivos fue del 80,3% (129,8

meses), alcanzando estas diferencias la significacion estadistica (p=0,000) (Fig. 90).
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Figura 90. Supervivencia Libre de Enfermedad y expresién de RP (p=0,000)

6. HER2

En nuestro estudio, se registraron 96 casos con Her2 negativo y de esto grupo hubo 66
supervivientes (68,8%) y en el grupo de 16 casos con Her2 positivo hubo 10
supervivientes (62,5%). La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes
con Her2 negativos fue de 114,8 meses (+/- 5,4), mientras que en los casos con Her2
positivos fue de 104,3 meses (+/- 13,2). No hubo diferencias estadisticas significativas

en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,577).
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7. Ki67

» Ki67 (umbral 14%)

En nuestro estudio hubo 49 casos con Ki67 < 14% y de esto grupo hubo 33
supervivientes libres de enfermedad (67,3%) y en el grupo de 51 casos con Ki67 > 14%
hubo 34 supervivientes libres de enfermedad (66,7%).

La supervivencia libre de enfermedad media en pacientes con Ki67 < 14% fue 115,6
meses (+/- 7,2) y con Ki67 > 14% fue 110,4 meses (+/- 8,0).

No se regitraron diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia

libre de enfermedad (p=0,738) (Fig. 91).
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Figura 91. Supervivencia Libre de Enfermedad y expresion de Ki67 (umbral 14%) (p=0,738)
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» Ki67 (umbral 20%)

En los 59 casos con Ki67 < 20% hubo 37 supervivientes libres de enfermedad (62,7%)
y 30 casos (73,2%) en los 41 casos con Ki67 > 20%. La supervivencia libre de
enfermedad media en pacientes con Ki67 < 20% fue 110,6 meses (+/- 6,8) y con Ki67 >
20% fue 116,6 meses (+/- 8,7). No hubo diferencias estadisticas significativas en las

curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,449) (Fig. 92).
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Figura 92. Supervivencia Libre de Enfermedad y expresion de Ki67 (umbral 20%) (p=0,449)

» KI67 (umbral 40%)

En nuestro estudio, se registraron 83 casos con Ki67 < 40% y de esto grupo hubo 53
supervivientes libres de enfermedad (63,9%) y 14 casos (82,4%) en el grupo de 17
casos con Ki67 > 40%. La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes
con Ki67 < 40% fue de 109,9 meses (+/- 6,0), mientras que en los casos con Ki67 >
40% fue de 124,7 meses (+/- 11,6). No hubo diferencias estadisticas significativas en las

curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,193).
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» Ki67 (umbral 14%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

En los 48 casos de ganglios negativos hubo 20 casos con Ki67 < 14% siendo 14
supervivientes libres de enfermedad (70%) y 23 casos (82,1%) en el grupo de 28 casos
con Ki67 > 14%. La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes con
ganglios negativos y Ki67 < 14% fue de 116,6 meses (+/- 11,6) y en los casos con
ganglios negativos y Ki67 > 14% fue de 129,0 meses (+/- 8,6). No hubo diferencias

estadisticas significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,364).

» Ki67 (umbral 20%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

En los 48 casos de ganglios negativos con Ki67 < 20% la supervivencia libre de
enfermedad media fue de 64,3% y en los 20 casos con Ki67 > 20% fue del 95%. Hubo
diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad

(p=0,020) (Fig. 93)
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Figura 93. Supervivencia Libre de Enfermedad: Ki67 (umbral 20%) en pacientes con Ganglios

Negativos (p=0,020)
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» Ki67 (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

Se registraron en los 48 casos de ganglios negativos 40 casos con Ki67 < 40%
siendo 30 supervivientes libres de enfermedad (75%) y 7 casos (87,5%) en el grupo
de los 8 casos con Ki67 > 40%. La supervivencia libre de enfermedad media en las
pacientes con ganglios negativos y Ki67 < 40% fue 121,7 meses (+/- 7,8) y en los
casos con ganglios negativos y Ki67 > 40% fue 130,1 meses (+/- 15,7). No hubo
diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia libre de

enfermedad (p=0,477).

» Ki67 (umbral 14%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

En los 52 casos de ganglios positivos hubo 29 casos con Ki67 < 14% siendo 19
supervivientes libres de enfermedad (65,5%) y 23 casos con Ki67 > 14% siendo 11
supervivientes libres de enfermedad (47,8%). Sin diferencias estadisticas significativas
en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,090) (Fig.94).
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Figura 94. Supervivencia Libre de Enfermedad: Ki67 (umbral 14%) en pacientes con Ganglios

Positivos (p=0,090)
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» Ki67 (umbral 20%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

Se registraron en los 52 casos de ganglios positivos 31 casos con Ki67 < 20% siendo 19
supervivientes libres de enfermedad (61,3%) y 21 casos con Ki67 > 20% siendo 11
supervivientes libres de enfermedad (52,4%). No hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,262) (Fig.95)
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Figura 95. Supervivencia Libre de Enfermedad: Ki67 (umbral 20%) en pacientes con Ganglios
Positivos (p=0,262)

» Ki67 (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

En los 52 casos de ganglios positivos hubo 43 casos con Ki67 < 40% siendo 23
supervivientes libres de enfermedad (53,5%) y 9 casos con Ki67 > 40% siendo 7
supervivientes libres de enfermedad (77,8%). La supervivencia libre de enfermedad
media en las pacientes con ganglios positivos y Ki67 < 40% fue de 99,1 meses (+/- 8,6)
y en los casos con ganglios positivos y Ki67 > 40% fue de 99,0 meses (+/- 13,0). No
hubo diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia libre de
enfermedad (p=0,309).
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8. ESTADIO CLINICO

En nuestro estudio, se registraron 36 casos Estadio | y de esto grupo hubo 26
supervivientes libres de enfermedad (72,2%), 36 casos Estadio 1A y de esto grupo hubo
29 supervivientes libres de enfermedad (80,6%), 18 casos Estadio 1IB y de esto grupo
hubo 10 supervivientes libres de enfermedad (55,6%) y en el grupo de 22 casos con
Estadio I11A hubo 11 supervivientes libres de enfermedad (50,0%). La supervivencia
libre de enfermedad media en las pacientes con tumor Estadio | fue de 119,6 meses (+/-
8,3), en las pacientes con tumor Estadio IIA fue de 127,5 meses (+/- 7,6), en las
pacientes con tumor Estadio 1B fue de 96,1 meses (+/- 14,5) y en los casos con tumor
Estadio IlIA fue de 90,7 meses (+/- 9,9). Se registraron diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,032) (Fig.96).
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Figura 96. Supervivencia Libre de Enfermedad y Estadio Clinico (p=0,032)
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9. SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ

Se registraron 11 casos “Luminal A” y de esto grupo hubo 10 supervivientes libres de
enfermedad (90,9%), 73 casos “Luminal B” y de esto grupo hubo 51 supervivientes
libres de enfermedad (69,9%), 6 casos “HER2” y de esto grupo hubo 4 supervivientes
libres de enfermedad (66,7%) y en el grupo de 22 casos con “Basal Like” hubo 11
supervivientes libres de enfermedad (50%). La supervivencia libre de enfermedad
media en las pacientes con tumor “Luminal A” fue de 93,7 meses (+/- 2,1), en las
pacientes con tumor “Luminal B” fue de 116,8 meses (+/- 6,0), en las pacientes con
tumor “HER2” fue de 107,1 meses (+/- 22,1) y en los casos con tumor “Basal Like” fue
de 90,5 meses (+/- 12,1). Se registraron diferencias estadisticas significativas en las

curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,013) (Fig. 97).
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Figura 97. Supervivencia Libre de Enfermedad y Subtipo Molecular Subrogado IHQ (p=0,013)
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» SUBTIPO MOLECULAR SUBROGADO IHQ (Luminal vs No-luminal)

En el grupo “No-luminal” la supervivencia fue del 53,6% Yy en el “Luminal” fue del
72,6%. La estimacion de la supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes
con tumores “Luminal” fue de 119,9 meses (+/- 5,4), mientras que en los casos con
tumores “No-luminal” fue de 94,6 meses (+/- 10,8). Hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,039) (Fig.98).
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Figura 98. Supervivencia Libre de Enfermedad en tumores “Luminales” y “No-luminales”
(p=0,039)

10.TELOMERASA

Se registraron 57 casos con THOR < 40% y de esto grupo hubo 37 supervivientes libres
de enfermedad (64,9%) y en el grupo de 55 casos con THOR > 40% hubo 39
supervivientes libres de enfermedad (70,9%). La supervivencia libre de enfermedad
media en las pacientes con THOR < 40% fue de 107,0 meses (+/- 7,3), mientras que en
los casos con THOR > 40% fue de 119,6 meses (+/- 6,5); sin diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,346) (Fig. 99).
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Figura 99. Supervivencia Libre de Enfermedad en funcion de THOR (umbral 40%) (p=0,346)

» THOR (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS NEGATIVOS

En los 27 casos THOR < 40% la tasa de supervivencia libre de enfermedad fue del
70,4% y. 26 casos THOR > 40% con una supervivencia libre de enfermedad media del
84,6%. No hubo diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia
libre de enfermedad (p=0,269) (Fig.100).
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Figura 100. Supervivencia Libre de Enfermedad y THOR (umbral 40%) en pacientes Ganglios
Negativos (p=0,269)
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» THOR (umbral 40%) en grupo de GANGLIOS POSITIVOS

En los 59 casos de ganglios positivos hubo 30 casos con THOR < 40% siendo 18
supervivientes libres de enfermedad (60,0%) y 29 casos con THOR > 40% siendo 17
supervivientes libres de enfermedad (58,6%).

La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes con ganglios positivos y
THOR < 40% fue de 98,9 meses (+/- 10,9) y con ganglios positivos y THOR > 40% fue
de 108,3 meses (+/- 9,3).

No hubo diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia libre de

enfermedad (p=0,741) (Fig.101)
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Figura 100. Supervivencia Libre de Enfermedad y THOR (umbral 40%) en pacientes con
Ganglios Positivos (p=0,741)
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> THOR (umbral 40%) en grupo de TAMANO PEQUENO < 2CM

En los 54 casos, con tumores de tamafio pequefio < 2 cm, se registraron 31 casos con
THOR < 40% siendo 21 supervivientes (67,7%) y 23 casos con THOR > 40% siendo 18
supervivientes libres de enfermedad (78,3%).

La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes con tumor de tamafo
pequeiio <2 cm y con THOR < 40% fue de 114,1 meses (+/- 8,7), mientras que en los
casos con tumor de tamario pequefio <2 cm pero con THOR > 40% fue de 124,8 meses
(+/- 10,1). No hubo diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia

libre de enfermedad (p=0,436) (Fig.101).
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Figura 101. Supervivencia Libre de Enfermedad y THOR (umbral 40%) en pacientes
con tumores de Tamaio <2 cm (p=0,436)
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> THOR (umbral 40%) en grupo de TAMANO GRANDE > 2CM

Se registraron en los 58 casos con tumores de tamafio grande > 2 c¢cm, 26 casos con
THOR < 40% siendo 16 supervivientes libres de enfermedad (61,5%) y 32 casos con
THOR > 40% siendo 21 supervivientes libres de enfermedad (65,6%). La estimacion de
la supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes con tumor de tamafo
grande > 2 cm y con THOR < 40% fue de 89,6 meses (+/- 10,6), mientras que en los
casos con tumor de tamario grande > 2 cm pero con THOR > 40% fue de 115,7 meses
(+/- 8,5). No hubo diferencias estadisticas significativas en las curvas de supervivencia

libre de enfermedad (p=0,425) (Fig. 102).
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Figura 102. Supervivencia Libre de Enfermedad y THOR (umbral 40%) en pacientes con
tumores de Tamafio > 2 cm (p=0,425)
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» THOR (umbral 40%) en grupo de “LUMINALES”

En los 84 casos de tumores “Luminales” hubo 44 casos con THOR < 40% siendo 32
supervivientes libres de enfermedad (72,7%) y 40 casos con THOR > 40% siendo 29
supervivientes libres de enfermedad (72,5%). La supervivencia libre de enfermedad
media en las pacientes con tumor “Luminal” y THOR < 40% fue 117,8 meses (+/- 7,3)
y con tumor “Luminal” y THOR > 40% fue 120,2 meses (+/- 7,8). No hubo diferencias

estadisticas significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,990).

» THOR (umbral 40%) en grupo de “NO-LUMINALES”

En los 28 casos de “No-luminales”, hubo 13 casos THOR < 40% con 5 supervivientes
libres de enfermedad (38,5%) y 15 casos THOR > 40% con 10 supervivientes libres de
enfermedad (66,7%). La supervivencia libre de enfermedad media en las pacientes con
tumor “No-luminal” y THOR < 40% fue de 60,7 meses (+/- 13,3) y con tumor “No-
luminal” y THOR > 40% fue de 117,1 meses (+/- 11,2). Hubo diferencias estadisticas

significativas en las curvas de supervivencia libre de enfermedad (p=0,032) (Fig.103).
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Figura 103. Supervivencia Libre de Enfermedad y THOR (umbral 40%) en pacientes con
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V. DISCUSION

El cancer de mama es una enfermedad de especial relevancia, considerando que es el
tumor maligno de mayor incidencia y mortalidad entre las mujeres europeas, por lo
que constituye un importante problema de salud puablica en los paises desarrollados.
Programas como Surveillance Epidemiology and End Results (SEER) de Estados
Unidos han analizado los cambios en los patrones de incidencia, mortalidad y
supervivencia en cancer, confirmando que, especificamente, el cancer de mama es la

causa mas frecuente de muerte en mujeres entre los 40 y 55 afios.*”®

Espafia presenta una tasa de incidencia menor a la media de Europa, ocupando una
posicion intermedia entre los paises occidentales y del este de Europa, aunque también
se trata del tumor maligno més frecuente entre la poblacion femenina. Segln la
Agencia Internacional de Investigacion del Cancer (IARC), la tasa de incidencia
estandarizada estimada para Espafa fue de 93,6 casos por 100.000 mujeres-afio en

2006, frente a los 110 casos por cada 100.000 muijeres en Europa.*’

De acuerdo con los datos de la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN), el
cancer de mama ha sido en 2015, el tumor mas frecuentemente diagnosticado en Espafia
en la mujer (27.747 casos). En Andalucia es el tumor maligno mas frecuente en las
mujeres, con una incidencia de 2.500 nuevos casos por afio (67 casos por cada 100.000
mujeres). Es, a su vez, la primera causa de muerte por cancer en el colectivo femenino,

con una tasa bruta de mortalidad de 24,1 por cada 100.000 habitantes.'™

Aunque la incidencia del cancer de mama en Portugal es inferior a la media europea, es

el tumor maligno mas frecuente en las mujeres, con una tasa de incidencia de 60 casos
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por cada 100.000 mujeres.”® La incidencia ha ido progresiva y regularmente

aumentando entre los afios de 2009 y 2010, con un 4% mas de nuevos casos.

Segun los datos de la OECD, en 2013, Portugal registrdé una de las mas bajas tasas de
mortalidad en Europa, similar a la de Espafia, Suecia, Chipre, Republica Checa, Polonia
y Finlandia. Las tasas de mortalidad por cancer de mama han disminuido en la
poblacién portuguesa en la ultima década, con una variacion de -2% anual y se

mantiene estabilizada desde 2010."®

Si bien que la tasa de incidencia del cAncer de mama en Portugal es mayor en las zonas
litorales, la tasa de mortalidad es mayor en las zonas del interior del pais. En general, las
tasas de mortalidad parecen diferir entre las regiones geogréficas de Portugal, con una
tasa de mortalidad de 9,5 / 1 000 habitantes en la regién de Lisboa, 14,4 / 1 000 en
Alentejo, 11,6 / 1 000 en Algarve y 11,0 / 1 000 en la Regién Auténoma de Madeira.!
Los factores implicados pueden incluir factores demograficos y aspectos
socioecondémicos, caracteristicas bioldgicas de los tumores y acceso a la atencién

médica.'”

> DESCRIPCION GENERAL DE LA SERIE

Nuestro estudio ha tratado de conocer la relevancia de la actividad de la telomerasa en
el comportamiento evolutivo del céncer de mama, asi como su relacion con la

proliferacion celular.

Para ello se han estudiado 112 pacientes con carcinoma invasivo de mama,
seleccionados de una serie de 320 casos procedentes de los hospitales de Faro y

Portiméo que integran el Centro Hospitalario del Algarve (Portugal).
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Las pacientes fueron clasificadas de acuerdo con criterios anatomopatolégicos de
extension local y regional del tumor, y valoracién de los indicadores habituales de
agresividad biologica tumoral y predictivos de respuesta al tratamiento, tanto de tipo

histopatoldgico como inmunohistoquimico.

Consideramos que nuestra serie es similar a otras encontradas en la literatura tanto en

cuanto a los parametros clinicos como anatomopatologicos o de tratamiento.

En esta serie, la relacién postmenopausica / pre-menopausica es de 2:1 ocasionando una

elevacion de la edad media por un exceso de pacientes postmenopausicas.

El tamafio tumoral mostré porcentajes similares de tumores T1 y T2 (48,2 y 51,8%,

180 o] tamarfio tumoral en el

respectivamente). De acuerdo con Cianfrocca M y cols,
cancer de mama se correlaciona con la presencia y numero de ganglios linfaticos
axilares implicados y es un factor prondstico independiente también relacionado con la

recurrencia, lo que, aunque en parte se refleja en los resultados de nuestro estudio, no

logra una significacion estadistica.

La mayor parte de nuestra casuistica corresponde al tipo histolégico de carcinoma
ductal invasor (80,3%), siendo el més frecuente de todos, junto a un 17% de carcinomas
lobulillares, y escasa representacion de otros tipos histoldgicos, como es habitual en

otras series.

En nuestro estudio, los carcinomas de mama moderadamente diferenciados fueron los
mas frecuentes con 67% (75 casos), seguidos de los pobremente diferenciados con 26
casos (23,2%), y 11 casos (9.8%) de bien diferenciados. Tal como se refleja en otros

estudios, la supervivencia de los carcinomas bien diferenciados o grado | en nuestra
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serie es bastante superior a la de los grados Il y Il1, aunque debido al pequefio nimero

de casos de grado | no se ha obtenido significacion estadistica.

En nuestro estudio, un 47,3% (53 casos) de las enfermas presentaban ausencia de
afectacion ganglionar axilar. Numerosos estudios concluyen que el indicador pronostico
mas importante para los pacientes con cancer de mama en estadio temprano es la
presencia o ausencia de afectacion de los ganglios linfaticos axilares, lo que también
sustentan los resultados de nuestra casuistica tanto en relacion con la supervivencia

global como con el intervalo antes de recidiva.

Respecto a los marcadores tumorales, el porcentaje de tumores con expresion de
receptores hormonales (75%) se encuentra dentro del rango habitual. También es
coincidente con lo establecido en la literatura el hallazgo de una mejor supervivencia
global y libre de enfermedad en las pacientes con positividad inmunohistoquimica bien

de receptores de estrégenos, de receptores de progesterona, o de ambos.

En nuestra serie, se registraron solo 16 casos (14,3%) con positividad para Her2, lo que
se encuentra en el limite bajo de la normalidad. Aunque, segin Cianfrocca M y cols,**
la sobreexpresion de Her2 estd asociada a tumores mas agresivos, no hemos podido
constatar este hecho en la supervivencia de las pacientes, probablemente por la

administracion de terapia dirigida.

El subtipo molecular subrogado a IHQ maés frecuente encontrado en nuestra casuistica
fue el Luminal, principalmente el Luminal B, seguido del Basal Like con un 19,6% (22
casos), Y el menos frecuente fue el HER2 positivo con un 5,4% (6 casos). Al igual que

en la literatura, en nuestro grupo de pacientes los carcinomas de subtipo basal son los
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que peor supervivencia presentaron, mientras que los de subtipo luminal se relacionaron

con el mejor prondstico.

En relacion al tratamiento realizado a las pacientes, una ligera mayoria fue sometida a
cirugia conservadora o tumorectomia (50,9%). DeSantis CE,*® en un estudio reciente,
expuso que, en los Estados Unidos, entre las mujeres con cancer de mama en estadio
temprano (I o 1), el 58% se sometio a cirugia conservadora de mama. La mayoria de los
pacientes de nuestro estudio se encontraban en estadios | o Il (80,3%), por lo que puede
considerarse como correcta la tasa de cirugia conservadora. Como es también habitual,
la mayoria de las pacientes recibieron quimioterapia, incluyendo trastuzumab si estaba

indicado, y radioterapia local.

En la evolucién de las pacientes se observé un bajo porcentaje de recidivas regionales
(3,57%), mientras que las recidivas a distancia representaron el 19,6%. Con un
seguimiento de hasta 140 meses, la supervivencia global media fue de 115,4 meses, que

puede considerarse dentro de los estandares en el cancer de mama.

> PROLIFERACION CELULAR MEDIDA CON K167
Nuestro trabajo ha prestado especial atencién a la proliferacion celular cuantificada
mediante inmunohistoquimica de Ki67 y su relacion con la actividad de telomerasa.
Dado que no existen umbrales universalmente aceptados que dividan a los tumores de
mama en baja y alta proliferacion, en nuestro estudio se analizaron los umbrales del
14%, 20% y 40%. Los dos primeros por haber sido recomendados en consensos
internacionales de expertos en St Gallen, y el de 40% por haber verificado, en nuestra
propia casuistica, ser el que mayor significacion estadistica obtuvo en la correlacion con

otros parametros anatomopatoldgicos.
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Los resultados de este estudio se suman a la experiencia reflejada en la literatura sobre
Ki67 en el cancer de mama y su relacion con el grado histoldgico, la expresion de

marcadores inmunohistoquimicos hormonales y la sobreexpresion de Her2.

Al estudiar la relacién entre el porcentaje de células marcadas con Ki67 y el grado
histologico, se observaron diferencias estadisticamente significativas, demostrando que
los carcinomas con proliferacion elevada eran mayoritariamente pobremente

diferenciados.

En la relacion entre Ki67 y receptores hormonales, también se advirtieron diferencias
estadisticamente significativas, con los casos receptores hormonales positivos en mayor
porcentaje en el grupo de baja proliferacion. Esta relacion entre la existencia de
expresion y una baja proliferacion se advirtié tanto con receptores de estrogenos como

con receptores de progesterona, con altos niveles de significacion.

Igualmente, se observaron diferencias estadisticamente significativas en la relacion
entre Ki67 y Her2. Los casos Her2 negativos ocurrieron en mayor porcentaje en el

grupo de baja proliferacion.

A tenor de las correlaciones con los parametros inmunohistoquimicos, es consecuente
con ello la relacién observada entre la proliferacion celular y el subtipo molecular
subrogado inmunohistoquimico, en la que se asoci6 una proliferacion elevada a subtipos
no Luminales, preferentemente basal, mientras que el subtipo Luminal A se encontraba

generalmente asociado a un bajo nivel de proliferacion.

A pesar de todo ello, no hemos observado en nuestra serie relacion entre la proliferacién

celular cuantificada con inmunohistoquimica de Ki67 y la supervivencia, para ningun de
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los umbrales considerados (14%, 20% y 40%), ni considerando subgrupos como
ganglios afectados y no afectados. Unicamente, en el subgrupo de ganglios negativos,
con un umbral del 20%, se observo, de forma significativa, una mejor supervivencia

para los casos con indice de proliferacion elevado.

En relacion con esta ausencia de valor prondstico, tampoco se encontré relacion
estadisticamente significativa entre Ki67 y el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar,

y el estadio clinico.

Sin embargo, son bastantes los trabajos que apoyan el valor pronéstico de Ki67.

182

Shandiz FH y cols,™ en un estudio de 106 casos de cancer de mama, consideraron que

el Ki67 es un factor de pronéstico independiente para la supervivencia en las pacientes

183

con céancer de mama. Acevedo F y cols,” en un estudio de 133 casos de céancer de

mama, concluyeron que un Ki67 elevado se asocia a peor prondstico y es un factor

184 &n un estudio de 800 casos de cancer

predictor independiente. Thangarajah F y cols,
de mama, analizaron el papel del Ki67 como biomarcador de diagnostico y prondstico,
constatando que el Ki67 es importante para distinguir entre los subtipos luminal A y
luminal B en casos Her2 negativos, y por tanto, tiene un impacto prondstico en

pacientes con tumores hormonales positivos y Her2 negativo. Tashima R y cols,*® e

n
un estudio de 4329 pacientes con cancer de mama, concluyen que el indice Ki67 es un
biomarcador importante como indicador de proliferacion celular en carcinomas y se

considera un factor prondstico eficaz para el cancer de mama.

No obstante, en la metanalisis realizada por Stuart-Harris R y cols, existe un 20% de
series en las que no se encuentra relacién del Ki67 con la supervivencia.’® Una de las

causas de esta falta de unanimidad es probablemente la ausencia de acuerdo en la
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definicién del umbral que separe los tumores en baja y alta proliferacion, asi como la
dificultad de establecer criterios homogéneos para la realizacion del contaje de células

187 existen considerables

marcadas. Pero también, como demuestran Acs B y cols,
diferencias en la capacidad para detectar células tumorales proliferantes entre diferentes
anticuerpos que detectan Ki67 y este hecho afiade una notable dificultad para diferenciar

los grupos de pacientes con carcinomas de mama de bajo y alto riesgo.

> TELOMERASA COMO MARCADOR DE CANCER DE MAMA
La transcriptasa humana inversa de la telomerasa (hnTERT), juega un papel importante
en la senescencia celular pero también en la tumorigénesis. Se considera que alrededor
del 85% de las células cancerosas muestran actividad de la telomerasa, que rara vez es

detectable en las células sométicas. Yongxin Wu y cols,*®®

consideran que TERT se
expresa en el 80-90% de los tumores humanos, y en la mayoria de las células
cancerosas, pero no en la mayoria de los tejidos normales y células somaticas, siendo un
biomarcador prometedor para el diagnostico temprano, clasificacion molecular,
evaluacion del prondstico, y desarrollo terapéutico para el cancer. En base a este hecho,

la utilidad de la telomerasa como marcador tumoral ha sido ampliamente investigada en

carcinomas de diversas localizaciones.

Vinagre J y cols,*®

en sus estudios, encontraron la presencia de mutaciones en el
promotor TERT en canceres del sistema nervioso central (43%), vejiga (59%), tiroides

(10%) y melanoma (29%).

190

Wang X y cols,”™ en un estudio de 53 casos con carcinoma de la vejiga y 26 casos con

carcinoma de la préstata, concluyeron incluso que las mutaciones del promotor TERT
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son de utilidad en el diagnostico diferencial entre los carcinomas de la vejiga y los

carcinomas de la prostata.

Castelo-Branco P y cols, """/

recientemente han identificado un area especifica en el
promotor TERT, denominada THOR (“TERT Hypermethylated Oncological Region”),
que esta hipermetilada sélo en canceres que expresan TERT y no esta hipermetilada en
los tejidos normales. Estos autores constataron que THOR puede predecir la evolucién y
la progresion tumoral en varios subgrupos de canceres pediatricos. En el cancer de
préstata, sus hallazgos confirman que THOR tiene validez diagndstica no solo para

diferenciar el tejido prostatico neoplasico del normal, sino también como marcador

prondstico del adenocarcinoma prostatico.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido comprobar el valor de la hipermetilacion de
una regién promotora de la Telomerasa (THOR) como marcador especifico de
malignidad. En nuestro estudio, se han constatado valores de metilacion de ADN
menores al 20% en todos los casos de tejido mamario normal, mientras el 93,75% de los
casos de cancer de mama invasivo, tuvieron valores de hipermetilacion superiores a ese
20%, lo que apoya la validez de esta determinacion como marcador de neoplasia

maligna, por su elevada sensibilidad y completa especificidad.

Estos resultados estan en sintonia con los del Centro de Caracterizacion del Genoma de

la Universidad Johns Hopkins y de la Universidad del Sur de California

TCGA,W0719L1921983.194195  reslizados con la Plataforma de Sequenciacién de ARN

Illumina HiSeq 2000, y del Centro de Caracterizacion Gendmica TCGA de la

177,191,192,193,194,195

Universidad de Carolina del Norte que demuestran que el gen de la

transcriptase inversa de la telomerasa (TERT) esta hipermetilado y sobreexpresado en
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el cdncer de mama, poniendo de relieve la utilidad y importancia de la metilacién de
ADN telomerasa como marcador tumoral en el cancer de mama.'*®**"*® Otros varios
estudios demuestran la positividad de hTERT entre 50 y 90% en el cancer de mama,
mientras que no observan actividad en las células normales de tejido
mamario.®310>19920020L.202 1y g serje de 102 lesiones mamarias malignas y 20 tejidos
mamarios sanos, Kulic y cols'’ demostraron que la actividad de la telomerasa en el
cancer de mama es significativamente mayor en comparacién con la actividad en el

tejido mamario normal, en consonancia con nuestros hallazgos.

> TELOMERASA COMO FACTOR PRONOSTICO EN CANCER DE MAMA
Ademas de como marcador tumoral, la actividad de la telomerasa también ha sido
analizada por su posible valor pronostico en diversos tipos de cancer, observandose
generalmente que la expresion de TERT se correlaciona positivamente con la
progresion del tumor, lo que sugiere que los niveles de TERT determinan la agresividad

en el cancer.®®

Castelo-Branco P y cols, 07134177

observaron que la regulacion de genes epigenéticos a
través de la metilacion del ADN se asocia con el pronostico en multiples canceres,

incluyendo el de cerebro y el cancer de proéstata.

En el carcinoma gastrico se ha demostrado, mediante analisis de la metilacion del
promotor TERT, que, ademas de la afectacion ganglionar, la metilacion de TERT es el
unico factor relacionado con la supervivencia global, tanto en anélisis univariado como
multivariado, por lo que los autores proponen su andlisis como factor prondstico en
estos pacientes. Ademas, se encontré correlacion con la extension tumoral (T) y la

afectacion ganglionar (N), asi como a la invasion linfovascular o neural, lo que sugiere
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que una elevada actividad de telomerasa contribuye a la invasion de la pared gastricay a

la aparicion de metéstasis en ganglios.*®®

190

Wang X y cols,”™ en un estudio de 17 pacientes con carcinoma urotelial sarcomatoide

del tracto urinario superior también concluyeron que la presencia de mutaciones en el

188 consideran

promotor de TERT es un factor de mal pronostico. Yongxin Wu y cols,
que la actividad de la telomerasa se observa en aproximadamente el 90% de todos los
tumores malignos y que su deteccion puede predecir mal pronostico en meningiomas,

carcinomas hepatocelulares, cancer de pulmén no microcitico, cancer de mama y

neuroblastomas.

Diversos autores han observado también utilidad prondstica en la determinacion de la
actividad telomerasa en tumores de otras varias localizaciones como en neuroblastomas,

cancer de ovario y cancer de cuello uterino. 10788203

Robert Bell y cols,?®*

refieren que las mutaciones descubiertas en el promotor TERT se
encuentran entre las alteraciones genéticas mas comunes observadas en maltiples tipos
de céncer, revelando un mecanismo bioldgico potencialmente causal que aumenta la
actividad de la telomerasa en los tumores.”?%® Especificamente, una de las dos
posiciones, G228A o G250A, estd mutada en el 20% de los meduloblastomas, el 44%
de los carcinomas hepatocelulares, el 66% de los carcinomas uroteliales de la vejiga, el
71% de los melanomas y el 83% de los glioblastomas,” lo que las convierte en las
mutaciones de un solo nucle6tido mas recurrentes observadas en estos tipos de cancer.
Tanto las mutaciones G228A como G250A estan asociadas con una mayor expresion de

TERT vy actividad de la telomerasa, y tienen poder pronostico en el cancer de la vejiga y

en los glioblastomas.
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Tanto el acortamiento del telomero como la activacion de la telomerasa se han
estudiado también en el cancer de mama y se han correlacionado con mal pronostico.

Ceja-Rangel y cols,?”’

consideran que la longitud del telémero y la actividad de la
telomerasa son dos biomarcadores Utiles como factores de prondéstico, en la evaluacion
de la capacidad invasiva y la agresividad de las células tumorales de pacientes con

cancer de mama.

Hoos A y cols,?®

en un estudio retrospectivo de 25 pacientes con cancer de mama,
encontraron una correlacion significativa entre la actividad enzimatica y el tamafio del
tumor, el estado de los ganglios linfaticos y el estadio, ademas de una asociacion entre

el aumento de telomerasa y la progresion tumoral.

En su serie de 102 lesiones mamarias malignas y 20 tejidos mamarios sanos, Kulic y
cols,*® demostraron que los pacientes de cancer de mama con mayor actividad de
telomerasa tuvieron una supervivencia libre de enfermedad y una supervivencia global a

10 afios significativamente menor que aquellos con actividad de telomerasa més baja.

Sin embargo, en otros estudios de carcinoma de mama no se ha constatado la utilidad
prondstica de la telomerasa. Mokbel K y cols,®® en un estudio de 45 casos de
carcinoma de mama, compararon la actividad de la telomerasa con datos
clinicopatologicos y no encontraron diferencias significativas en la tasa de

supervivencia global ni en la supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos.

144 en un estudio de 348 casos de carcinoma de

Otros autores, como Lingeng Lu y cols,
mama, asocian la validez pronostica de la telomerasa al tipo de tratamiento

administrado. Mientras que los pacientes tratados con quimioterapia con alta expresion
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de telomerasa respondieron mal a la quimioterapia y tuvieron resultados desfavorables
en términos de supervivencia global y libre de enfermedad, no se constaté este hecho en
los casos tratados con terapia endocrina, en los cuales, por el contrario, la supervivencia
mejord. En las pacientes tratadas con quimioterapia seguida de terapia endocrina, no se
registraron diferencias en la supervivencia de las pacientes, independientemente de
existir una alta o baja expresion de la telomerasa. Estos hallazgos sugieren que la
relevancia pronostica de actividad de la telomerasa puede estar en relacién con la

eleccion del tratamiento adyuvante en el cancer de mama.

La relacion entre los niveles de actividad telomerasa y otros parametros prondsticos en

el cancer de mama ha sido también abordada en el estudio de Kulic y cols,**°

en el que
se correlacionaron positivamente con el tamafio del tumor, el estado de los ganglios
axilares, el grado histolégico, la expresion de Her2 y la proliferacion celular con Ki67,
aunque no con receptores de estrogenos o progesterona o la edad de los pacientes. Sin

144 encontré una asociacion con el tamario del

embargo, el estudio de Lingeng Lu y cols,
tumor, pero no con la afectacion de ganglios linfaticos o el estado del receptor
hormonal. Los autores describen que los pacientes con hipermetilacion de THOR fueron
mas propensos a tener enfermedad en estadio Ill, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Estos resultados estan en acuerdo con los de Salhab M y

cols,?°

que tampoco encontraron asociacion de la telomerasa con el estadio clinico, ni
con el grado tumoral; aunque las pacientes con tumores de grado 3 parecian tener una
mayor expresion de telomerasa, las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.
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Recientemente, se han comunicado evidencias de que la longitud de los telémeros esta
asociada con el tamafio del tumor, la metastasis de los ganglios linfaticos, el grado
histoldgico y subtipos de tumores mamarios especificos. Los telomeros mas cortos en el
tejido tumoral se han relacionado con subtipos méas agresivos, incluyendo tumores
Luminal B, HER2 y Basal Like. Otros estudios han demostrado una reduccién de la
longitud de los telémeros en los tumores mamarios de grado 3 y correlacion con la

aneuploidia, la existencia de metéstasis en ganglios linfaticos y estadios mas elevados.

No obstante, Jing Shen y cols,?*

en un amplio estudio prospectivo de cancer de mama
con 1.026 pacientes y un tiempo de seguimiento de hasta 9,4 afios, no observaron
correlacion significativa entre la longitud de los telémeros y la supervivencia general

del cancer de mama. Unicamente, la mayor longitud de los telémeros se asocid

significativamente con peor prondéstico para el subgrupo Her2.

En nuestro estudio, se considerdé Unicamente el umbral del 40% por tener una
distribucion mas homogeénea entre las pacientes. Con los umbrales de 15% o 20%, que
diferenciaban tejido tumoral de normal, la gran mayoria de los carcinomas pertenecian

al grupo de hipermetilados, lo que imposibilitaba cualquier comparacién estadistica.

Teniendo en cuenta el umbral de 40%, no se observd relacion estadisticamente
significativa entre THOR con el tamafio tumoral, tipo histologico (ductal vs no ductal),
grado histologico, invasion vascular, afectacion ganglionar, estadio, receptores

hormonales, Her2 o el subtipo molecular.

En el estudio de supervivencia, tampoco observamos diferencias significativas entre los

carcinomas con o sin hipermetilacion (umbral 40%), tanto si consideramos la poblacién
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general, como cuando se analizé en poblaciones diferenciadas (con ganglios afectados o
no, tamafio tumoral mayor y menor de 2 cm, subtipo Luminal). Unicamente, en el
subgrupo de tumores ‘“No-luminales” se registraron diferencias estadisticas
significativas en las curvas de supervivencia, indicando una mayor supervivencia en

pacientes con carcinomas con THOR elevado.

A excepcion de esta Ultima caracteristica, los resultados de nuestra serie de carcinomas
de mama no apoyan el caracter pronostico de la actividad telomerasa, ni su relacion con
otros pardmetros clasicos pronosticos en el cancer mamario. A la vista de estos
hallazgos y de lo expuesto en la literatura, consideramos que se trata de un tema
controvertido que precisa de una investigacion mas amplia, con cohortes de pacientes

MA&s numerosas.

En relaciéon a nuestro hallazgo de una mayor supervivencia en pacientes con THOR
elevado y subtipo “No-luminal”, los resultados podrian estar relacionados con el estudio

de Lingeng Lu y cols,**

en el que se observo una relacion entre alta expresion de
telomerasa y menor supervivencia en pacientes tratados con quimioterapia, y mayor en
los casos tratados con terapia endocrina, considerando que en los tumores “No-

luminales” se utiliza la quimioterapia pero no tratamiento hormonal. No obstante, los

resultados serian de signo contrario a los de estos autores.

> TELOMERASA Y PROLIFERACION CELULAR

Los resultados de diversos estudios reflejados en la literatura, parecen indicar que la
actividad de la telomerasa estd frecuentemente asociada con la proliferacion celular y

sugiere que puede haber regulacion en algunos tipos de tejidos y células. Greider CW y

132



149

cols,”™ concluyeron que la telomerasa podria ser un mejor marcador que Ki67, MIB1, o

otros marcadores de proliferacion en el diagndstico del cancer.

208 an sy estudio en cancer de mama, ademas de la

En el estudio de Hoos A y cols,
relacion entre telomerasa y otros factores pronosticos, se analizo también la actividad de
la telomerasa en tumores tratados con quimioterapia y no tratados, observandose sin
excepcion, que la actividad de la telomerasa se redujo fuertemente en todos los tumores
tratados con quimioterapia en comparacion con los tumores no tratados. De ello se
puede deducir que la actividad de la telomerasa se asocia o parece reflejar los efectos

anti-proliferativos de la quimioterapia, por lo que concluyen que la telomerasa es un

factor importante para el control de la capacidad de proliferacion celular

En nuestro estudio, no observamos relacion estadisticamente significativa entre THOR
(umbral de 40%) y proliferacién celular medida con Ki67, tanto si utilizabamos el
umbral del 14%, del 20% o del 40%. Por tanto, de nuestros resultados no se puede
inferir la existencia de relacién entre la hipermetilacion de ADN de telomerasa y la

proliferacion celular.
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VI. CONCLUSIONES

Primera. La determinacion de la hipermetilacion de THOR en tejido de cancer de
mama es una prueba Gtil como marcador de neoplasia maligna invasiva, con un elevado
nivel de sensibilidad y especificidad. La posibilidad de realizarse en tejido incluido en

parafina permite su aplicacion en el diagnostico histopatolégico habitual.

Segunda. Los resultados de este estudio no permiten establecer una relacion entre
actividad telomerasa, utilizando THOR como marcador, con parametros pronosticos
clinico-patoldgicos clasicos como el tamafio, el grado histopatoldgico o la afectacion
ganglionar. Tampoco demuestra la existencia de diferencias en la actividad telomerasa
de carcinomas con diferente expresion de receptores hormonales, de Her2 o con suptipo

molecular distinto.

Tercera. La proliferacion celular cuantificada mediante inmunohistoquimica de Ki67,
se asocia a pardmetros relacionados con la agresividad tumoral en el cancer de mama,
como el grado histoldgico alto, la ausencia de receptores hormonales, la expresion de
Her2 o el subtipo molecular no-Luminal. Sin embargo, no se ha encontrado relacion
alguna con el tamafio tumoral, la afectacion ganglionar, el estadio tumoral o la

supervivencia de las pacientes.

Cuarta. No se ha demostrado, en nuestra serie, la existencia de relacion entre la
actividad telomerasa y el nivel de proliferacion celular medido con Ki67, que
posiblemente se encuentre mas influenciado por la expresion de otros genes con funcion

hormonal o de factor de crecimiento.

Quinta. La actividad telomerasa no presenta relevancia prondéstica en el conjunto global
del carcinoma de mama, aunque podria ser de utilidad en el grupo de pacientes con

subtipo molecular no-Luminal.
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