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RESUMEN

Fundamento. El objetivo del trabajo ha sido la caracteriza-
cion de las alteraciones cromosdmicas en una serie de 70 carci-
nomas de mama de tipo ductal invasivo. Para identificar nuevos
marcadores citogenéticos con valor pronéstico se estudi6 la
asociacién entre las alteraciones cromosémicas, determinados
factores anatomopatologicos y la supervivencia e incidencia de
recidivas de las pacientes.

Material y métodos. Se seleccionaron 70 tumores diagnos-
ticados en el Hospital de Navarra entre 1991-1994. La técnica uti-
lizada fue la Hibridacion Genémica Comparada (CGH) aplicada a
tejidos incluidos en parafina.

Resultados. Se obtuvieron resultados satisfactorios en 57
de 70 muestras (81,4%). Las ganancias cromosémicas detecta-
das con mayor frecuencia afectaron a 8q, 17q, 1q, 20q, 11q, y 6q
y las pérdidas mas frecuentes fueron en 16q, X, 13q, 11q y 8p.
Como factores prondsticos, las ganancias en 1q y 11q13 se mos-
traron significativamente asociadas a mayor incidencia de reci-
divas de las pacientes (41,3% vs 18,5% y 50% vs 23,7%). Las pér-
didas en 16q resultaron ser el principal marcador citogenético
con valor prondstico: 100% de los tumores con pérdidas en 16q
fueron positivos para la sobreexpresion de Bel-2 y 75% no pre-
sentaron afectacion ganglionar. Ademas, 46,7% de los casos
positivos para la expresion de receptores de estrogenos tam-
bién presentaron esta alteracion.

Conclusiones. La técnica de CGH es de gran utilidad para
el -estudio de tumores incluidos en parafina. Los resultados
obtenidos confirman la conveniencia de considerar la determi-
nacién citogenética de las alteraciones presentes en el tumor
como un posible factor prondstico que contribuya a un mejor
conocimiento de la evolucién clinica del tumor.

Palabras clave: Carcinoma ductal infiltrante de mama.
Hibridacion genomica comparada. Factores prondsticos.
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ABSTRACT

Background. The aim of this study was to identify
chromosomal imbalances in a series of invasive ductal
carcinomas. In order to characterize the prognostic value of the
chromosomal aberrations, we determined the association
between genetic changes, overall survival, recurrences and
some well-known prognostic and diagnostic parameters.

Material and methods. We included in this study 70 ductal
invasive carcinomas diagnosed at the Hospital of Navarra
during 1991-1994. We used the Comparative Genomic
Hybridization Technique (CGH) for the molecular cytogenetic
analysis of formalin-fixed, paraffin embedded specimens.

Resulis. We obtained successful results in 57 out of 70
cases (81.4%). The most frequent recurring findings were DNA
gains on 8q, 17q, 1q, 20q, 11q and 6q and losses on 16q, Xp, Xq,
13q, 11q and 8p. In the survival study, gains on 1q and 11q13
were more frequent in patients with recurrence (41.3% vs. 18.5%
and 50% vs. 23.7%). Loss of 16q appears as a prognostic factor of
good outcome because of its association with good pathological
prognostic features: 100% of tumors with this aberration
showed overexpression of Bel-2, and 75% of them were node
negative. Besides, 46.7% of the positive cases for the expression
of estrogen receptors also showed this imbalance.

Conclusions. The CGH is a useful technique for the study
of paraffin embedded tumors. Our results confirm that the
cytogenetic aberrations of tumors could be considered as
prognostic factors contributing to a better knowledge of tumor
outcome,

Key words: Invasive ductal carcinoma. Comparative
Genomic Hybridization. Prognostic factors.
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INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas
frecuente en mujeres de los paises del
mundo occidental. En Espaia, representa
el 34% de las neoplasias femeninas, con
tasas de incidencia que oscilan entre los 33
y 53 casos por cada 100.000 mujeres'. En
Navarra, el incremento de la incidencia en
los Gltimos quince afios ha sido de un 60%,
pasando de presentar una tasa de inciden-
cia de 42,2 casos por 100.000 habitantes en
el periodo 1980-1984 a 67,7 en el periodo
1990-19942,

A pesar de los factores de riesgo cono-
cidos en cancer de mama, menos de la
mitad de las pacientes no pertenecen a
ninguno de los grupos de riesgo®. Ante esta
situacion, resulta imprescindible la identi-
ficacion de nuevos marcadores que permi-
tan predecir la evolucién de la enferme-
dad. Rasgos morfolégicos como el tamaiio
tumoral, el grado y la afectacién ganglio-
nar son considerados de forma uninime
como los principales factores pronésticos
en cancer de mama. Muchos marcadores
biolégicos como la expresién de los recep-
tores hormonales, Bcl-2, ErbB-2, la acumu-
lacién de p53 y otros rasgos como la proli-
feracion celular, fase del ciclo celular,
angiogénesis, invasién vascular, contenido
en ADN, etc. han sido descritos como posi-
bles factores prondsticos y predictivos®.
Sin embargo, pocos han sido aceptados en
la rutina diagnéstica de los servicios de
anatomia patologica, debido a las impor-
tantes discrepancias encontradas entre las
distintas series publicadas®.

La combinacién de marcadores pro-
noésticos convencionales y nuevos marca-
dores genéticos podria ayudar a la identifi-
cacion de subgrupos de pacientes con un
comportamiento clinico diferente al espe-
rado segin los rasgos morfoldgicos tradi-
cionales.

Recientemente se han desarrollado
nuevas técnicas de citogenética molecular,
como la Hibridacion Genémica Comparada
(CGH)*" que estan resultando de gran utili-
dad para el estudio de los tumores soli-
dos®. La CGH es una técnica de cribaje
mediante la que se detectan pérdidas y
ganancias en todo el genoma en un Gnico
experimento de hibridacion. Utiliza como
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material de estudio el DNA extraido del
tumor, lo que permite el analisis de tumo-
res sin necesidad del cultivo fresco de las
muestras, con la gran ventaja de poder uti-
lizar el material fijado en formol e incluido
en parafina. Esto posibilita la realizacion
de estudios retrospectivos en pacientes
cuya evolucion clinica se conoce. La des-
cripcién de regiones cromosOmicas fre-
cuentemente afectadas ha orientado estu-
dios moleculares para la descripcién de
genes implicados en el desarrollo y pro-
gresién de tumores.

MATERIAL Y METODOS

Fueron seleccionados 70 tumores de
mama, todos ellos de tipo ductal invasivo,
correspondientes a pacientes diagnostica-
das en el Hospital de Navarra en el periodo
comprendido entre los afios 1991 y 1994. A
partir de las historias de las pacientes se
seleccionaron los rasgos anatomopatolégi-
cos de reconocido valor prondstico como
son el tamafo tumoral, afectacién ganglio-
nar, grado histolégico, expresién de recep-
tores de estrégenos y progesterona, 3cl-2,
Erbf3-2, acumulacién de p53, contenido en
ADN y proliferacion celular (Ki67). Ademas
se calculd el indice prondstico de Notting-
ham (NPI) para cada uno de los tumores
(Tabla 1). Se recogieron también los datos
clinicos correspondientes a la presencia
de metéstasis (local, ganglionar o a distan-
cia) y la supervivencia de las pacientes.

Anailisis de las muestras mediante
CGH

La técnica utilizada para el analisis
citogenético fue la CGH. Se llevo a cabo
segln el protocolo tradicional, con peque-
flas modificaciones técnicas condiciona-
das por el estudio de tejido incluido en
parafina’. La CGH se basa en el marcaje del
ADN en estudio mediante un fluorocromo
de emisién verde y de un ADN normal de
referencia con un fluorocromo de emisién
roja. Mezclados en cantidades equimolecu-
lares, los dos ADN se utilizan como sondas
en la hibridacién sobre una metafase nor-
mal; cuando existe ganancia de material en
la muestra test, en un cromosoma (0 en
parte de él) se detectarad en esa zona una
mayor intensidad verde; serd roja en el
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Tabla 1. Resumen de los factores anatomopatolégicos analizados en la serie de 57 tumores.

n Porcentaje
Tamaiio
<2 cm 10 17,5
>2 cm 47 82,5
Grado histologico
1 3 7
Il 34 59,6
111 20 35,1
Afectacién ganglionar " :
grupo | 26 45,6
grupo II 16 28,1
grupo Il 13 22,8
perdidos * 2 3,5
Receptores de estrogenos ‘
negativo 42 73,6
positivo 15 = 26,4
Receptores de progesterona
negativo 37 65
positivo 20 35
p53
negativo 31 : 54,4
positivo 26 45,6
ErbB-2 ) ,
negativo 31 - 544 -
positivo 26 45,6
Bcl-2
negativo 16 28
positivo 41 72
Ki-67
negativo 0 0
positivo 57 100
Ploidia
diploides 15 26,3
aneuploides 41 71,9
perdidos** 1 1,8
Indice pronéstico de Nottingham
buen prondstico 10 17,5
pronéstico moderado 24 42,1
mal pronéstico 21 36,8
perdidos* 2 3,5

*Los dos casos perdidos pertenecen a pacientes que no fueron sometidas a linfadenectomia.
**No se dispuso de material suficiente de este tumor para el anlisis del contenido en ADN.

caso de la deteccién de pérdidas. La cuan-
tificacién de esa diferencia de intensida-
des se realiza mediante un equipo infor-
matico que calcula el cociente de
intensidades verde/rojo a lo largo de cada
cromosoma de la metafase (Fig. 1).

La sensibilidad de la CGH a la hora de
detectar ganancias y pérdidas viene condi-
cionada principalmente por la contamina-
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cién por células normales; en general se
calcula que es necesario una presencia de
un 30% de células tumorales para que una
alteracion pueda ser detectada”. Por ello,
en cada muestra se seleccioné la regiéon
mas representativa y con mayor compo-
nente tumoral. Ademés, la sensibilidad va
a depender del nivel y del tamaiio de la
region alterada. Un aumento de material
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Figura 1. Analisis mediante CGH del caso 6445-93. A) Imagen real de una de las metafases estudiadas.
B) Andlisis del cociente de intensidades. Fn esta muestra se detectaron ganancias en 1q,
3q22-gter, 6p, 10p, 11q, 15q24-qter, 17q24-qter, Xq y pérdidas en 3 p, 18q21-gter y Xp.

28

3

gl N JEAZ N N

n=13

S CAEIMCT

8§ 1§81

w

n=ti

n=1i

&
21

n=tl

=
n
v

ANALES Sis San Navarra 2001, Vol. 24, N° 1, enero-abril




IDENTIFICACION DE NUEVOS MARCADORES CITOGENETICOS CON VALOR...

en 50% se detecta si la region es de un
tamafo de 2Mb o mayor, y una regién que
estd amplificada y tiene un tamano de
250Kb necesita estar presente en un por-
centaje de 400%". De igual forma, cuando
una delecion estd presente en 100% del
ADN se puede alcanzar una resolucion de
entre 1 a 2 Mb™. Sin embargo, el limite real
de resolucién se encuentra entre 10 y
20Mb*®,

Analisis estadistico

Para la comparacion entre el namero
medio de alteraciones, ganancias y pérdi-
das detectadas y los factores anatomopa-
tologicos se utiliz6 el test de t de Student
para las variables distribuidas normal-
mente y el test U de Mann-Whitney para
las variables que no seguian una distribu-
cion normal. El analisis de méas de dos
muestras se llevd a cabo mediante el test
de ANOVA de un factor si la variable
seguia una distribucién normal (previo
estudio de la homoscedasticidad de las
muestras con el test de Levene), y el test

- de Kruskal-Wallis para variables no distri-

buidas normalmente.

La asociacién entre la presencia o
ausencia de una determinada alteracién y
los factores anatomopatologicos se estu-
dio6 mediante el test de contingencia (chi-
cuadrado) y prueba exacta de Fisher.

El andlisis de supervivencia se realizd
utilizando el método de Kaplan-Meier para
variables cualitativas y la regresién de Cox
univariante para variables cuantitativas.

RESULTADOS

Descripcién de las alteraciones
citogenéticas obtenidas mediante
CGH

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

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

Las alteraciones citogenéticas descri-
tas en esta serie se representan en la figu-
ra 2. Considerando conjuntamente todas
las alteraciones descritas en un mismo
brazo, las ganancias detectadas con mayor
frecuencia afectaron a 8q (63,1%), 17q
(45,6%), 1q (38,6%), 20q (26,3%), 11q (21%)
y 6q (17,5%) y las pérdidas mas frecuentes
fueron en 16q (21%), Xp y Xq (19,3%), 13q
(17,5%), 11q (15,7%) v 8p (15,7%). En la
mayor parte de los cromosomas se detec-
taron tanto ganancias como pérdidas
excepto en lq, 2, 6p, 10p, 11p, 12p y 20
donde no se detectaron pérdidas de mate-
rial. Tampoco se detectaron ganancias en
7p, 9p, 16q y 22.

La mayor parte de las alteraciones des-
critas afectaron a un cromosoma o al
brazo completo de un cromosoma, pero
también se definieron alteraciones en
regiones de menor tamano. Las mas fre-
cuentes fueron las pérdidas detectadas en
11q (afectando a la regién 11q21-qter), las
ganancias detectadas en 11q (en 11ql13),
ganancias en 8q (principalmente en la
region terminal 8q23-qter), 6q (en distintas
regiones comprendidas entre las bandas
6ql6 y q24, siendo 6q22-q23 la menor
regiéon afectada), 17q (principalmente
17q21-qter, 17q22-qter y 17q23-qter) y
ganancias en 14q (con 14q13-g21 como la
menor region involucrada en la ganancia
de material). En ocasiones, las ganancias o
pérdidas afectaron a una sola banda como
es el caso de la ganancia en 1p21, 7qll,
11q13 y 12q15.

Marcadores citogenéticos y analisis
de supervivencia

Namero de alteraciones y andlisis
de supervivencia

Se estudi6 la asociacion existente entre
el nimero de alteraciones descritas en los
tumores y la supervivencia global (SG) e
incidencia de recidivas (IR) de las pacien-
tes. No se detectaron asociaciones signifi-
cativas para el nGmero de alteraciones, las
ganancias o las pérdidas analizadas de
forma independiente.
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Figura 2. Representacién de las ganancias y pérdidas descritas en la serie de 57 tumores de mama.
Las lineas de la derecha sefalan la regién involucrada en la ganancia; las lineas de la izquier-
da la regidn involucrada en la pérdida.

Tipo de alteraciones y analisis de
supervivencia

Estudiamos la asociaciéon existente
entre la presencia y ausencia de un deter-
minado marcador citogenético y la SG e IR
de las pacientes. So6lo se observé una lige-
ra tendencia a mostrar una recidiva més
temprana a las pacientes con ganancias en
1q (p=0,063) y 11q13 (p=0,066) (Tabla 2).
Sin alcanzar un valor estadisticamente sig-
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nificativo, se observoé que las pacientes
cuyos tumores presentaron ganancias en
3q vy 12q y pérdidas de 11q, 16q o Xq pre-
sentaron una supervivencia global mayor
y una incidencia de recidivas menor que
en el caso de ausencia de estas alteracio-
nes. Por ejemplo, las pacientes en cuyos
tumores se describieron ganancias en 12q
presentaron una supervivencia a los 5
anos de 100% frente a un 73,5% en los
casos de ausencia de esta alteracién. Para

ANALES Sis San Navarra 2001, Vol. 24, N° 1, enero-abril
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Tabla 2. Resultado del anlisis de supervivencia de las pacientes en funcién de la presencia (si) o

ausencia (no) de algunos marcadores

citogenéticos. En cada casilla se indica la superviven-

cia acumulada o la incidencia de recidivas, la desviacién estandar, el namero de eventos acu-
mulados y el nimero de pacientes a riesgo.

Incidencia de recidivas
2 anos 5 anos

Ganancias 1q

(p=0,063)

si n=21
no n=27

28,4% (9,8%); 6; 15

41,3% (10,5%); 9; 12

7.5% (5,0%); 2; 25 18,5% (7,5%); 5; 22

Ganancias 11q13

(p=0,066)

si n=10
no n=38

10,5% (4,9%); 4; 34

30% (14,5%); 3; 7 50% (15,8%); 5; 5

23,7% (6,9%); 9; 29

Ganancias 20q

(p=0,039)

si n=8 12,5% (11,7%); 1; 7 25% (15,3%); 2; 6
no n=15 0% 0%
Ganancias 17q (p=0,039)
si n=8 12,5% (11,7%); 1, 7 25% (15,3%); 2; 6
no n=15 0% 0%
Supervivencia
2 anos 5 afios
Ganancias 17q (p=0,060)

si n=10
no n=15

90% (9,5%); 1; 9 80% (12,7%); 2; 8
100% 100%

el resto de los marcadores, la presencia de
las alteraciones se mostré6 mas frecuente
en pacientes de peor supervivencia.

Dado el valor pronéstico de la presen-
cia de metastasis en los ganglios axilares
estudiamos las posibles asociaciones
existentes entre los marcadores citogené-
ticos descritos y la SG e IR en las pacien-
tes-del grupo sin infiltracién ganglionar.
Las ganancias detectadas en 17q mostra-
ron una tendencia a una menor supervi-
vencia (p=0,066). Ademés, tanto las
ganancias en 17q como en 20q se asocia-
ron significativamente a una mayor inci-
dencia de recidivas (p=0,039 en ambos
casos) (Tabla 2, Fig. 3).

Asociacion entre las alteraciones
citogenéticas y factores
anatomopatologicos

Asociacion entre el niimero de alte-
raciones citogenéticas descritas y los
distintos factores anatomopatolégicos

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

Asociacion entre los distintos tipos
de alteraciones citogenéticas y los fac-
tores anatomopatolégicos

Uno de los objetivos de nuestro estu-
dio fue la caracterizacién de alteraciones
citogenéticas que puedan contribuir a
mejorar el diagnostico y el prondstico de
las pacientes con cancer de mama. Asi,
pudimos detectar una asociacién significa-
tiva entre la ganancia de material en el
brazo largo del cromosoma 1 y el tamafo
tumoral (p=0,041) de forma que el 95% de
los tumores en los que se detect6 la ganan-
cia 1q (21/22 casos) son tumores de mas
de 2 cm.

Con respecto a la afectacién ganglio-
nat, las pérdidas en 16q y 11q fueron signi-
ficativamente mas frecuentes en los tumo-
res sin afectacién ganglionar (p=0,025 y
p=0,040, respectivamente).

El resto de las asociaciones significati-
vas se presentan en la tabla 3.
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Figura 3. Supervivencia global e incidencia de recidivas en las pacientes sin infiltracién ganglionar en
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funcién de la presencia de ganancias en 17q (A) y 20q (B).

Tabla 3. Resumen de las asociaciones significativas existentes entre algunas alteraciones citogenéti-

cas descritas y determinados rasgos anatomopatoldgicos.

Rasgos asociados a buen prondstico Alteraciones cromosomicas P
Tumores sin afectacidon ganglionar Pérdidas en 16q y pérdidas en 11q g:g’g%
Tumores de bajo grado Ganancias en 14q p=0,003
Receptores de estrogenos positivos Pérdidas en 16q p<0,001
p<0,001
Receptores de progesterona positivos Gananancia en 16p, 19 y pérdidas en p=0,029
Xq p=0,021
Bcl-2 positivo Pérdida de 16q p=0,001
p53 negativo Pérdidas en 11qy 13q gzg’g%g
Tumores diploides Ganancias en 3q p=0,029
p=0,014
Baja expresion de Ki67 Ganancias en 16p, 19 y 20q p=0,044
p=0,039

Rasgos asociados a buen prondstico Alteraciones cromosomicas P
Tumores grandes Ganancias en 1q p=0,041
. . p=0,063
Tumores con recidiva temprana Ganancias en 1q yen 11q13 p-0,066
p53 positivo Ganancias en 6q p=0,016
Grupo de mal prondstico segn NPI Ganancias en 8q p=0,022
Tumores aneuploides Pérdidas en 13q p=0,027
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DISCUSION

La mayor parte de los trabajos publica-
dos de CGH en tumores s6lidos se han rea-
lizado a partir de tejido congelado®. Sin
embargo, dado que la fijacién e inclusion
en parafina ha sido hasta la fecha el prin-
cipal método de conservacion de las
muestras en los servicios de anatomia
patologica, los estudios retrospectivos se
ven condicionados a la utilizacién de este
tipo de material. La fijacion e inclusion en
parafina de las muestras provoca la frag-
mentacion del ADN y establece fuertes
uniones ADN-proteinas® que dificultan las
reacciones de marcaje en los ensayos de
CGH™. En estas condiciones la sensibilidad
en la deteccién de alteraciones cromoso-
micas es menor que en el caso de tejidos
congelados.

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

La sensibilidad alcanzada en la detec-
cion de alteraciones en nuestra serie ha
sido muy similar a la publicada en otras
series de carcinomas ductales infiltrantes
(Tabla 4). Sin embargo, cabe destacar la
deteccidn de dos alteraciones en una fre-
cuencia diferente a la publicada en el resto
de las series: las ganancias en 6q y 14q.
Las ganancias en 6q son detectadas habi-
tualmente con menor frecuencia que las
pérdidas en el mismo brazo. Sin embargo,
en nuestra serie detectamos un mayor
namero de ganancias afectando principal-
mente a la region 6q16-q24 (con 6q22-q23
como la minima regién involucrada). Sola-
mente Hermsen y col” y Kuukasjarvi y col™
han detectado ganancias afectando a las
mismas bandas, siendo mas frecuentes en
tumores aneuploides y de mal pronéstico.
En 6q22-q23 se localiza el genx c-MYBx, un
factor de transcripcién que ya ha sido des-
crito amplificado en otras series?. Las
ganancias afectando a 14ql1-q24 apenas
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han sido descritas en cancer de mama. En
un trabajo reciente en lineas celulares de
mama, utilizando la técnica de los microa-
rrays de ADN, se ha sefnalado el gen BRFI
como posible gen involucrado®.

Existen varios trabajos publicados en
los que se estudian las asociaciones exis-
tentes entre las alteraciones citogenéticas
descritas mediante la técnica de CGH y los
rasgos clinicos y anatomopatologicos en
cancer de mama®¥, pero son pocos los
que incluyen un rango tan amplio de posi-
bles marcadores como el nuestro'™# %,

De entre todas las asociaciones descri-
tas entre los marcadores citogenéticos y
factores pronésticos, la asociacién entre
las pérdidas en 16q y el pronostico de las
pacientes ha resultado ser la mas impor-
tante de la serie. Aunque las pérdidas en
16g no se mostraron significativamente
asociadas a la supervivencia y la inciden-
cia de recidivas, las pacientes cuyos tumo-
res presentaron pérdidas en 16q mostra-
ron una supervivencia mayor (83,3% uvs
71,4%) y una incidencia menor de recidi-
vas (19,0% vs 33%) que las pacientes que
no poseian esa alteracion (p=0,413 y
p=0,313, respectivamente). Con respecto a
los factores anatomopatolégicos estudia-
dos, las pérdidas en el brazo largo de este
cromosoma se mostraron significativa-
mente asociadas a tumores sin afectacion
ganglionar (75% de los tumores con pérdi-
das en 16q no presentaron afectacién gan-
glionar; p=0,025), receptores estrogénicos
positivos (el 46,7% de los receptores estro-
génicos positivos mostraron pérdidas en
16q; p<0,001), y sobreexpresion de Bcl-2
(todos los tumores con pérdidas en 16q
eran positivos para la sobreexpresiéon de
Bcl-2; p=0,014). Estos tres rasgos han sido
considerados indicadores de buen pronos-
tico en numerosas publicaciones®®,

Las ganancias en 1g se manifestaron en
nuestra serie asociadas a mal pronostico.
Por una parte, las pacientes cuyos tumo-
res presentaban dicha alteraciéon mostra-
ron una mayor incidencia de recidivas que
en ausencia de la misma (p=0,062). Ade-
mas, la presencia de este marcador se aso-
cio significativamente con tumores de mas
de 2 cm (p=0,041). Es bien sabido que el
tamano tumoral estd en relacion directa
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Tabla 4. Comparacién de las alteraciones cromosomicas descritas en varias series de tumores de
mama. De entre todos los articulos hemos seleccionado tnicamente las series que incluyen
principalmente tumores ductales invasivos. Cuando ha sido posible, en las publicaciones
que incluyen varios tipos histologicos, se han seleccionado solo los casos con carcinomas
ductales invasivos.*En esta columna se especifica el criterio de preseleccidn utilizado por el
autor. n: niimero de casos estudiado. () la frecuencia de la alteracién es menor de 15% o no

ha sido indicada por el autor!” 18 221 2628.5140,

Ganancias% Pérdidas%

n | Descripcién de los tumores* | 1q | 6q | 8q |11q | 17q} 20q | 8p | llq| 13q | 16q | Xq
Kalliomiemi, 1994 | 33 - 36 9 27 | 12 18] 18 - - - - -
Ried, 1995 20 - 70 0 50 | 15 30| 10 5 0 0 5 -
Isola, 1995 48 sin infiltracién ganglionar 50 0 48 | 13 - 15 | 31 131 15 27 -
Tirkkonen, 1997 21 con mutaciones en BRCAl 55 6 73 - - - - - 55 - 40

15| con mutaciones en BRCA2 - - - - 871 60 | 53 | 53 | 13 - 47
Kuukasjarvi, 1997 | 29 - 66 | 21 [ 59| - 41 - 52 | 45 | 21 24 | 14
Tirkkonen, 1998 55 - 67 - 49 | 18 18| 181 29 | 18| 25 38| -

Schwendel, 1998 39 - 49

Hermsen, 1998 53 sin infiltracién ganglionar 28
Roylance, 1999 90 - 63
Buerguer, 1999 39 - 79
Loveday, 2000 44 - 50
En este trabajo 57 - 39

5 49 | 38 28| 33| 20 | 49| 8 251 7
15 ] 41119 13 - 19 [ 19 - 13
8 51 | 12 301 26 30 | 29| 30 38 | 27
- 72 | 20 10 331 49 | 231 33 2 | -

45| 59 | - - - 36 - - 16 | -
18} 63121 46| 26 | 16 | 16 | 18 21 119

con la agresividad del tumor. Tumores sin
infiltracién ganglionar y con un tamafno
menor de 2 cm pueden alcanzar una super-
vivencia de mas de 82% alos 10 afios y ésta
podria disminuir hasta la mitad para tumo-
res de mas de 5 cm®. En nuestra serie, el
tamafio tumoral mostré una tendencia a la
significacién tanto con la supervivencia
global como la incidencia de recidivas
(p=0,052 y p=0,051), mostrando una super-
vivencia de 100% para las pacientes con
tumores menores de dos centimetros y
s6lo de 70,4% para las pacientes con tumo-
res mayores.

Uno de los marcadores citogenéticos
se mostro significativamente asociado al
NPI: las ganancias en 8q (p=0,02). Las
ganancias en el brazo largo de este cromo-
soma resultaron ser indicativas de mal
prondstico ya que, mientras que soélo el
30% de las pacientes del grupo de buen
pronostico presentd esa alteracion, la fre-
cuencia aumentd hasta el 58,3% en las
pacientes con prondstico moderado y el
81% en las pacientes de mal prondstico. En
los trabajos publicados de CGH en mama
las ganancias en 8q siempre se han asocia-
do a fenotipos agresivos y de mal pronos-
tico. Se ha relacionado con tumores con
mayor contenido en ADN y una alta frac-
ci6n %, con el grupo de mal pronostico' y

34

asociadas a una mayor incidencia de reci-
divas en pacientes sin infiltracién ganglio-
nar®. Ademas se ha detectado con mayor
frecuencia en tumores de grado Il (68%)
que en tumores de grado [ (30%)* y tam-
bién con mayor frecuencia en tumores
aneuploides (70%) que diploides (30%)™.
Su asociacién a tumores mas agresivos se
confirma también por su presencia tanto
en la lesi6n in situ, como invasiva y la
metastasis del mismo tumor®*, y por su
frecuencia mayor en tumores ductales
frente a los lobulillares®.

En nuestra serie, aunque sin llegar a
alcanzar valores estadisticamente signifi-
cativos, la ganancia de 8q mostr6 el mismo
patrén definido en la bibliografia al estar
presente en 66% de los tumores aneuploi-
des, frente a 33% de los diploides (p=0,298)
y en 36% de los tumores sin infiltracion
ganglionar frente a una frecuencia de 64%
en los tumores con ganglios afectados
(p=0,074).

De especial interés son las asociacio-
nes encontradas entre las ganancias en
17q y 20q y la incidencia de recidivas en
las pacientes sin infiltracién ganglionar
(p=0,039) (Tabla 2, Fig. 3). Dos de las
pacientes en cuyos tumores se describie-
ron ganancias en 17q recidivaron, mientras
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que no lo hizo ninguna de las pacientes en
cuyos tumores no se detect6 ganancias en
17q. De igual forma, en su estudio sobre
carcinomas ductales in situ, Buerguer y
col® describieron la ganancia en 17q12
asociada a carcinomas de grado moderado
y poco diferenciados que pudieran desa-
rrollarse directamente del tejido en proli-
feracién sin pasar por estadios menos
agresivos.

El hecho de que, aun observando dife-
rencias importantes en la supervivencia
de las pacientes, en funcion de la presen-
cia o ausencia de una determinada altera-
cioén, ésta no se haya manifestado como
significativa, puede ser debido principal-
mente a la elevada supervivencia de las
pacientes de esta serie (75% a los 5 afios).
Esta elevada supervivencia se debe a que
un porcentaje importante de las pacientes
de este estudio fueron diagnosticadas de
cancer de mama dentro del programa de
Deteccién Precoz del Gobierno de Nava-
rra. Tal y como ha descrito Cabello®, el
diagnéstico precoz de una enfermedad
puede producir un sesgo en la superviven-
cia por adelantamiento en el diagnéstico.
La ausencia de significacion se debe a una
ausencia de eventos causada por un perio-
do insuficiente de seguimiento de las
pacientes. Ante esta situacion, se prevé
completar el estudio de esta serie en los
préximos afos, de forma que el aumento
del tiempo de seguimiento compense el
sesgo introducido por el diagnoéstico pre-
coz.

En resumen, la técnica de CGH nos ha
permitido describir las alteraciones cito-
genéticas caracteristicas de los carcino-
mas ductales invasivos de mama. A pesar
de la dificultad del andlisis del tejido
incluido en parafina, hemos podido confir-
mar las alteraciones ya descritas en otras
series similares y mostrar ademas dos
Nuevas regiones afectadas en cancer de
mama en 6q22-q23 y 14q11-q24. La asocia-
ci6n de los marcadores citogenéticos y los
rasgos clinicos de las pacientes ha puesto
de manifiesto que la caracterizacion de
determinadas alteraciones como las pérdi-
das en 16q o las ganancias en 17q podrian
ser utilizadas, junto con los rasgos anato-
mopatolégico clasicos, como marcadores
de la evolucién clinica de las pacientes. Sin
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embargo, seran necesarios estudios en
series mayores que confirmen los resulta-
dos obtenidos.
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