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Determinacion de Nm23, un gen supresor de metastasis
y su relacion con parametros del microambiente tumoral en cancer de mama

GENERALIDADES

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, que comprende varias
entidades asociadas con distintas caracteristicas histologicas y bioldgicas, diferentes
manifestaciones clinicas, comportamiento y respuestas terapéuticas. [1]

La etiologia es muy compleja, siendo dificil relacionarla con un unico factor, sin
embargo, se pueden destacar algunos como la edad, la historia familiar, la
predisposicion genética y factores hormonales y clinicos. [2] La tasa del cancer de
mama tiende a crecer en el mundo occidental. [3] Segun el Instituto Nacional de
estadistica en el afio 2012, las tres principales causas de muerte por grandes grupos de
enfermedades fueron las del sistema circulatorio (responsables del 30,3% del total de
defunciones), los tumores (27,5%) y las enfermedades del sistema respiratorio (11,7%).
Entre los tumores, los responsables de una mayor mortalidad fueron el céncer de
bronquios y pulmdn y el cancer de colon con un aumento porcentual de un 2,0 y un 0,7
respectivamente. El primero fue el cancer que mas muertes causo entre los hombres.
Entre las mujeres, el cancer que mas defunciones causo fue el de mama (aunque el total
de muertes disminuyd un 0,4% respecto a 2011).

El cancer de mama puede diseminarse a casi cualquier 6rgano que se encuentre
dentro del cuerpo. La metastasis regional se disemina hacia zonas que rodean las
mamas; mientras que la metastasis distante lo hace a Organos que se encuentren
alejados. Los lugares mas comunes para que se desarrolle metéstasis son:

Los Huesos: La metastasis de huesos representa el 25% de todos los tipos de
cancer de mama metastasicos. Existen dos tipos principales de cancer de huesos:
osteolitico y osteoblastico. El cancer osteolitico va carcomiendo la estructura 6sea y
formando huecos en los huesos, disminuyendo la densidad Osea. Este tipo de cancer
deja los huesos propensos a sufrir roturas y fracturas. Mientras que el cancer
osteoblastico incrementa la densidad de los huesos, haciéndolos, también, propensos a
las fracturas.

Los Pulmones: Este tipo de metastasis representa entre el 60% y el 70% de
todas las muertes asociadas con el cancer de mama metastasico.

El Higado: Se desarrolla metéstasis hepéatica en las dos terceras partes del
cancer de mama metastasico.

La metéstasis es una de las manifestaciones mas letales del cancer, por ello, se
ha hecho imprescindible el estudio de genes supresores de metastasis para retardarla o
prevenirla. [4]

Conviene revisar, la estructura y funciéon de la glandula mamaria en humanos,
antes de estudiar las lesiones mamarias cancerigenas, sus subtipos y la implicacién de
los genes supresores de metastasis.
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MORFOLOGIA DE LA MAMA NORMAL DE LA MUJER NO LACTANTE
ANATOMIA MACROSCOPICA

Descripcion de la glandula mamaria

Las mamas estan situadas en la region anterior del térax, a ambos lados del
esternon hasta la axila y desde la segunda hasta la sexta costilla, adosadas al musculo
pectoral mayor. En sentido horizontal, se extienden desde el borde del hueso esternén
hasta una linea media, imaginaria, de la axila. A nivel del extremo anterior mas distal
del térax, a la altura del tercer espacio intercostal, la piel se especializa para formar la
areola y el pezon.

Cada mama limita en su cara posterior con la aponeurosis o fascia del musculo
pectoral y contiene abundante tejido graso alli donde no hay tejido glandular. La grasa y
el tejido conectivo, junto con los ligamentos de Cooper (que unen la glandula a la piel)
constituyen un verdadero ligamento que dan forma y la sostienen, permitiendo el
deslizamiento normal del seno sobre los planos musculares subyacentes. El cuadrante
superior lateral (el méas alejado del esterndn) se extiende diagonalmente en direccién a
la axila y se le conoce como la cola de Spence. Una delgada capa de tejido mamario se
extiende desde la clavicula por arriba, hasta la séptima u octava costilla por abajo y
desde la linea media hasta el borde del musculo dorsal ancho. No es raro encontrar
tejido mamario en pleno hueco de la axila o bajo la piel, en la cara anterior del abdomen
(Figura 1). [5]

GANGLIOS
BRAQUIALES

N

- GANGLIOS
LINFATICOS
INTERNOS

GALACTOFOROS

Figura 1. Anatomia macroscopica de la glandula mamaria humana (modificada de
Glenn Allen [6]).
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El pecho de adultos se compone de tres estructuras principales: la piel, el tejido
adiposo subcutaneo y el tejido mamario (parénquima y el estroma). La piel contiene
foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas ecrinas. La glandula
mamaria estd cubierta por una capsula conjuntiva que se une a la piel mediante
pequefias laminas, entre las cuales se forman unas fosas adiposas. La zona de la areola
carece, sin embargo, de tejido adiposo. Por la cara posterior existe también una capa de
tejido adiposo que separa la glandula de la aponeurosis del masculo pectoral mayor y la
fascia superficial del torax.

Tienen forma hemiesférica y en su zona central estid el pezon, un saliente
cilindrico de aproximadamente 1 cm de anchura y 1 cm de altura, perforado por 15 620
orificios denominados poros galactéforos. ElI pezon presenta la superficie irregular
debido a las abundantes glandulas sebaceas que contiene; ademas, se encuentra rodeado
por la areola mamaria. Al igual que la mayor parte de las glandulas ramificadas
(compuestas), la mama contiene un sistema de conductos, l6bulos y lobulillos. Cada
I6bulo estd formado por un conducto galactéforo que se ramifica y que se extiende por
el tejido fibroadiposo mamario. Cada conducto se rodea de un tejido conjuntivo laxo y
una red capilar. Un lobulillo comprende un conducto galactéforo y varios acinos
alveolares (unidades secretoras tubulo-saculares). ElI conducto galactéforo desemboca
en un seno lactéforo. [7]

Vascularizacién de la glandula mamaria

El aporte arterial de la mama se establece por: ramas perforantes de la arteria
mamaria interna, ramas perforantes laterales de las arterias intercostales posteriores,
ramas de la arteria axilar, incluyendo toracica superior, toracica lateral o mamaria
externa y ramas pectorales de la acromiotoracica (Figura 2).Las venas de la mama,
basicamente, siguen el mismo patrén que las arterias, describiendo un circulo venoso
anastomatico alrededor de la base de los pezones conocido como el circulo venoso de
Haller. Desde la periferia de la mama la sangre alcanza las venas mamaria interna,
axilar y yugular interna. Tres grupos de venas parecen encargadas de conducir el
drenaje de la pared toracica y de la mama: ramas perforantes de la mamaria interna,
tributarias de la axilar y perforantes de las venas intercostales posteriores. El plexo
venoso vertebral de Batson representa la comunicacion entre los vasos intercostales
posteriores y el plexo vertebral y esta comunicacion es manifiesta cuando se incrementa
la presion intra-abdominal, al no disponer estas venas de sistema valvular, por lo que
puede considerarse como una segunda via venosa de metastasis del carcinoma de mama.

[8]

11



Determinacion de Nm23, un gen supresor de metastasis
y su relacion con parametros del microambiente tumoral en cancer de mama

N =)
F _ == ARTERIA TORACOACROMIAL VENA CAVA
5 | ARTERIA LATERAL TORACICA SUPERIOR
[ : VENA AGLAR
\\ \} i ARTERIA INTERNA TORACICA
O [] ARTERIA POSTERIOR INTERCOSTAL
PEZON
\\eA
\_ —_— /

Figura 2. Vascularizacion de las glandulas mamarias humanas (modificada de VVocational
Training Charitable Trust [9]).

Inervacién mamaria

La inervacion sensitiva de la mama mayoritariamente procede de las ramas
perforantes cutaneas anterior y lateral del segundo al sexto nervios intercostales. La
rama lateral del segundo intercostal tiene una significacion especial al tratarse de un
nervio largo, el intercosto-braquial, que discurre por el hueco axilar. Una pequefia zona
superior de la piel mamaria esta inervada por ramas cutaneas del plexo cervical
superficial y ramas anterior o medial del nervio supraclavicular. Todos estos nervios
contienen fibras simpaticas. [8]

Drenaje linfético en la glandula mamaria

Hay descritos clasicamente cuatro plexos linfaticos en el pecho: dos
superficiales y dos mas profundos. Los plexos superficiales se encuentran en la dermis
(plexo cuténeo) y en la region subcutanea superficial (plexo subcutaneo). Uno de los
plexos mas profundos se encuentra en la fascia del musculo pectoral mayor (plexo
fascial) y el otro estd en la glandula mamaria (plexo glandular). Este Gltimo se
comunica, a través delos vasos linfaticos que acompafian a los conductos lactiferos con
una region del plexo subcutaneo situada inmediatamente debajo de las areolas, conocida
como plexo braquial subareolar (plexo de Sappey). El plexo fascial comunica con el
plexo subcutaneo a través de vasos linfaticos a lo largo de los fasciculos fibrosos del
estroma. Con menor frecuencia, los vasos linfaticos de la mama, también, pueden drenar
el plexo linfatico del higado y debajo del plexo del diafragma, a través de los vasos de la
pared abdominal (paramamarios de Gerota). [10]
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ANATOMIA MICROSCOPICA

Histologia general de la glandula mamaria

La glandula mamaria es una glandula exocrina de estructura tabulo-alveolar que
se constituye por la union de 14 a 24 sistemas independientes de conductos muy
ramificados (I6bulos), rodeados por un estroma fibroso, relativamente denso y
abundante tejido adiposo.

Unidad ducto-alveolar terminal

El sistema de conductos esta revestido por células epiteliales, en forma columnar
baja o clbica, con un nicleo ovalado y un prominente nucléolo. En los conductos
grandes, éstas forman, a menudo, dos capas celulares, mientras en los conductos
pequefios hay solo una capa de células. Por debajo encontramos una capa discontinua de
células mioepiteliales, rodeando las células de revestimiento ductal. [7]Tras la capa de
células mioepiteliales se encuentra una membrana basal formada por un conglomerado
de fibras colagenas y elasticas en proporciones variables. La membrana basal separa el
epitelio glandular y la capa de células mioepiteliales del estroma circundante.

/Cé/u/as epiteliales

Células mioepiteliales

Fibras

eldsticas

™~

Figura 3. Esquema del epitelio del conducto terminal intralobulillar o del acino mamario.

Fibras de coldgeno

Cada acino se continla con un pequefio conducto, denominado terminal
intralobulillar, de estructura histolégica similar (figura 3), revestido por el mismo
epitelio cubico y células mioepiteliales separadas del estroma por una membrana basal.
A partir de este conductillo las células mioepiteliales son menos ramificadas y
comienzan a presentar una orientacion cada vez mas longitudinal.

Como se mencioné anteriormente, esta unidad ducto-alveolar esta, ademas,
formada por un conducto terminal extralobulillar revestido por un epitelio que

13
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transiciona de cubico simple a cilindrico simple con células mioepiteliales
longitudinales (Figura 4, Tabla 1).

Sistema excretor

El sistema excretor de la mama se encuentra constituido por multiples conductos
de tamario creciente que confluyen en diferentes niveles hasta formar el conducto
excretor principal. El conducto terminal intralobulillar es considerado el componente
inicial del sistema excretor. Los conductos terminales de cada lobulillo desembocan en
los conductos subsegmentarios, estos en los conductos segmentarios y finalmente en el
conducto galactéforo. El revestimiento epitelial de los conductos que conforman el
sistema excretor es cilindrico simple, con células mioepiteliales cada vez méas escasas.
Los cortes histoldgicos donde se observa epitelio cilindrico simple, es posible que los
distintos niveles de los nucleos confieran una imagen de epitelio pseudoestratificado
que en realidad no existe.

El revestimiento del conducto excretor principal (galactoforo) es un epitelio de
dos capas, una superficial de células cilindricas y otra basal de células cubicas, y cerca
del pezon, aproximadamente en los senos galactéforos se transforma en un epitelio
plano estratificado sin queratina (Figura 4, Tabla 1).

La unidad ducto-alveolar terminal y el sistema excretor constituyen un Iébulo
mamario.

Acino

Lobulillo Conductillo del acino

Conducto terminal

Conducto Segmentario  ~

Conducto Galactéforo

Seno Galactdforo

Pezdn
Tejido Adiposo
Figura 4. Estructura de la glandula mamaria de una mujer adulta (tomada de Mastologia.net

[11]).
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Tabla 1. Estructura histoldgica del componente glandular de la mama normal.

Epitelio cubico simple. Células mioepiteliales alrededor de todo el
acino

Epitelio cubico simple. Células mioepiteliales con orientacién
longitudinal

. Acino con su
g 2 | conductillo
28 & | 5 | Conducto

e § ‘€| 8 | terminal

T % & | — | intralobulillar
5 Conducto  terminal

Transicion de epitelio cubico a cilindrico simple. Células

% extralobulillar mioepiteliales con orientacion longitudal

8 Conducto sub- | Epitelio cilindrico simple

-4 5 segmentario
® Conducto Epitelio cilindrico simple
Q segmentario
- Conducto galactéforo | Transicion de epitelio cilindrico simple a cilindrico de dos capas
g (capa superficial cilindrica, capa basal clbica) y desde el seno
ko galactéforo plano estratificado sin queratina. Préximo al pezon
9 puede transformarse en un epitelio escamoso.

Estroma

Todo el tejido glandular, desde el acino hasta la desembocadura en el pezon, se
encuentra debidamente separado del estroma por la membrana basal. Esta estructura es
un reforzamiento fibroso de los tejidos circundantes, que sirve de sostén al crecimiento
y desarrollo del epitelio glandular.

Los espacios entre los acinos del lobulillo estan ocupados por el estroma
intralobulillar, constituido por tejido conectivo laxo con abundantes fibras de colageno,
un infiltrado linfocitario muy caracteristico y una rica red sanguinea y linfatica. Los
espacios entre los lobulillos se encuentran ocupados por el estroma interlobulillar, que si
bien no se delimita claramente del intralobulillar, esta constituido por tejido conectivo
denso, rico en fibras de colageno y elasticas. Otra caracteristica diferencial, es que el
estroma intralobulillar presenta una gran capacidad de responder a estimulos
hormonales, mientras que el interlobulillar carece de esta propiedad. El tejido estromal
que une los I6bulos entre si se denomina interlobular, y es importante ya que de él se
proyectan fibras hacia la piel llamadas crestas de Duret y ligamentos de Cooper,
encargados del soporte de la mama. [10]

El tejido adiposo representa otro importante componente de la mama. Aumenta
su proporcién con la edad, y puede variar con los cambios en el peso corporal, siendo
responsable en gran parte del aumento de tamafio mamario durante la pubertad y la
madurez. Las células adiposas se encuentran en gran cantidad alrededor del tejido
mamario y dentro de él en el estroma interlobular e interlobulillar. En el estroma
mamario se encuentra gran cantidad de vasos sanguineos y linfaticos, nervios y una gran
variedad celular como linfocitos, histiocitos, fibroblastos y células plasmaticas. [8]
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Pezén, areola v piel

La epidermis del pezon (la papila mamaria) y la areola se pigmentan y se
arrugan; se componen de un epitelio plano estratificado queratinizado. Tiene de 15-60
mm de didmetro; hay haces de fibras musculares lisas que estan dispuestas
circunferencialmente en el tejido conectivo denso y son responsables de la funcién
contractil y de la ereccion del pezon. Posee dos tipos de receptores nerviosos:
corpusculos de Ruffini y de Krause que se asocian con la recepcidn tactil al estiramiento
y la presion. La areola tiene glandulas sudoriparas apocrinas y glandulas sebaceas (de
Montgomery); se consideran intermedias entre las verdaderas glandulas mamarias y las
glandulas sudoriparas y se abren en la superficie hasta formar un Gnico conducto
galactoforo. El resto de la piel de la mama no presenta ninguna distincion particular con
respecto al resto del cuerpo, es un epitelio plano estratificado queratinizado, y contiene
glandulas sudoriparas, sebaceas y foliculos pilosos en cantidades variables. [12]

FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA
DESARROLLO DE LA GLANDULA MAMARIA (MAMOGENESIS)

Las hormonas encargadas del desarrollo de la glandula mamaria son: el
lactogeno placentario y los estrogenos; en éste participan interacciones entre el epitelio
y el mesénquima (Figura 5a). La mamogénesis se divide en dos fases: la formacion del
pezon y el desarrollo de la glandula mamaria. A la semana 6, el pezon se reconoce como
una acumulacion de células epiteliales ectodérmicas siguiendo la linea que va desde la
axila a la ingle (linea mamaria) y formando una depresion, el pezon invertido. Posterior
al nacimiento, la aréola se eleva acorde al desarrollo de las glandulas areolares alrededor
del pezon vy éste protruye (Figura 5b).

La yema mamaria (células epiteliales ectodérmicas), entran en el mesodermo
subyacente, ademas, se ramifica para dar lugar a entre 15 y 25 cordones mamarios
epiteliales, durante el primer trimestre. Posteriormente, durante el segundo trimestre,
estos cordones epiteliales solidos se hacen huecos, desarrollandose alveolos asi como
convirtiéndose los conductos mamarios en conductos galactéforos durante el tercer
trimestre. El estroma (conjuntivo y adiposo) y tejido muscular del pezon provienen del
mesodermo, mientras que las células mioepiteliales provienen de células epiteliales de
los conductos y alveolos (Figura 5¢).

El sistema sencillo de conductos embrionario persiste en las nifias sin cambios
hasta la pubertad, mientras que en el sexo masculino involuciona cuando la hormona
testosterona esta presente. Durante la adolescencia, estrogenos y prolactina estimulan el
desarrollo de los conductos galactéforos, asi como la hiperplasia del tejido adiposo. Los
receptores estrogénicos, tanto citoplasmatico como nucleares se encuentran en las
células epiteliales, y la progesterona contribuye a la formacion de nuevas yemas
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alveolares, provocando que las antiguas desaparezcan al final de cada ciclo ovarico.
Durante cada ciclo menstrual se producen estos cambios.

Ectodermo Linea mamaria —
B
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% -
I Receptor de SN 5
.Y _ . — Bp'a ®
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Figura 5. Desarrollo de la glandula

Alveolo .
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mamario

CAMBIOS EN RESPUESTA A LA ESTIMULACION HORMONAL

Ciclo menstrual

El ciclo menstrual se produce como consecuencia de las variaciones ciclicas de
las concentraciones hormonales en la sangre. Asi como los estrogenos y progestagenos
actan sobre el endometrio, también presentan un efecto directo sobre el tejido
mamario, modificando sus caracteristicas histoldgicas, especialmente en la etapa
premenstrual cuando los niveles elevados de hormona no han comenzado a
descendentes. Las hormonas producen cambios tanto a nivel estromal como glandular.
Durante la menstruacion, el estroma intralobulillar, sufre niveles variables de edema e
infiltrado de células inflamatorias, modificando su volumen; asi como, se modifica su
composicion. A nivel glandular, se produce un incremento de acinos debido al
crecimiento y multiplicacion celular con el fin de preparar la mama para la produccion
de leche.
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Estos cambios suelen se reversibles, ya que el liquido es reabsorbido y las
celulas acinares sufren apoptosis. [12]

Embarazo y lactancia

Los cambios finales que completan la maduracion funcional del lobulillo, se
producen durante el periodo gestante. Los cambios producidos durante la etapa
premenstrual se magnifican, debido a que los niveles hormonales se mantienen e
incrementan durante el embarazo.

Durante el primer trimestre se da un crecimiento de los ductos mamarios,
aumentando el nimero de ramificaciones asi como su tamafio. Es durante los Gltimos
meses de embarazo, cuando los nuevo acinos asi como los preexistentes se hipertrofian;
incluso se produce una hiperplasia celular, convirtiéndose las células cubicas en células
cilindricas de base ancha y con gran cantidad de vacuolas en el citoplasma. La luz de los
acinos se amplia y los ductos se llenan de forma progresiva.

Una vez iniciada la lactancia materna, se pueden encontrar acinos vacios con
células epiteliales cilindricas, a veces superpuestas, nucleo claro, redondeado y en la
zona basal y citoplasma eosinéfilo, ademas presentan una luz disminuida. El epitelio
acinar cambia de cilindricas-cibicas a planas cuando el citoplasma se lleva de grandes
vacuolas contenedoras de leche.

Ademas, se produce un aumento en las fibras musculares, tamafio y eversion del
pezon; asi como hiperpigmentacion de la piel e hipertrofia de las glandulas de Morgani.
Los orificios del pezdn, por otro lado, se hacen permeables.

Tras la lactancia, y debido a la disminucién de la carga hormonal se produce una
regresion de la mama; aungue, no se llega a tener las mismas caracteristicas que en el
estado anterior a la gestacion, existiendo cierto aumento en la cantidad de tejido
mamario asi como gran parte de los cambios del complejo areola-pezon.

La mama de la mujer nulipara contiene mayor estroma interlobulillar que tejido
glandular, pero tras el embarazo, esta relacion se invierte. La involucion que se produce
tras la lactancia no es suficiente para revertir esta relacion y no es hasta la menopausia y
como consecuencia de la atrofia del tejido mamario por adiposo cuando se revierte.

Secrecion mamaria

Prolactina, lactdgeno placentario, asi como estrogenos, progesterona y diversos
factores de crecimiento, participan en el desarrollo de los conductos galactoforos y
alveolos secretores durante el embarazo. Durante la lactancia, el sistema de conductos
galactoforos y el tejido lobulillar estan desarrollados y funcionan por completo.

La succién del pezén, provoca un estimulo neural que libera oxitocina y
determina la expulsion de leche, mientras que el factor liberador de hormona
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luteinizante inhibe la liberacion, determinando una interrupcion de la ovulacion, de
forma temporal. Las células mioepoteliales que rodea al alveolo, se contraen o
distienden en respuesta al estimulo mecanico.

La leche contiene:

Proteinas: caseina, a-lactoalbimina y proteinas relacionadas con la hormona
paratifoidea (PTH-RP). Todas estas proteinas se sintetizan en el reticulo endoplasmatico
rugoso y van hacia el aparato de Golgi, aqui se acumulan en vesiculas que seran
liberadas mediante un tipo de exocitosis, secrecion merocrina.

Lipidos: Triglicéridos y colesterol. Sintetizadas en el reticulo endoplasmatico
rugoso Yy liberadas al citoplasma en forma de vacuolas, mediante secrecion apocrina.

Azucares: Lactosa y uridina-difosfato-galactosa. Son liberadas junto con
proteinas.

Ademas, se libera Ig A dimérica producina por las células plasmaticas presentes
en el estroma.

Tras la lactancia, la secrecion de prolactina disminuye involucionando tanto
alveolos como sistema de conductos galactoforos, recuperandose el estado normal en
varios meses. [8]

Menopausia e involucion mamaria

La finalizacion de la estimulacién hormonal se produce durante la menopausia.
Se produce una disminucion de células acinares, del tamafio lobulillar y atrofia en los
ductos mamarios. Ademas, los conductos pequefios y medianos se cierran. Por otro
lado, se produce un predominio progresivo de tejido graso debido a un aumento
histoldgico de células adiposas 0 a un aumento general de peso; incluso, la cantidad de
tejido adiposo puede permanecer estable, aumentando en proporcion s6lo como
consecuencia de la disminucion del tejido fibroglandular.

Este tipo de cambios son involutivos, pudiendo registrarse atrofias desde el
inicio de la edad adulta, incluso antes de la menopausia y sin relacion con la actividad
ovarica. Por lo que han de existir otros factores, ademas de la carga hormonal,
implicados en la involucién mamaria.
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BREVE RECUERDO CLINICO.

En la mama se agrupan tejidos de diferentes estirpes que pueden dar lugar a
distintos tipos de tumores (sarcomas, basaliomas, linfomas, etc.); sin embargo so6lo
trataremos los tumores malignos de mama especificos de esta glandula. Existen otros
tumores de tipo benigno que no son el objeto de esta revision (fibroadenoma, tumor
filodes y papilomaintraductal). [13]

TIPOS HISTOLOGICOS VERSUS TIPOS MOLECULARES DE CANCER DE
MAMA

Clasificacién histoldgica

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, que incluye numerosas
entidades distintas que no sélo tienen diferentes caracteristicas bioldgicas, sino también
diferentes comportamientos clinicos. [1, 2, 3] Hay evidencias que sugieren que este tipo
de cancer es, de hecho, una coleccion de diferentes enfermedades con distintos factores
de riesgo, manifestaciones clinicas, caracteristicas patologicas y respuestas a terapias.

Los canceres de mama se pueden dividir en subgrupos biolégicos y clinicos de
acuerdo a su tipo de clasificacion histoldgica. [14] Se hacen referencias a distintos tipos
histologicos, refiriéndose al patron de crecimiento de los tumores. La diversidad
histologica de los adenocarcinomas de mama han fascinado a los patélogos, quienes han
identificado determinados patrones morfoldgicos y citoldgicos que se asocian siempre
con distintas manifestaciones clinicas. Entre las neoplasias malignas de mama mas
frecuentes destacan:

Carcinoma ductal in situ se origina en las células de las paredes de los
conductos mamarios. Es un cancer muy localizado, que no se ha extendido a otras zonas
ni ha producido metastasis. Se trata de una manifestacion pre-maligna.

Carcinoma ductal infiltrante (o invasivo) es el mas frecuente, se da en el 80%
de los casos. Se inicia en el conducto mamario, pero logra atravesarlo y pasa al tejido
adiposo de la mama y luego puede extenderse a otras partes del cuerpo.

Carcinoma lobular in situ se origina en las glandulas mamarias (o 16bulos) vy,
aungue no es un verdadero cancer, aumenta el riesgo de que la mujer pueda desarrollar
un tumor en el futuro.

Carcinoma lobular infiltrante (o0 invasivo) comienza en las glandulas
mamarias pero se puede extender y diseminar a otros tejidos del cuerpo. Entre el10% y
el 15% de los tumores de mama son de este tipo.
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La ultima edicion de la Organizacién Mundial de la Salud reconoce por lo
menos 17 tipos histolégicos especiales de cancer de mama, lo que representa hasta el
25% de todos los canceres mamarios.

Clasificacién molecular

Se emplean diferentes marcadores de inmunohistoquimica como sustituto de una
clasificacion por mecanismos moleculares en los canceres de mama; Sin embargo, no
existe un consenso sobre el panel adecuado de marcadores inmunohistoquimicos.

Entre los mas empleados encontramos:

Receptor de estrégenos (Estrogen receptor) (ER): El receptor de estrogeno
hace referencia a un grupo de receptores celulares que son activados por la hormona
denominada 17B-estradiol o estrgeno. [15] Los receptores de estrégeno se encuentran
sobre-expresados en aproximadamente el 70% de los casos de cancer de mama,
referidos como "ER positivos”. Se han propuesto dos hipotesis para explicar por qué
esto causa tumorigénesis, y las evidencias que apoyan cada una de dichas hipotesis.

En primer lugar, la union de ER estimula la proliferacion de las células de las
glandulas mamarias, con el resultado de un incremento en la divisién celular y asi, de la
replicacion del ADN, con el consiguiente riesgo de sufrir mutaciones.

En segundo lugar, el metabolismo del estrégeno produce residuos genotoxicos.

El resultado de ambos procesos es la interrupcion del ciclo celular, la apoptosis y
la reparacion del ADN, con la consecuente posibilidad de la formacién de un tumor.
ERa se encuentra asociado con multitud de tumores de diverso origen, mientras que la
implicacion de ERP atn es controvertida. Se han identificado diferentes versiones del
gen ESR1 (con polimorfismo de nucledtido simple), asociadas con diferentes
porcentajes de riesgo de desarrollar cancer de mama. [15]

Receptor de progesterona (Progesterone receptor) (PR): La progesterona
participa en la regulacion de diversos procesos fisiolégicos en los mamiferos. La
respuesta bioldgica a la progesterona estd mediada por dos isoformas del receptor,
denominadas PR-A y PR-B. La diferencia entre éstas esta dada por 164 aminoacidos de
la region amino-terminal de PR-B que estan ausentes en PR-A. Ambas isoformas son
codificadas por el mismo gen pero son reguladas por distintos promotores que son
inducidos por los estrogenos. PR-B actia como un fuerte activador transcripcional en
diferentes contextos celulares mientras que PR-A funciona como un inhibidor. El
contenido de las isoformas del PR, asi como su regulacion por hormonas esteroides se
presenta de manera tejido-especifica en los drganos blanco como el dtero, la glandula
mamaria y el cerebro. El conocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales se
regula la expresiéon y funciéon de las isoformas del PR permitira entender procesos
bioldgicos fundamentales como la conducta sexual y la reproduccién; ademas
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contribuird al disefio de terapias hormonales en el control de la fertilidad, asi como en el
tratamiento de tumores de mama, endometriales y cerebrales.[16]

Erb-B2 6 HER2neu: El HER2/neu, conocido también como ErbB2 y designado
como cumulo de diferenciacion CD340 y p185, es un oncogén localizado en el
cromosoma 17, que se expresa en aproximadamente 25-30% de las pacientes con cancer
de mama. La expresion de este oncogén esta asociada a la progresién y evolucion
desfavorable del cancer de mama. Her2/neu pertenece a la familia de receptores
celulares de membrana ErbB con actividad tirosin quinasa en su dominio
intracitoplasmatico. Es una glicoproteina de 185 kDa, y se localiza en la region
cromosémica 17912-212. [17]

La clasificacion molecular se inicia con dos subgrupos:
Carcinomas de mama receptores de estrégenos positivos (ER+):

- Luminal A. (ER+ y/o PR+, HER2-).
- Luminal B. (ER+ y/o PR+, HER2+).

Carcinomas de mama receptores de estrogenos negativos (ER-).

- Carcinoma de celulas basales (BCL). (ER-, PR-, HER2-).
- Subtipo HER2. (ER-, PR-, HER2+).

PROCESO DE METASTASIS

La capacidad para detectar y tratar con éxito el cancer de mama localizado ha
mejorado en los Ultimos afios, sin embargo el proceso metastasico representa un desafio
terapéutico al constituir la causa de muerte mas comun relacionada con cancer debido a
la incapacidad de los parametros de diagndstico e histoldgicos convencionales para
predecir con precision el verdadero alcance y el pronostico de la enfermedad de una
proporcion de canceres clinicamente localizados. [18]

Un tercio de pacientes con cancer de mama y ganglios negativos desarrollaran
metéastasis, mientras que los otros dos tercios, a pesar de no recibir quimioterapia, no la
desarrollaran. [19] Incluso en pacientes con tumores pequefios y ganglios linfaticos
tumorales negativos (T1NO), hay un 15-25 % de probabilidad de metéstasis a distancia.
[20]

Dado que los sistemas de clasificacion actuales para los canceres de mama y de
préstata no identifican con precision aquellos pacientes curables, la evaluacion de los
parametros adicionales asociados con el fenotipo metastasico serd muy importante para
la diferenciacion de los pacientes curables. El contaje del nimero de microvasos, asi
como la expresion de genes supresores de metastasis, son mejores biomarcadores
pronostico que el analisis convencional de tamafio del tumor y grado. La informacion
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obtenida de la evaluacion de biomarcadores como estos, tienen el potencial de dar lugar
a una reduccién de la morbilidad entre los pacientes que no requieren quimioterapia v,
posiblemente, identificar a los pacientes que requieren terapias mas agresivas que las
indicadas por los métodos actuales. [18]

Existe una necesidad de marcadores que distingan con precision las lesiones
histologicas que tienen una alta probabilidad de causar, clinicamente, enfermedad
metastasica importante de las que permaneceran indolentes. [21]

La mera propagacion de células cancerigenas en el sistema vascular o a un sitio
secundario no constituye metastasis; para que tenga lugar el desarrollo clinico de la
metastasis se requiere que las células completen una serie de pasos bien definidos
(figura 6): las células han de dejar el tumor primario, migrar a través de la matriz
extracelular, alcanzar la circulacion sanguinea o linfatica, resistir a Anoikis y evadir el
sistema inmune. [22]
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Figura 6: Resumen del proceso metastasico (modificada de Marshall et al, 2010. [22])
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GENES SUPRESORES DE METASTASIS

Son especialmente atractivos desde un punto de vista funcional y terapéutico.
Los genes supresores de metastasis actuan para inhibir el comportamiento metastasico
tumoral sin afectar el crecimiento del tumor primario; sin embargo, en la mayoria se
desconoce la regulacién de su expresion y su contribucion al perfil clinico, patologico y
terapéutico del cancer de mama. Sus productos actGan para inducir o suprimir la
metéastasis sin afectar el crecimiento del tumor primario. [23]

Hasta la fecha, han sido identificadas mas de veinticinco de estas moléculas y
todas parecen ser criticas en la regulacion de etapas de metastasis. En algunos casos
pueden funcionar para inhibir la apoptosis al perder la adhesion celular, o aumentar la
habilidad de las células a migrar a través del estroma, en otras, regulan la capacidad de
adaptacion de las celulas tumorales en los 6rganos a distancia, y se espera que algunas
de estas moléculas puedan ser valiosas en la prediccion del riesgo de metastasis. [24]

NM23
Definicién

Nm23 es un gen supresor de metastasis. Por definicion, no afecta al crecimiento
del tumor primario, pero inhibe significativamente la metastasis y reduce la formacién
del foco metastasico. [25] Sus rutas y procesos de regulacion constituyen un amplio
tema de estudio en la actualidad.

Nm23 fue el primer gen supresor de metastasis que se descubrio en lineas
celulares de melanoma de raton. [26] Posee una gran variedad de actividades
moleculares relacionadas con su capacidad para inhibir la metastasis; la primera de
ellas, actia como NDPK autofosforilandose en el residuo 118 de histidina, aungue esta
actividad estd bien caracterizada, no se ha encontrado correlacién con los efectos
inhibidores de metastasis. Por otro lado, Nm23-H1 fosforilado tiene actividad histidina-
quinasa (que en mamiferos esta poco estudiada), con tres sustratos conocidos:

ATP- citrato liasa. Donde Nm23-H1 fosforilado se une al sitio catalitico del
enzima y cataliza la produccion de Acetil-Coa citosolico.

Aldolasa C. Nm23-H1 fosforila la aldolasa C en el aspartato 319. Las
consecuencias bioldgicas de esta fosforilacion tampoco se conocen.

Quinasa supresora de Ras (KSR). Suprime las funciones de Ras, provocando
que no se lleven a cabo fendmenos como la proliferacion, diferenciacion, migracion etc.

Inhibe la ruta de las MAP quinasas (MAPKS), por tanto, tiene efectos anti
proliferativos.

Hasta la fecha no hay dianas terapéuticas clinicamente relevantes en cualquiera
de los sustratos conocidos de Nm23-H1. [23]
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Nm23 y cancer de mama

El Nm23 se asocia con la metastasis en diferentes tipos de canceres humanos;
ademas, varios estudios han demostrado relacion inversa entre la expresion Nm23-H1 y
la invasion de metéstasis en un sistema in vitro con lineas celulares de carcinoma de
mama y también en experimentos con ratones in vivo. [27-31] Varios estudios han
demostrado el efecto supresor de Nm23 sobre la agresividad metastasica de células de
carcinoma de mama in vivo. [27, 32] En un estudio del desarrollo embrionario de ratén
se observo que un incremento en la expresion de Nm23 se asocié a la diferenciacion
funcional de la glandula mamaria en animales nuliparas y prefiadas. En cancer de mama
humano, cinco estudios han demostrado una asociacion significativa entre la reduccion
en la expresion de proteina 0 ARN de Nm23 y el comportamiento agresivo del tumor.
[28]

Los estudios en pacientes humanos con cancer de mama han demostrado que
altos niveles deNm23se asocian con excelentes probabilidades de supervivencia. [33] Se
han realizado estudios de transfeccion con cDNA de Nm23-H1 en lineas celulares de
cancer de mama humano (MDA-MB-435) que indican que Nm23-H1 suprime el
potencial metastésico in vivo en un 50-90%. [28]

Mutaciones de Nm23

Recientemente han aparecido diversos estudios sobre metilacion de genes y se
ha sugerido su posible empleo clinico como marcador de cancer.

En el desarrollo tumoral coexisten alteraciones genéticas y epigenéticas, que
modifican la expresion de genes. En las células, los cambios epigenéticos pueden ser
heredables y consisten en la metilacion del carbono de la posicion 5 de citosinas
presentes en dinucledtidos CG (llamados islas CpG) y se encuentran concentrados en
los promotores de los genes. [34] La metilacién de las islas CpG representa una sefial
que desencadena un cambio en la cromatina, que impide la transcripcion de un
determinado gen.

En un estado normal, la metilacién es un mecanismo que regula, entre otros
procesos, la diferenciacién de tejidos al silenciar ciertos genes en determinados tejidos.
Pero cuando la metilacion se desregula y afecta genes que no deben ser silenciados,
puede iniciarse un proceso patoldgico. La metilacion aberrante de genes supresores de
tumores provoca un descontrol del ciclo celular, asi como la metilacion aberrante de
genes inhibidores de metastasis, facilita el escape de la célula tumoral. [35] La
consecuencia de esta metilacion desregulada tiene un efecto comparable al que produce
una mutacion en la secuencia codificante del gen.

Estudios genéticos en lineas celulares de carcinoma de mama han identificado en
la zona del promotor (2,1 kb) tres regiones involucradas en los niveles de expresion de
Nm23, una region de 195 pb responsable de los niveles de expresion basal, un
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fragmento de 248 pb que contribuye a la elevacion de la expresion de Nm23 y un ultimo
fragmento que contiene un elemento inhibidor. [36]

Se muestra un esquema del promotor de Nm23-H1 (figura 7) donde se observa
que el cododn de inicio ATG esté localizado en el exdn 2, precedido por un gran intron.
Un pequefio exdn 1 contiene el sitio de iniciacion de la transcripcion. Existen, dos areas
de alta frecuencia CpG. Una de ellas, denominada isla B desde la base 21672 hasta la
22343; esta isla, incluye, ademas la iniciacion de la traduccion. La isla A se encuentra
hacia el extremo 5’ entre las bases 23090 y 23922. [37]

1 1 ! | 1
| | | ] | I
Nucleétidos -4122 -3922 -3090 2343 -2073 -1995 -1672 -6 1

Exones/Intrones

EXON 1 INTRON 1 EXON 2

TIS ATG

Isla CpG A Isla CpG B
G+ C=0.541 G + C=0.582
CpG O/E = 0.97 CpG O/E = 0.99
832bp 672bp

Figura 7. Representacion esquemdtica del promotor de Nm23-H1 (modificada de
Hartsough., et al 2001. [36])

Se han realizado estudios en lineas celulares de cancer de mama con inhibidores
de metilacion como 5-Aza-2’ deoxycitidina, aumentando éste la expresion de Nm23-H1
e inhibiendo la movilidad in vitro. [38]

MICROAMBIENTE TUMORAL

Desde que se conociera la conexion entre las células tumorales y su
microambiente tumoral circundante, se ha sospechado que éste juega un papel
importante en la iniciacion y progresion de los tumores. [39,40] ElI microambiente
tumoral se compone de muchos tipos diferentes de células, tales como células
endoteliales, fibroblastos, linfocitos y macrofagos. También consta de numerosas
moléculas solubles tales como factores de crecimiento, citoquinas, quimioguinas,
anticuerpos, proteasas, diversos tipos de enzimas, y metabolitos, asi como la matriz
extracelular. La estrecha relacion que existe entre las células tumorales y su
microambiente juega un papel importante en la iniciacion del tumor, el crecimiento y la
metéastasis. [41,42]

Una mejor comprension de la interaccion entre las células tumorales y el
microambiente que las rodea puede ser Gtil para el reconocimiento de los mecanismos
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de desarrollo del tumor subyacente y la progresion, asi como el descubrimiento de
dianas terapéuticas novedosas. [43]

ANGIOGENESIS

La angiogenesis se define como el crecimiento de un nuevo tubo capilar
sanguineo. [44] Los estudios han demostrado una relacion estadisticamente significativa
entre el aumento de los microvasos y el riesgo de metastasis y una disminucion en la
supervivencia de pacientes con tumores de mama. [45] Los tumores que muestran
mayor angiogénesis son relativamente mas agresivos que aquellos que no lo hacen. [46]

CD34

El marcador CD34 es una proteina transmembrana monocatenaria marcadora de
superficie celular, que permite la categorizacion de células precursoras del sistema
hematopoyético. Se trata de un marcador de células musculares lisas o pericitos,
detectado en las células del sistema linfa-hematopoyético, asi como en el endotelio
vascular; se ha propuesto al inicio de la invasion tumoral, contribuyendo tanto al
crecimiento como a la progresion del tumor. [46]

ESTROMAGENESIS

Las células tumorales estan rodeadas de un tejido denominado estroma, formado
por células no tumorales que afectan a la progresion de la enfermedad. El estroma se
encuentra presente en los llamados tumores desmoplasicos, entre los cuales se encuentra
el cancer de mama. Segun algunas investigaciones, el estroma podria aparecer alrededor
de las células tumorales como reaccion de defensa del organismo ante la enfermedad,
pero a la vez dificulta la accion de los farmacos en la célula maligna y estimula la
dispersion del tumor a otras partes del cuerpo. La cantidad de estroma es directamente
proporcional a la agresividad de los tumores.

o -Actina del musculo liso (a-SMA)

Las células estromales pueden desempefiar un papel importante en la respuesta
del huésped a dafios en los tejidos, contribuyendo la estromagénesis a aumentar el
potencial de invasividad de las células tumorales. Un aumento en la expresion de a-
actina de masculo liso (a-smooth muscle actin) (a-SMA) como marcador de
miofibroblastos estromales, se ha asociado con distintos tipos de carcinomas mas
invasivos. [46]
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SISTEMA INMUNE

En un principio, cabria pensar que el organismo debe poseer algun sistema eficaz
que le proteja frente al desarrollo y crecimiento de células tumorales. Efectivamente
estudios realizados por Burnet (1959) [47] demostraron que el sistema inmune juega un
importante papel defendiendo al individuo frente al crecimiento de células neoplasicas;
esto se conoce como teoria de inmunovigilancia y postula que las células tumorales
expresan antigenos, que no estan presentes en las células normales, y que hacen que la
ceélula tumoral sea reconocida por el sistema inmune como extrafia y por consiguiente sea
destruida. Esta hipétesis se ha visto confirmada por mdltiples evidencias entre las que
destacan: la existencia de una estrecha relacion entre la aparicion y desarrollo de canceres
y el estado funcional del sistema inmune y la presencia de un infiltrado celular,
principalmente linfocitos y macréfagos, en el seno del tumor. [47]

El papel del sistema inmunoldgico en el cancer es una espada de doble filo, ya
que en muchos casos promueve el crecimiento tumoral. Las células inmunoldgicas
presentes en el seno del tumor, se encuentran elevadas en tejidos pre-malignos y
malignos, y se cree que pueden contribuir a la formacion tumoral a través de la
liberacién de moléculas que regulan el crecimiento celular y la migracion, alteran la
matriz extracelular y promueven la formacion de vasos sanguineos [48], por otro lado
las condiciones inflamatorias cronicas hacen que exista una predisposicion a desarrollar
ciertos tipos de cancer.

CD8

Se trata del marcador de linfocitos T citotoxicos, un componente celular crucial en
la respuesta inmune adaptativa. La molécula CD8 es un heterodimero compuesto por
cadenas alfa y beta similares a la inmunoglobulina unidos por un puente disulfuro.
Recientemente, muchos informes sugieren que el desarrollo del cancer es controlado por
el sistema inmune del huésped, que subyace a la importancia de incluir biomarcadores
inmunologicos para la prediccion del prondstico y la respuesta a la terapia, un concepto
que ha sido denominado "immunoscore". [48]

CD68

El cimulo de diferenciacion 68 (CD68) es una proteina de membrana lisosomal
muy glicosilada que se emplea como marcador de macrofagos en diferentes tipos de
canceres.

Se sabe que el tumor atrae células inmunologicas que pueden, en ese momento,
impactar en la progresion tumoral. El dafio en una célula tumoral e hipoxia de la zona
atraen macrofagos de la sangre hacia el tejido rodeando el tumor. En la mayoria de los
casos, el conteo alto de macrofagos asociados al tumor se encuentra correlacionado con
una reducida supervivencia. Los macrofagos en si secretan factores que mejoran la
proliferacion de células tumorales, invasion y promueven la angiogénesis. Ademas, los
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macrofagos asociados al tumor liberan radicales con oxigeno libre y otros compuestos
mutagénicos que pueden crear mutaciones en las células cercanas. La habilidad de los
macréfagos para pegarse a las células tumorales permite que éstas alcancen la
circulacién y, por consiguiente, ayudan en la propagacion del cancer. [49]

MARCADOR PROMETASTASICO

Receptor del 4cido lisofosfatidico 1 (LPA1)

El &cido lisofosfatidico es un lisofosfolipido con diversas funciones en maltiples
tipos celulares. Se le conocen efectos proliferativos y morfolégicos entre los que se
incluye neurogeénesis, mielinizacion, angiogénesis, cicatrizacion de heridas o procesos
patolégicos como cancer. Actla a través de 3 receptores especificos: LPAL / vzg-1 /
Edg2, LPA2 / Edg4, LPA3 / Edg7. De entre los que nos vamos a centrar en el LPAL.
[50]

El LPA1l es un receptor con 7 dominios transmembrana acoplado a la
superfamilia de proteinas G. Esta codificado por los genes Ip que se encuentran en el
cromosoma 9, concretamente en el brazo largo (9q 31.3). Consiste en una proteina de
364 amino&cidos con un peso molecular de 41,1 kDa. El transcrito primario del gen se
divide en 4 exones con el marco abierto de lectura distribuido sobre los 3 ultimos
exones. Posee dos intrones, uno situado en la region codificante para el dominio
transmembrana | y el otro en la region que codifica para el dominio transmembrana. 1V.
Esta extensamente distribuido por la mayoria de los tejidos, con mayor abundancia en:
tracto digestivo, cerebro, placenta, corazon y con menor abundancia en: higadoy
leucocitos de sangre periférica. [51]

El LPA1 esta, entonces, implicado en distintos procesos:

Efecto proliferativo. Se conoce esta actividad desde mediados de 1980, ya que
se realizaron estudios en cultivos de fibroblastos humanos que respondian a LPA. [50]
Este efecto se reconoce por: un incremento en la incorporacion de timidina, inositol
fosfato, calcio intracelular y de la actividad de protein-quinasa C y una disminucion de
la actividad adenilatociclasa.

Efecto sobre la morfologia. Este efecto se reconoce por un reordenamiento
celular, debido a cambios en el citoesqueleto de actina.

Efectos angiogénicos. Al producir un incremento de la expresién y sintesis de
factores neovasculares tales como: IL-6, IL-8, VEGF, Gro-a (growth-regulated oncogen
alpha) y uPA (uro kinasa plasminogen activator).

Debido a que el LPA promueve la proliferacién, supervivencia y migracion. Se
han realizado mdltiples estudios en varios tipos de cancer como: Ovario, prostata,
mama, etc. En relacion a este tipo de tumor se ha observado que el LPA1 incrementa la
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invasion y tumorigénesis en lineas celulares de cancer de mama; por otro lado, un alto
nivel de LPAL se correlaciona con una disminucion en el Nm23. En modelos de ratones
transgénicos, una aberracion que modifica la expresion del gen de LPAL es suficiente
para la iniciacion y progresion de un cancer de mama. [52]

TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA (TEM)

La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) (figura 8) es un proceso complejo y
generalmente reversible que comienza con la rotura de las uniones intercelulares y la
pérdida de polaridad apico-basal tipica de las células epiteliales, las cuales se
transforman en células fibroblasticas con caracteristicas migratorias, invasivas y
fibrogénicas. [53]

En céncer de mama, se produce una pérdida en la polaridad celular, sin
alteraciones morfologicas claras, asi como una reduccién en la adhesion intercelular y
una serie de modificaciones en las proteinas del citoesqueleto, como pérdida de
citoqueratinas, aumento de vimentina, substitucion de fibras de estrés por filamentos de
actina finos; estos cambios se producen modulados por factores de crecimiento, asi
como por modificaciones en la transcripcion de proteinas implicadas en la remodelacion
celular. [54]

Figura 8. Representacion del proceso de transicion epitelio mesénquima en la invasion
tumoral (modificada de Peinado et al., 2007. [55])
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Ezrin

Ezrin, un miembro de la familia Ezrin/Radixin/Moesin (ERM), es una proteina
del citoesqueleto que se une a la membrana y regula la forma celular, la motilidad y la
interaccion célula a célula a traves de la vinculacion de los elementos contréctiles de la
célula a las proteinas transmembrana. De esta manera, Ezrin esta involucrado en la
regulacién fenotipica y cambios en la arquitectura celular. Todas estas
funciones celulares son esenciales para el mantenimiento de la homeostasis
de las células normales, asi como todo el proceso de tumorigénesis
y metéstasis a distancia. [56]

Ezrin estd compuesto de 585 aminoacidos con tres regiones diferenciadas. Los
296 primeros aminoacidos contienen el dominio N-terminal ERM (N-ERMAD), que se
encuentra altamente conservado. Seguido de este una hélice alfa positivamente cargada
contiene el dominio C-ERMAD constituido por 107 aminoacidos. EI dominio N-
terminal se une a la membrana plasmatica y el carboxilo a los filamentos de actina. Se
trata de una proteina regulada por conformacion, que actla a través de uniones
adherentes entre proteinas transmembrana. Se encuentra en el citoplasma de forma
latente sin fosforilar en una conformacion plegada y de forma activa mediante
fosforilacion en el residuo de tirosina 567. Asi mismo, se encuentra manteniendo la
polaridad celular en la membrana plasmatica. (Figura 9). [57]

N-TERMINAL C-TERMINAL
P-EZRIN
DOMINIO FERM HELICE a I |
296 T 567
C ) P
P P

N-TERMINAL
HELICE a C-TERMINAL
EZRIN

Figura 9. Representacion esquematica de la molécula de Ezrin activada, una vez se
fosforila en el residuo 567 de tirosina, asi como la forma plegada sin fosforilar que se
encuentra presente en el citoplasma.

Como se representa en la figura 10, en tejidos normales, Ezrin se encuentra en la
porcion apical de la célula, contribuyendo al mantenimiento de la forma normal de los
filamentos de actina que pueden fortalecer la adhesion intracelular. En procesos
cancerosos, la expresion de Ezrin citoplasmatica se intensifica. Las formas latentes
aumentan mas que las formas activas lo que hace disminuir la fuerza de anclaje entre las
células y les permite desprenderse unas de otras con mayor facilidad que en condiciones
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normales. Desaparece el borde en cepillo y se fortalece la invasién celular. Se piensa
que estos cambios son un factor esencial para eventos metastasicos tempranos. [57]
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Figura 10. Representacion esquematica de la distribucion de ezrin en tejido sano y
patolégico.

CELULAS NORMALES

MOLECULA DE ADHESION FOCAL

FAK

La tirosina quinasa de adhesion focal (FAK), es una proteina que media la unién
de las integrinas a la matriz extracelular. Estructuralmente consiste en un dominio
FERM regulador en la zona amino-terminal, un dominio central con actividad catalitica
y un dominio de unidn a adhesion focal en la zona carboxi-terminal.

La activacion de las integrinas de la matriz extracelular, promueven la
autofosforilacion de FAK en la tirosina 397 (figura 11), lo que desencadena en una
cascada de sefializacion involucrada en fendmenos tales como la reorganizacion del
citoesqueleto o la induccion de la expresion de diversos genes., implicados en
migracion, invasién, tumorigénesis o angiogénesis. Las sefiales intracelulares generadas
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a través de las integrinas pueden tener un efecto sinérgico con las inducidas a través de
otros receptores celulares y que en conjunto resultan finalmente en proliferaciéon y
diferenciacion celular. [58]

Mediante Northern-blot se han analizado los niveles de ARNm de esta proteina,
en tejidos normales, tumores primarios Yy metastasicos, observandose una
sobreexpresion significativa en diferentes tipos de canceres. [58]

INTEGRINA

Matriz Extracelular

296
T39Z

RAS MAPK

Figura 11. Representacion esquematica del mecanismo de accion de FAK, activando
diversas cascadas de sefializacion implicadas en la proliferacion celular.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipdtesis de trabajo

= Nm23 es un gen supresor de metastasis que puede tener respuesta en el valor
prondstico de la enfermedad.

» Asi mismo, Nm23 puede tener relacion con las caracteristicas clinicas, morfologicas e
inmunohistoquimicas e influir en el patron de diseminacion tumoral.

* Nm23 puede tener efectos en el desarrollo de la enfermedad.

Obijetivos

= Creacion de micromatrices de tejidos con biopsias de carcinomas de mama en estadios
precoces.

*» Determinacion de Nm23 mediante técnicas de inmunohistoquimica.

= Correlacionar la expresion del gen supresor de metastasis Nm23, con parametros
clinicos empleados en el diagndstico clasico de cancer de mama: receptores de
estrogenos, de progesterona, p53, ki67 y CerbB2.

= Determinacion de parametros de angiogénesis (CD34), estromagénesis (a-SMA), de
infiltracion leucocitaria (CD8) y macrdfagos (CD68) en el seno del tumor primario de
mama.

= Determinacion de parametros prometastdsicos (LPA1), proteinas implicadas en la
transicion epitelio mesénquima (Ezrin/Radixin/Moesin y sus formas fosforiladas),
proteinas implicadas en la adhesion focal (pFak) en los tumores primarios de mama.

= Correlacionar la expresion del gen supresor de metéstasis Nm23, con los parametros
del microambiente tumoral determinados anteriormente.
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MUESTRAS CLINICAS

Se han utilizado 200 biopsias de pacientes de entre 28 y 90 afios con cancer de
mama ductal infiltrante, en las primeras etapas de la enfermedad (NO, N1), asi como con
otros tipos de cancer de mama menos frecuentes, también en estadios precoces al
momento de diagndstico; considerdndose ambos casos desde un punto de vista clinico
de grado 1 ¢ I1, y con unos tamafios comprendidos entre 8 y 45 mm.

Del total de muestras, 130 han sido aportadas, con el consentimiento informado
preceptivo, por el Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
Madrid Monteprincipe, Boadilla del Monte, Madrid, para su estudio por el Laboratorio
de Histologia e Imagen de la Facultad de Medicina de la Universidad CEU San Pablo,
Madrid. Los blogues de tejidos incluidos en parafina se cortaron con un microtomo de
parafina (Reichert-Jung 2030) en secciones de 5um de espesor para la realizacion de la
descripcidn histologica con la tincion hematoxilina-eosina; de esta manera se localiza la
zona de interés con el fin de construir micromatrices de tejido (Tissue micro-array o
TMA).

Posteriormente, se construyeron 5 TMA con un equipo automéatico TMA-
CK3500 (Olympus SZ), para ello se han utilizado los bloques de tejidos incluidos en
parafina delas biopsias de cancer de mama seleccionadas en el estudio. De cada caso se
han tomado dos cilindros de un milimetro de diametro cada uno de la zona de interés,
los cuales se han colocado con unas coordenadas concretas en un nuevo blogque de
parafina. Por otro lado, las restantes 70 biopsias proceden de la casa comercial Biochain
(Newark, USA). Estas muestras se encontraban formando spots que conforman un
tissue TMA. La tabla 2 muestra las caracteristicas de las pacientes.
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Tabla 2. Caracteristicas de las pacientes del estudio.

Caracteristicas NUmero de casos %
Tipo de tumor
CDI 166 83
Otros 34 17
Edad 87 44
=50 113 56
>50
ER
Positivo 116 58
. 84 42
Negativo
F)Igositivo 135 67
. 65 33
Negativo
K:EOYSitivo 26 13
. 174 87
Negativo
p5Ifositivo 22 11
. 178 89
Negativo
C%rbBZ 85 42
1 61 31
5 22 11
3 10 5
0-1+ 12 6
4 2
1-2+ 6 3
2-3+

PROCESADO DEL TEJIDO

Se realizaron secciones de 5 um de grosor de cada TMA para la técnica de
inmunohistoquimica. Se llevaron a cabo con un microtomo de parafina (Reichert-Jung
2030). Los cortes para inmunohistoquimica se recogieron sobre portaobjetos
previamente tratados con Poly-I-lisina (Sigma Diagnostics, St. Louis, USA).

CRITERIOS DE CLASIFICACION DE LOS CARCINOMAS

El laboratorio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Madrid
Monteprincipe, Boadilla del Monte, Madrid, fue el encargado de clasificar los
carcinomas por tipo histolégico y grado siguiendo el estudio histologico e
inmunohistoquimico con los marcadores de diagndstico convencional: receptor de
estrdgenos, receptor de progesterona, Ki67, CerB2 y p53.
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ESTUDIO CUALITATIVO
INMUNOHISTOQUIMICA

Las técnicas inmunohistoquimicas sirven para detectar antigenos celulares o
tisulares mediante reacciones antigeno-anticuerpo.

En el presente trabajo se realizO una técnica inmunohistoquimica de tipo
indirecto, la cual utiliza anticuerpos marcados y el método del complejo avidina-biotina-
peroxidasa. En un primer paso, se agrega el anticuerpo primario sin conjugar, el cual se
une al antigeno presente en el tejido. A continuacion, se afiade un anticuerpo secundario
biotinilado que se liga al anticuerpo primario. En tercer lugar, el trazador enzimatico
biotinilado, se conjuga con el anticuerpo secundario. Este trazador esta formado por
moléculas de avidina y biotina. Cada molécula de avidina consta de cuatro subunidades
que configuran una estructura terciaria con cuatro regiones hidrofébicas de unién con la
biotina, pero solo lleva tres moléculas de biotina unidas, de manera que queda un lugar
libre en la molécula de avidina, que es donde se conjuga con la molécula de biotina, que
presenta el anticuerpo secundario. Este proceso se resume en la figura 12.

‘ —> Peroxidasa
V ﬁ Avidina

Anti
nticuerpo

secundario

@ —> Anticuerpo primario
Antigeno <—

Figura 12. Representacion esquematica de una inmunohistoquimica de tipo indirecto.

Los cortes histolégicos, una vez desparafinados y rehidratados en serie de
alcoholes decrecientes, se incubaron con peréxido de hidrogeno al 0.3% en agua
destilada, durante 30 minutos para inactivar la peroxidasa enddgena.

Los anticuerpos primarios utilizados en el estudio se indican en la tabla 3.
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Los anticuerpos primarios Nm23, LPA1, Ezrin, Fosfo-Ezrin/Radixin/Moesin y
Fosfo-Fak, se diluyeron en una disolucion de albumina sérica (BSA) al 1% en tampén
fosfato salino pH 7.4 (PBS) maés azida sddica al 0,1%. La incubacion con el antisuero
primario, se realizdé durante 24 horas en cdmara hiumeda a una temperatura de 4°C. El
resto de anticuerpos empleados en el estudio venian preparados por el fabricante para su
uso.

Tabla 3. Relacion de anticuerpos utilizados en el estudio.

ANTICUERPO . ANTICUERPO
PRIMARIO DILUCION FUENTE SECUNDARIO
NOVUS BIOLOGICALS
Nm23-H1 1:100 Litttleton.
USA
DAKO
SMA Carpinteria, California.
USA
DAKO
CD34 Carpinteria, California. Monaoclonal
Ready t USA
eady to use DAKO
CD8 Carpinteria, California.
USA
DAKO
CD68 Carpinteria, California.
USA
CELL SIGNALING
Ezrin Leiden.
Netherlands
P-Ezrin
(Thr567)/Radixin (Thr CELL fe'%':rf'-”\'e
564)/Moesin(Thr 558) Netherlaﬁ ds
(P-ERM) 1:100 Policlonal
NOVUS BIOLOGICALS
EDG2 (LPA1) Litttleton.
USA
ABCAM
Fak-P (Y397) Cambrige.
UK

Previo a la incubacion, se realiz6 un pre-tratamiento de las muestras, con el fin
de mejorar la visualizacion de la sefial de inmunorreactividad. El pre-tratamiento
consistié en una digestion enzimatica de los tejidos con pepsina (Sigma, St Louis,
USA; [59] durante 15 minutos a 37°C. Posteriormente, se lavaron con PBS y se
incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente, con una solucion bloqueante con
suero no inmune al 10% (cabra) perteneciente al kit Histostain® (Invitrogen, FlynnRd,
USA), para evitar uniones inespecificas. Se trata de un reactivo preparado para usar.
Transcurrido este tiempo se afiade el anticuerpo primario, que se deja a 4°C durante toda
la noche en atmosfera humeda.

40




Determinacion de Nm23, un gen supresor de metastasis
y su relacion con parametros del microambiente tumoral en cancer de mama

El anticuerpo secundario utilizado para todas las muestras es una
inmunoglobulina biotinilada de amplio espectro (anti ratén, conejo, cobaya y rata)
perteneciente al kit Histostain® (Invitrogen, FlynnRd, USA). Se trata de un reactivo
preparado para usar, cuyas incubaciones se realizaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

A continuacion, todas las secciones se trataron con el conjugado preparado para
usar de estreptavidina-peroxidasa perteneciente al kit Histostain® (Invitrogen, FlynnRd,
USA), durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se revelaron en una solucion formada por 200 ml de PBS y 0.1g
de diaminobencidina (3,3’,4,4’-Tetraaminobifenilo; Sigma, St Louis, USA) a la que se
afiaden 40 pl de peroxido de hidrogeno al 30%. En el sitio de unién del complejo
estreptavidina-biotina-peroxidasa, se obtiene un precipitado pardo de gran estabilidad.

Después se procedio al contraste con hematoxilina diluida, que tifie los nicleos
de las células, pero no enmascaran el marcaje producido por los anticuerpos utilizados.
Por Gltimo, las muestras se deshidrataron en serie creciente de alcoholes, se pasaron por
Hemo-de y se montaron con Depex.

La especificidad de las reacciones inmunohistoquimicas ha sido comprobada
mediante incubacion de las secciones con suero no inmune como sustituto del
anticuerpo primario.

ESTUDIO CUANTITATIVO

DENSITOMETRIA. DETERMINACION DEL AREA DE CELULAS EPITELIALES
TUMORALES INMUNOTENIDAS ASi COMO DEL AREA ESTROMAGENICA.

La cuantificacion del nimero de células epiteliales tumorales inmunotefiidas se
llevd a cabo mediante técnicas densitométricas, para los siguientes anticuerpos: Nm23,
LPA1, Ezrin, P-ERM y Fak-P.

El analisis de imagen se basa en el procesado de imagenes procedentes de un
microscopio y su posterior digitalizacion, de modo directo o a través de fotografias
como en el trabajo que presentamos. Con la digitalizacion, la imagen grabada se
convierte en una matriz de puntos, los cuales son identificados en funcion de sus
coordenadas (de posicion, de luminosidad y de color) a través de un soporte
informéatico. De esta manera, se podran realizar multiples mediciones de longitudes,
perimetros o areas, medidas de color, de densidad, etc. [60]
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Adquisicién de iméagenes digitales

Las fotografias de las secciones histoldgicas fueron adquiridas con una camara
de campo claro Leica DFC425 (Leica, Mannheim, Alemania) acoplada a un
microscopio Leica CTR 6000 (Leica, Mannheim, Alemania), conectado a un ordenador
HP 1260. El programa utilizado fue el LeicaMetamorph AF 1.4. Las imagenes digitales
se guardan en color de 24 bits en formato TIFF.

Anélisis de imagen

Se analizaron las imagenes utilizando el software Leica Metamorph AF 1.4. Se
empled el modelo de color hue-saturation luminosity (HSL). EI modelo HSL [61, 62],
el cual define un color en funcién de tres parametros; Por un lado el hue (matiz) que es
el estado puro del color, sin el blanco o negro agregados, y corresponde a un atributo
asociado con la longitud de onda dominante en la mezcla de las ondas luminosas. Por
otro lado, la saturacion o pureza (la cantidad de luz blanca mezclada) y por dltimo, la
luminosidad (promedio entre el mayor y el menor componente de color RGB). Para un
analisis individual, un equipo de ocho bits asigna uno de los valores enteros (241
enteros posibles, de 0 a 240) a cada pixel. [63]

Las iméagenes correspondientes a los controles negativos incubados sin
anticuerpos, pero con PBS y el mismo protocolo de inmunohistoquimica, sirvieron para
observar el umbral de expresion, mediante el comando Set color Threshold. Este umbral
de cromaticidad negativo (rango que incluye todos los pixeles) se obtuvo con 10
imagenes de secciones de tejido mamario que fueron procesadas como controles
negativo (figura 13a).

Para seleccionar el rango incluido en los valores HSL, del comando Set Color
Thershold del LeicaMetamorph, como se menciond anteriormente, por cada pixel de
una imagen, los valores de hue, saturacion e intensidad se transforman de manera
independiente a uno de 241 valores enteros de 0 a 240, y se podria dar un rango de
valores como datos de interés para cada pardmetro; por ello para minimizar el error y
homogeneizar al maximo las condiciones se utilizaron estos controles.

La figura 13a muestra la ventana de la pantalla del LeicaMetamorph AF 1.4
durante la seleccion del rango de valores HSL para el control negativo de las imagenes,
donde el rango de valor umbral incluido en hue se incrementd hasta que todos los
pixeles presentes en la imagen se incluyeron. Para esta imagen en particular, el rango
umbral seleccionado incluye 38-240. Los valores umbral para la saturacion e intensidad,
sin embargo, permiten incluir toda la gama de valores posibles (0-240). No obstante, se
calculd el porcentaje de area de la imagen (figura 13b) para confirmar la exactitud del
rango umbral, y se definié como del 100% para los controles negativos.
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Se calculd el rango umbral en tres réplicas de las 10 muestras y se realizé la
media y error estandar, donde obtuvimos un intervalo de 36-240 que definen el rango
umbral negativo para esas muestras.

Procedimos a calcular el rango umbral positivo; teniendo en cuenta que en
nuestros experimentos se utiliza un cromdgeno negro-parduzco que al unirse al
anticuerpo da un precipitado marron. Como cabia esperar, tras realizar tres réplicas de
10 muestras de controles negativo se obtuvo un rango de 0-36 de hue con valores de 0-
240 para saturacion e intensidad para los que ningan pixel de la imagen se incluia.

De esta forma se define de manera inequivoca el rango hue para nuestras
muestras. [63]

Para efectuar la cuantificacion de inmunoexpresion positiva se seleccionaron tres
zonas por anticuerpo de epitelio tumoral mediante muestreo sistematico al azar,
utilizando el programa LeicaMetamorph AF 1.4. Dentro de cada zona se obtuvo un
valor promedio del area inmunotefiida respecto al area total de cada corte histoldgico.
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Figura 13. Display mostrando la prueba de control.

a. Ventana del display mostrando el umbral de valores para una muestra de control
negativo.

b. Ventana del display mostrando el &rea theshold para una muestra de control
negativo.
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DETERMINACION DEL NUMERO DE VASOS, LINFOCITOS Y MACROFAGOS
INMUNOTENIDOS

Para llevar a cabo el contaje del ndmero de vasos, linfocitos y macrofagos
inmunopositivos se seleccionaron tres zonas por anticuerpo mediante muestreo
sistematico al azar, utilizando el programa Leica Metamorph AF 1.4. Dentro de cada
zona se obtuvo un valor promedio del nimero de vasos sanguineos positivos, el nUmero
de células y macréfagos marcados por cada corte histologico.

ESTADISTICA

El estudio estadistico se realizé con el programa informéatico SPSS 20.0 (IBM
SPSS Inc., Armonk, NY).

Se realiz6 el coeficiente de correlacion de Pearson para cada uno de los
marcadores de estudio, que posteriormente se compararon mediante la t de Student entre
los coeficientes obtenido para el andlisis de correlaciones.

Por otro lado, se obtuvo la media y error estandar de todos los anticuerpos
cuantificados, asi como de aquellos pardmetros clasicos empleados en el diagnostico de
la enfermedad. Mediante el analisis de la varianza (ANOVA) de un factor, se ha
estudiado si cualquiera de los marcadores, tanto de diagnostico clasico, como del
microambiente tumoral (variable dependiente) eran diferentes entre los grupos Nm23
negativo y Nm23 positivo (factor). Una vez determinado que existian diferencias entre
las medias, se realizd una comparacion post hoc o a posteriori con el test de Bonferroni,
que permite determinar qué medias difieren, utilizando las pruebas de t para realizar
comparaciones por pares entre las medias de los grupos, pero controlando la tasa de
error, asi se corrige el nivel de significacion observado.

En todos los casos se establecié como nivel de significacion p<0.05.
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RESULTADOS CUALITATIVOS
HISTOLOGIA DE LOS CARCINOMAS

Tincién de Hematoxilina-eosina

A nivel microscopico esta tincion permite reconocer las caracteristicas de las
células distinguiendo entre tejido sano y tejido patologico. En la figura 14a se observa
una seccion de tejido sano, constituido por acinos mamarios compuestos por células
epiteliales de forma columnar baja o cubica. Las células tumorales presentan (figura
14b) nacleo prominente, evidente nucléolo y en algunos casos citoplasmas con bordes
irregulares. Ademas, los acinos a veces pierden el contacto con la membrana basal con
la consiguiente desorganizacion de la estructura normal.

Figura 14. Comparacion de una tincion de hematoxilina-eosina entre tejido normal y
tejido tumoral.

a. Histologia de una seccion sana de tejido mamario, constituido por acinos
(triangulo relleno). Anatomia patoldgica. Universidad Estadual de Campinas
(Brasil) (200x). [64]

b. Histologia de una seccion tumoral de cAncer de mama. Se observa el tamafio del
nucleo y nucléolo, la desorganizacion acinar (estrella blanca) y la pérdida de
contacto con la membrana basal (200x).

MARCADORES TRADICIONALES EN EL DIAGNOSTICO DEL CANCER DE MAMA

Los resultados obtenidos sobre los marcadores tradicionales en el diagnéstico
del cancer de mama: receptor de estrdgenos, receptor de progesterona, Ki67, p53 y
CerbB2 fueron proporcionados por el Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital
Universitario Madrid Monteprincipe.
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Las muestras, fueron revisadas para corroborar dichos resultados asi como
fotografiadas con el equipo de trabajo empleado.

Expresién de estrégenos

Se aprecia inmunoexpresion positiva para receptores de estrogenos (ER) en el
nacleo de las células epiteliales, sin embargo, los nucleos del estroma no presentan el
antigeno de los receptores de estrogenos (Figura 15a).

Expresion de progesterona

Se ve inmunoexpresion positiva para receptores de progesterona (PR) en el
nucleo de las células epiteliales. Los nucleos del estroma no presentan el antigeno de los
receptores de progesterona (Figura 15b).
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Figura 15. Inmunohistoquimica para receptores de estrégenos

a. Se detecta inmunoexpresion en el ndcleo de las células epiteliales para el
marcador de estrogenos en color marron (estrella negra), mientras que el
citoplasma esta contratefiido de morado por la hematoxilina (200x).

b. Se detecta inmunoexpresion en el nucleo de las células epiteliales para el
marcador de progesterona en color marron (estrella negra), mientras que el
citoplasma esta contratefiido de morado por la hematoxilina (200x).
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Expresién de p53

La inmunotincion de este marcador presenta dos patrones de expresion; de una
parte, existen células con una intensidad de sefial muy elevada y el nacleo intensamente
teflido de marrdn, y de otra, una inmunoexpresion mas difusa en el citoplasma (Figura
16a).

Expresion de Ki67

Se aprecia inmunoreactividad para Ki67 en los nicleos de las células epiteliales
de los acinos. Existen distintos tipos de inmunoreactividad positiva para Ki67 y se
observa una gradacion en la intensidad de la tincion. Asi, se ven nucleos que presentan
una tincién homogeénea, caracterizada por un color marrén oscuro, 0 una tincion
granular, con nucleos poco intensos y de color marrén claro (Figura 16b).
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Figura 16. Inmunohistoquiica para el marcador citoplasmatico p53 y el nuclear
Ki67.

-

a. Expresion difusa marron en el citoplasma de p53, el nucleo esta
contratefiido con hematoxila (colora morado) (200x).

b. Expresién en marrén de Ki67 en los nucleos de las células tumorales.
Obsérvese la distinta intensidad de tincion. El citoplasma esta contratefiido
con hematoxilina. (200x).
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GEN SUPRESOR DE METASTASIS

Expresion de Nm23

Se observa inmunoexpresion positiva para Nm23 en el citoplasma de las células
epiteliales de los acinos (Figura 17a). El aspecto de la expresion de Nm23 de los
carcinomas de mama exhibe diferencias cualitativas (Figura 17a y 17b) de unos casos
respecto a otros. En el citoplasma de las células epiteliales que han perdido la estructura
histolégica normal y se disponen formando masas celulares, encontramos también
expresion de Nm23 (Figura 17c).

"

Figura 17. Inmunohistoquimica para el gen Nm23

a. Se observa inmunitincion marrén en el citoplasma de los acinos,
correspondientes a la expresion de Nm23. Los nucleos estan contratefiidos con
hematoxilina (morado). La estrella rellena sefiala un acino inmunotefiido (200x).

b. Comparacion cualitativa de la inmunoexpresion de Nm23. Obsérvese la baja
intensidad citoplasmatica de la expresién de Nm23. (200x).

c. Comparacidin cualitativa de la inmunoexpresion de Nm23. La estrella blanca
sefiala una masa tumoral inmunotefiida de una forma intensa con el marcador
citoplasmatico Nm23 (200x).

50



Determinacion de Nm23, un gen supresor de metastasis
y su relacion con parametros del microambiente tumoral en cancer de mama

MICROAMBIENTE TUMORAL
ANGIOGENESIS

Expresion de CD34

Las muestras de tejidos de carcinomas de mama analizadas en el estudio,
presentan inmunotincion positiva en las células endoteliales de los vasos sanguineos (no
linfaticos) presentes en el estroma adyacente a la zona del tumor (Figura 18a). El
numero de vasos sanguineos exhibe diferencias cualitativas en funcion de la muestra
estudiada (Figura 18b).

Figura 18. Inmunohistoquimica para el marcador de vasos sanguineos CD34.

a. Se observa inmunotincion positiva marron en el endotelio de los vasos
sanguineos adyacentes a la masa tumoral, contratefiida con hematoxilina
(morado) (200x).

b y c. Comparacién cualitativa entre el nimero de vasos sanguineos, observandose
diferencias en el contaje de este marcador endotelial entre unas muestras otras
(200x).
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ESTROMAGENESIS

La estromagénesis (formacion de estroma) se cuantifico por densidad Optica
inmunopositiva en el estroma tumoral a través del marcador de a-actina del musculo
liso (a-SMA). Para obtener el dato de marcaje positivo, evitando areas no
inmunotefiidas, se relativizo al total de estroma. EIl area inmunopositiva exhibe

diferencias cualitativas de unos casos a otros (Figura 19 a y b).
AL 7 . .}',.’r’
A SN

7 \

Figura 19. Inmunohistoquimica para el marcador de estroma, a-SMA.

a'y b. Se observa inmunoexpresién positiva (marrén) en el estroma adyacente a
la zona tumoral, contratefiida con hematoxilina (morado). Obsérvese la diferencia en el
area de inmunoexpresion en funcion de la muestra estudiada (200x).
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SISTEMA INMUNE

Expresién de CD8

En los carcinomas de mama estudiados, la inmunotincion positiva para el
marcador CD8 se presenta como el recuento de numero de linfocitos T citotoxicos en el
seno del tumor (Figura 20).
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Figura 20. Inmunohistoquimica para el marcador de linfocitos CD8.

a. y b. Muestras de carcinoma de mama empleadas en el estudio, en las que puede
apreciarse el elevado numero de linfocitos inmunopositivos (marrén) adyacentes
a la zona tumoral, contratefiida con hematoxilina (200x).
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Expresion de CD68

Los macrofagos que se encuentran dentro y alrededor de los tumores, se
denominan macrofagos asociados al tumor (TAM). Se obtuvo el nimero de TAM en la
zona cercana a la lesion tumoral. Figura 21.
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Figura 21. Inmunohistoquimica para el marcador de macréfagos CD68

a. Expresion de CD68 (marron) en una de las muestras de carcinoma de mama
estudiadas. La zona epitelial, asi como el estroma adyacente estan contratefiidos
con hematoxilina (morado) (200x).

b. Obsérvese el tamafio celular del macrdfago (punta de fecha blanca), con respecto
a otros inmunopositivos (marron) (200x).
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MARCADOR PROMETASTASICO

Expresiéon de LPA1

En los carcinomas de mama estudiados, se observa inmunotincion positiva para
LPAL, en las células epiteliales de los acinos (Figura 22a).

El marcaje de esta tincion es cualitativamente similar al de Nm23. La
inmunoexpresion muestra diferencias cualitativas de unos casos a otros, sin distincion
entre el tipo de tumor. (Figura 22b).
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Figura 22. Inmunohistoquimica para el marcador proetastasico LPAL.

*

e
-

a. Se observa inmunitincion marrén en el citoplasma de los acinos,
correspondientes a la expresion de LPAL. Los nucleos estan contratefiidos
con hematoxilina (morado). La estrella rellena sefiala un acino
inmunotefido (200x).

b y c. Comparacion cualitativa de la inmunoexpresion de LPAL.
Obsérvese la baja intensidad citoplasmatica de la expresion de LPA1 (b).
en contraposicion a las masas tumorales tefiidas de una forma intensa (c)
(200x).
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TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA
Ezrin

El marcador de transicion epitelio-mesénquima, Ezrin, se encuentra distribuido
por la membrana y el citoplasma de las células tumorales. Por ello se obtuvo su
expresion por porcentaje de area inmunotefiida, en las lesiones de carcinomas de mama
(Figura 23). Esta distribucion membrana-citoplasma difiere de unas muestras a otras,
pudiéndose encontrar mayor inmunoexpresion en una localizacion u otra (Figura 23).

Phospho-Ezrin/Radixin/Moesin

El patron de marcaje del trio fosforilado perteneciente a la familia Ezrin es
similar al comentado anteriormente. Existen muestras que presentan diseminacion
citoplasmatica y/o de membrana en funcidn de la paciente estudiada (Figura 23).
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Figura 23. Inmunoquimica para el marcador de transicion epitelio mesénquima Ezrin.
Se observa distinta concentracién del marcador (marrén) en la zona apical de los acinos
mamarios (a) o citoplasmética (b) en funcion de la muestra estudiada. Los nucleos, asi
como el estroma estan contratefiidos con hematoxilina (morado) (200x).

MARCADOR DE ADHESION FOCAL

Phospho-Fak (pFak)

El marcador pFak, presenta inmunoexpresion positiva tanto en el citplasma de
las células, como en los nucleos de las mismas; observandose mayor intensidad de
inmunoexpresion en esta localizacion celular, debido al mayor tamafio de los nlcleos de
las zonas tumorales (Figura 24).
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Figura 24. Inmunohistoquimica para el marcador de adhesion focal, pFak. Patron de
expresion de pFak (marrén), fundamentalmente en los nacleos de los acinos tumorales.
Los ndcleos que no presentan postividad, asi como el estroma, se encuentran
contratefiidos con hematoxilina (morado) (200x).

RESULTADOS CUANTITATIVOS
CORRELACIONES

Se procedi6 al estudio de correlaciones de los pardmetros con el fin de observar
si existe alguna relacién entre ellos.

Marcadores clasicos en el diagndstico del carcinoma de mama

Los datos obtenidos para CerbB2 se representan de forma cualitativa. Segun
estudios en cultivos celulares como el de Ross et al. (2012) [64] se ha podido hacer una
estimacion para cuantificar estos receptores, aplicando dicho criterio para llevar a cabo
las correlaciones.

Se correlacionaron dichos marcadores entre si, obteniéndose los datos
observados en la Tabla 4.

Para todos los casos de estudio, los grados de libertad fueron n-2, siendo n =
200.

El marcador Ki67 correlaciona de manera inversa (r= -0.20; r= -0.242) con los
marcadores hormonales ER y PR respectivamente (p<0.05); lo hace de forma positiva
(r=0.290) con el gen supresor tumoral p53 (p<0.01).
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Los receptores de hormonas correlacionan de manera positiva (r=0.543) entre si
(p<0.01) y de forma inversa la expresion del proto-oncogen CerbB2. (p<0.01); sin
embargo, solo el receptor de estrogenos correlaciona de forma inversa con p53 (r=-0.2;
p<0.05).

Tabla 4. Relacion de correlacion entre los marcadores de diagndstico clasico (* p<0.05),
(** p<0.01).

Coeficiente
Marcadores correlacion de
Pearson (r)
ER -0,20 *
Ki67 PR -0,242 *
p53 0,290 **
PR 0,543 **
ER CerbB2 - 0,299 **
p53 -0,2*
PR CerbB2 -0,236 **

Marcadores del microambiente tumoral entre si.

Para comprobar si existe alguna relacion entre los parametros del microambiente
tumoral se realizaron correlaciones entre dichos marcadores, obteniendose los datos

reportados por la tabla 5.

El marcador de estromagenesis SMA correlaciona de manera positiva (r=0.399)
con el marcador de angiogénesis CD34 (p<0.01).

Los marcadores correspondientes al estudio del sistema inmune CD8 y CD68
correlacionan de forma negativa (r=-0.182; p<0.05).

Por otro lado, el marcador prometastésico correlaciona de manera directa con el
marcador de angiogénesis (r=0.217; p<0.05) y con el marcador de transicion epitelio
mesénquima, Ezrin (r=0.293; p<0.01).

Por ultimo, los marcadores correspondientes a los cambios en el citoesqueleto y
forma celular, mantienen también una correlacién positiva entre si (r=0.322; p<0.01).
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Tabla 5. Relacién de correlacion entre los marcadores de diagndstico clasico (* p<0.05),
(** p<0.01).

Coeficiente de
Marcadores correlacion de Pearson
SMA | CD34 O,3g3 *x
CDs8 CD68 -0,182 *
- -
Ezrin | P-ERM 0,322 **

Gen supresor de metastasis con pardmetros clasicos del diagndéstico en cancer de mama

El marcador principal del estudio, correlaciona de forma estadisticamente
significativa (p<0.05), unicamente con el gen supresor tumoral p53 (r=0.2; Tabla 6). El
resto de correlaciones resultaron ser estadisticamente no significativas.
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Tabla 6. Relacién de correlacion entre el gen supresor de metéstasis Nm23 y los
marcadores de diagndstico clasico (* p<0.05).

Coeficiente
Gen de
supresor | Parametros .
. . correlaciéon
de clasicos de Pearson
metastasis 0
Ki67 0,067
ER -0,051
Nm23 PR 20,098
p53 0,2*

Gen supresor de metéstasis con pardmetros del microambiente tumoral

El gen supresor de metéstasis correlaciona de manera inversa con el pardmetro
de angiogénesis CD34 (r=-0.319), de forma estadisticamente significativa (p<0.01);
igualmente correlaciona con CD68 (r=-0.260) de forma inversa y estadisticamente
significativa (p<0.01), asi como con el marcador de linfocitos CD8 lo hace de manera
directa (r=0.294), mostrando también significancia estadistica (p<0.01) (Tabla 7).

Es, también estadisticamente significativa (p<0.01), la relacion inversa con el
marcador prometastasico LPALl (r=-0.459), y con el marcador de transicion epitelio
mesénquima Ezrin (r=-0.282) (p<0.01). El resto de parametros no mostraron
significancia estadistica (Tabla 7).
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Tabla 7. Relacidn de correlacion entre el gen supresor de metastasis Nm23 'y los
marcadores de diagndstico clasico (* p<0.05).

G Parametros | Coeficiente de
en supresor ) ) .,
q » .. | microambiente | correlacién de
e metastasis
tumoral Pearson (r)
CD34 -0,319 **
SMA -0,125
CD8 -0,294**
CD68 -0,260 **
Nm23
LPA1 -0,459 **
Ezrin -0,282 *
PERM -0,194
pFak -0,062

INMUNOEXPRESION DE NM23.
GRUPOS DE ESTUDIO

El porcentaje de area correspondiente al marcador principal de estudio,
comprende rangos desde 97,22 %, para la muestra con mayor valor y 0,09% para la de
menor valor empleadas en el estudio.

De acuerdo con ello, y a fin de igualar al maximo los grupos de estudio, se tomo
como rango de marcaje inmunopositivo aquellas muestras que superaban el 20% de
porcentaje de area.

Por tanto, el grupo considerado positivo en el estudio corresponde al rango
97,22%-20,15% formado por 103 casos.

El grupo considerado negativo en el estudio corresponde al rango 19,86%-
0,09%, formado por 97 casos.
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Gréfica 1. Distribucion del porcentaje de Nm23 en los casos empleados en el estudio.
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RELACION DE LA AUSENCIA O PRESENCIA DE NM23 CON PARAMETROS DEL
DIAGNOSTICO CLASICO.

En cuanto a estos pardmetros estudiados, la ausencia o presencia de Nm23,
mantiene constante estos parametros en todos los casos, excepto en el marcador de
receptor de estrogenos.

En las muestras en las que Nm23 es positivo, el nimero de receptores de
estrogenos es estadisticamente menor (p= 0.005), que en aquellas en las que Nm23 es
negativo (Gréfica 2).

*
*
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Grafica 2. Representacion de la expresion del marcador de receptor de estrégeno
(ER), en funcién de los niveles de Nm23. En aquellos casos en los que Nm23+ el ER
presenta un valor de 5.07 + 2.04; mientras que cuando Nm23- el valor para el ER es de
20.88 = 7.35 (p=0.005).
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RELACION DE LA AUSENCIA O PRESENCIA DE NM23 CON PARAMETROS DEL
MICROAMBIENTE TUMORAL.

Pardmetro angiogénico

Para las muestras en las que Nm23 es positivo, el niUmero de vasos sanguineos es
estadisticamente (p= 0.01) menor, con referencia a las que Nm23 es negativo. (Gréafica
3).

CD34

Nm23 +

0 10 20 30 40

Gréfica3. Representacion de la expresion del marcador de vasos sanguineos (CD34), en
funcién de los niveles de Nm23. En aquellos casos en los que Nm23+, CD34 presenta
un valor de 19.94 + 1.89; mientras que cuando Nm23- el valor para CD34 es de 31.98 +
3.07 (p=0.01).
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Pardmetro estromagénico

Para aquellas muestras del estudio, en las que Nm23 es negativo, se produce un
incremento estadisticamente significativo (p<0.05) en el marcador de estromagénesis
SMA (Gréfica 4).

SMA

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Gréfica 4.Representacion de la expresion del marcador de estroma a-SMA, en funcién
de los niveles de Nm23. En aquellos casos en los que Nm23+, a-SMA presenta un valor
de 1.56 £ 0.28; mientras que cuando Nm23- ¢l valor para a-SMA es de 5.53 £ 2.42
(p=0.038).
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Parametros del sistema inmune

En cuanto a los parametros que comprometen el sistema inmune, el marcador
CD8 se ve favorecido en aquellas muestras en las que Nm23 es negativo (Gréfica 5);
siendo este incremento estadisticamente significativo; hecho que se repite en el caso del
marcador de macrdéfagos CD68 (Gréfica 5).
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Grafica 5. Representacion de la expresién del marcador de linfocitos CD8 y de
macrofagos CD68, en funcion de los niveles de Nm23. Para el marcador de linfocitos,
en aquellos casos en los que Nm23+, CD8 presenta un valor de 28.04 = 3.56; mientras
que cuando Nm23- el valor para CD8 es de 14.63 + 2.03 (p=0.025). Para el marcador de
macrdfagos, en aquellos casos en los que Nm23+, CD68 presenta un valor de 20.83 +
3.22; mientras que cuando Nm23- el valor para CD68 es de 38.03 £ 5.83 (p=0.005).
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Pardmetro prometastasico

Para las muestras en las que Nm23 es positivo, el marcador LPAL es menor, de
forma estadisticamente significativa, en comparacién con aquellas en las que Nm23 es
negativo (Gréfica 6).

LPA1
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Gréfica. Representacion de la expresion del marcador prometastasico LPAL, en funcién
de los niveles de Nm23. En aquellos casos en los que Nm23+, CD8 presenta un valor de
21.82 + 2.37; mientras que cuando Nm23- el valor para LPAL es de 35.65 = 3.55
(p=0.001).
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Parametros transicién epitelio-mesénguima

En cuanto a los pardmetros que estdn implicados en la remodelacion del
citoesqueleto, y con ello la transicion epitelio-menséquima, el marcador Ezrin es mayor
en aquellas muestras en las que Nm23 es negativo; incremento que es estadisticamente
significativo (Gréafica 7). Sin embargo, para el marcador P-ERM este aumento no
presenta significancia estadistica. Obsérvese que estos dos marcadores, presentan una
duplicacion cuando el gen supresor de metéstasis es negativo. (Gréfica 7).

Ezrin
:
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Gréafica 7. Representacion de la expresion de los marcadores de transicion epitelio
mesenquima Ezrin y P-ERM, en funcion de los niveles de Nm23. En aquellos casos en
los que Nm23+, Ezrin presenta un valor de 26.36 + 3.34; mientras que cuando Nm23- el
valor para Ezrin es de 13.70 + 1.16 (p=0.001). Para P-ERM, en aquellos casos en los
que Nm23+, presenta un valor de 12.65 = 2.61; mientras que cuando Nm23- el valor
para P-ERM es de 7.56 £ 1.86 (p =0.102; no significativo).
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Marcador de adhesién focal (pFak)

El marcador implicado en la adhesion focal, pFak, se encuentra disminuido
cuando Nm23 es positivo, de manera estadisticamente significativa, con respecto a las
muestras en las que Nm23 es negativo. (Grafica 8).

pFak

Nm23+

Gréafica 8. Representacion de la expresion del marcador de adhesion focal pFak, en
funcion de los niveles de Nm23. En aquellos casos en los que Nm23+, pFak presenta un
valor de 22.20 + 5.33; mientras que cuando Nm23- el valor para pFak es de 39.83 +
6.16 (p=0.035).
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ELECCION DEL TIPO DE CARCINOMA

En el presente trabajo, en primer lugar, se ha elegido como grupo mayoritario de
estudio al tipo histoldgico diagnosticado como carcinoma ductal infiltrante, ya que es la
forma mas frecuente de cancer de mama, constituyendo un 80% de todos los casos
diagnosticados. Se ha observado que el 74 por ciento de las biopsias estudiadas
corresponden a este tipo tumoral; por tanto, refleja, en gran medida, la realidad clinica.

Diversos autores [66-68] han demostrado que en funcién del diagndstico
histopatoldgico, los carcinomas presentan caracteristicas y comportamientos distintos,
aunque no esta claro cual de los tipos presenta mejor prondstico. [69, 70]

En nuestro estudio, el porcentaje de mujeres mayores de 50 afios fue superior;
presentandose una relacion de 19 mujeres menores o iguales a 50 afios por cada 31 que
rebasan esta edad. Hecho que constata que la poblacidn de riesgo para esta enfermedad
estd comprendida por encima de los 50 afios. [71]

MARCADORES TRADICIONALES EN EL DIAGNOSTICO DEL CANCER DE
MAMA

En 2005, el Comité de Consenso sobre el Tratamiento adyuvante para el cAncer
de mama en fases tempranas, recomendé que la primera consideracion para seleccionar
el tipo de tratamiento ha de ser la respuesta endocrina. EI reconocimiento de este hecho
ha aumentado la importancia de la evaluacién patoldgica en cuanto a la informacion
biologica. [72]

Por esta razon, el receptor de estrogenos ha sido el indicador pronostico mas
ampliamente estudiado hasta la fecha. Autores como Orvieto et al. (2002), Kasami et
al., (2008) [73,74] han informado sobre una relacidn positiva entre los receptores de
estrdgenos, el aumento de intervalo libre de enfermedad y una mejor supervivencia de
los pacientes. Los receptores de estrogeno y la progesterona son actualmente los
factores predictivos mas utilizados para la eleccion de tratamiento hormonal. [72]

Al observar el porcentaje de pacientes que presentan positividad para los
receptores hormonales, se ha obtenido que un 77% de ellas muestran inmunoreactividad
para el receptor de estrogenos y 72% para el de progesterona. Estos datos son similares
a los aportados por otros autores como Lu y col (1996). [75]

Las correlaciones para los receptores hormonales obtenidas en nuestro estudio
(Tabla 4) mostraron la estrecha relacion existente entre el marcador estrogénico y el
progestageno (r =0.543**); la importancia clinica del receptor de estrogenos, se
relaciona con el hecho de que su presencia identifica tumores que son sensibles al
tratamiento hormonal con el antagonista correspondiente. Cerca de un 50-60% de las
pacientes responden favorablemente a este tipo de terapia endocrina. Un porcentaje

71



Determinacion de Nm23, un gen supresor de metastasis
y su relacion con parametros del microambiente tumoral en cancer de mama

mayor de tumores responde, si se expresan tanto el receptor de progesterona como el de
estrogeno y la intensidad de tincion del receptor de estrdgeno es alta. Es asi como se ha
observado que pacientes con tumores que expresan receptores de estrégenos tienen
mayor supervivencia, un periodo mayor libre de enfermedad, cuando se les compara con
pacientes que tenian tumores negativos para este receptor. Esta es una ventaja que es
independiente del estado de los ganglios axilares. No obstante, la utilidad del receptor
de estrégenos como valor pronostico independiente, esta disminuida por su asociacion
con otros indicadores de buen prondstico. Los tumores positivos para el receptor de
estrogenos generalmente tienen caracteristicas histopatoldgicas de bajo grado, ademas
de grado nuclear e indice de proliferacién bajos. La influencia de la terapia en el
pronostico es dificil de excluir, porque las pacientes positivas para este receptor, son
habitualmente tratadas y se benefician de la terapia hormonal, tanto en forma
coadyuvante como paliativa. [76, 77]

Asi también, se ha obtenido que el 11% de las pacientes incluidas en el estudio
mostraron positividad para el gen supresor tumoral p53; éste se encuentra implicado en
un punto de control del ciclo celular G1 y es el gen mas frecuentemente mutado en
cancer humano. [78] Ademas juega un papel critico en una variedad de respuestas
inhibidoras del crecimiento, como la diferenciacion y apoptosis.

La literatura nos habla de que el porcentaje de mujeres que presentan este gen
mutado es variable en funcion de la clasificacion molecular que se lleve a cabo, asi para
los tumores de tipo luminal a, menos del 15% presentan positividad para este gen. [79,
80]; para los clasificados como luminal b sobre el 30% de las pacientes presentan
positividad para este gen y para los tumores considerados triple negativo la mayoria de
las pacientes presentan mutacion en este gen. [79-81] En nuestro estudio nos
encontramos con biopsias muy precoces en el momento del diagnéstico siendo de grado
I, 11, por lo que el dato de p53 estd en consonancia con estudios de autores anteriores.

Ademas, el estudio de correlaciones (Tabla 4), también nos muestra que p53,
tiene relacion inversa con el receptor de estrogenos (-0.2*), como otros autores han
postulado anteriormente. [82] En sintesis, la expresion de p53 mutante tiene una
influencia negativa en la supervivencia total y en el tiempo libre de enfermedad en el
caso del cancer de mama. [83]

Ki67 es un marcador que se expresa en las fases activas del ciclo celular G1-, S-
G2 y la fase de mitosis y se ausenta en la fase GO. [84]

El 13% de las pacientes incluidas en este estudio, mostraron unos niveles altos
de Ki67 (mas del 20% de los nucleos tumorales presentan positividad para Ki67),
indicando asi una alta tasa de crecimiento celular, poniendo de manifiesto que la amplia
mayoria de las pacientes estudiadas poseen un bajo crecimiento celular.
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Ademas Ki67 correlacion6 de manera inversa con el receptor de estrogenos y
progesterona (-0.20* y -0.242* respectivamente) y de manera directa con p53 (0.290%).
(Tabla 4).

indices altos de Ki-67 estan asociados con una baja diferenciacion histoldgica y
con la ocurrencia de metastasis ganglionares. Un estudio de Veronese et al., [85]
quienes usaron el 20% de las células con tincion nuclear como limite entre indices de
proliferacion alta y baja, encontré que este marcador predijo la supervivencia a cuatro
afios independientemente del estado ganglionar y del estado de los receptores de
estrogeno. Al estudiar un grupo de pacientes con metéstasis axilares se encontré una
diferencia significativa en el tiempo libre de enfermedad en las pacientes que tenian Ki-
67 positivo y receptores estrogénicos negativos al compararlos con el grupo de Ki-67
negativo y receptores estrogénicos positivos. [85, 86]

HER2 o C-erb-B2 es un oncogén que codifica para un receptor transmembrana
tirosin-quinasa. Esta implicado en la mayoria de los tumores de mama y constituye, hoy
en dia, una diana terapéutica que se asocia con un mal prondstico de la enfermedad. [65]
Como se comentd, tipicamente, este receptor suele tener un tipo de cuantificacion
cualitativa y para poder establecer una correlacién entre este marcador y los restantes
estudiados, se ha cuantificado teniendo en cuenta lo propuesto por Ross et al., (2012)
[65]

Diversos estudios han demostrado que un 25-30% de todos los cénceres de
mama sobre expresan C-erb-B2; [87] los datos sugieren que los tumores con estos
caracteres presentan también un mayor crecimiento de células tumorales y producen
metastasis con mayor rapidez que los tumores que no presentan sobreexpresion. La
patogenia estaria dada porque la proteina HER2 mediaria la transformacion de las
células normales en tumorales, transmitiendo sefiales de crecimiento desde la membrana
celular al ndcleo, aumentando la divisién celular. [86, 88-89]

En nuestro estudio, el 74% de nuestras pacientes presentan negatividad (0, 1, O-
1+) para el oncogén HER2; mientras que s6lo el 10% presenta fuerte positividad (3, 2-
3+) siendo un poco inferior al porcentaje reportado por la literatura.

Ademas, el estudio de correlaciones (Tabla 4) muestra relacion inversa con los
receptores hormonales (-0.299** para el receptor de estrogenos y -0.236** para el
receptor de progesterona), hecho que concuerda con lo expuesto por diversos autores
que afirman que la expresién del gen esta relacionada con un mal prondstico, debido a
resistencia a la quimioterapia combinada y a la terapia hormonal

Debido al programa de screening llevado a cabo en los paises desarrollados, el
cancer de mama se diagnostica en unas fases muy precoces de enfermedad, y aunque a
priori el pronostico es favorable y existe una alta tasa de curacion, hay un porcentaje de
pacientes que desarrollan metéstasis a distancia. Por tanto, existen cambios en el seno
del tumor asi como en el estroma circundante, que no son reconocidos hasta el momento
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y podrian dilucidar los cambios que se estan sucediendo, antes incluso, de que se dé una
masa tumoral metastasica detectable.

La oncologia clinica contemporanea se centra en el conocimiento del
microambiente tumoral en diferentes fases clinicas, que contribuyen a la progresion del
cancer y la metastasis, [90] la comprension de la relacion de las células cancerosas con
diversos factores en el microambiente es un requisito previo esencial para la terapéutica
racional. [91]

Descubrimientos recientes en esta area incluyen: mecanismos de regulacién de
las células de cancer en nichos metastasicos; identificacion de enlaces funcionales entre
el fondo bioldgico en 6rganos y la incidencia y progresion del cancer y la metastasis; la
implicacion en la formacion de micrometastasis de factores inflamatorios, la hipoxia y
el estrés oxidativo en la progresion del cancer; hallazgos relacionados con el origen y
las caracteristicas unicas de los fibroblastos asociados al cancer, los macrdfagos y las
células derivadas de la médula ésea; la arquitectura del tejido y de la matriz extracelular
asociada a estromagenesis tumoral y la angiogénesis. [90]

Por ello, en este trabajo, se ha llevado a cabo el estudio de una serie de
marcadores que estan relacionados con la diseminacion tumoral, mas concretamente,
posibles marcadores histolégicos relacionados con la angiogénesis, estromageénesis,
molécula prometastasica y cambios sucedidos en la matriz extracelular.

MARCADORES DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

En primer lugar, se han relacionado los marcadores tumorales entre si, para
comprobar la posible relacion que existe entre cada uno de ellos.

Angiogénesis y estromagénesis

La angiogénesis se define como el crecimiento de nuevos capilares sanguineos a
partir de vasos prexistentes y es un fendmeno esencial para el crecimiento del tumor;
de hecho si el fenémeno de angiogénesis falla en un tumor de 2-3 mm, alrededor de 10°
células dejaran de crecer y perderan la capacidad de metastasis. [92]

Los estudios han demostrado una diferencia estadisticamente significativa, entre
la relacion del aumento de la densidad de microvasos y el riesgo de metéstasis y con
ello se ha disminuido la supervivencia en este tipo de pacientes con tumores de mama.
[93-95]

Como marcador de microvasos (MVD) se ha usado CD34 ya que este se
considera altamente sensible y su uso esta ampliamente extendido. [96]

El nimero de microvasos contados en el estudio presentaba gran heterogeneidad,
observandose pacientes con ningin marcaje para dicho anticuerpo y muestras con 100
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microvasos por campo contado. IndicAndonos que el proceso de angiogénesis difiere de
unas pacientes estudiadas a otras.

Muchos investigadores sostienen que el estroma tumoral juega un papel crucial
en la iniciacion, progresion y formacion de metastasis. Los fibroblastos asociados a
cancer (CAFs) son los componentes mas frecuentes del estroma tumoral, especialmente
en cancer de mama, [97-99] debido a que los fibroblastos son las células mas
abundantes en el tejido conectivo. [100] Estos CAFs, comparten muchas similitudes con
los fibroblastos activados que se encuentran en las heridas y los sitios inflamatorios.

En los dltimos afios, los fibroblastos activados se han encontrado en la
cicatrizacién de heridas y en procesos como la fibrosis, observandose un aumento de la
expresion de alfa actina de muasculo liso (a-SMA) y fibronectina. [100]

El origen de este tipo celular, asi como los marcadores del mismo, estan en
controversia. Algunos autores sugieren que el origen se da a través de fibroblastos
residentes activados, o de células mesénquimales, como lo expuesto por el trabajo de
Spaeth EL et al en 2009 [101] que mostré in vivo como las células madre
mesenquimales localizadas en una masa tumoral se han diferenciado en CAFs y
pericitos, presentando altos niveles de a-SMA.

Por otra parte, se ha observado que los CAFs pueden surgir a partir de células
endoteliales por la transicion endotelial-mesenquimal con la pérdida de CD31 y mayor
expresion de a-SMA y la proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP-1). [102]

En la actualidad los marcadores aceptables de los CAF consisten en altas
expresiones de: a-SMA, FSP-1, FAP, receptor del factor o de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGFR-a), receptor del factor B de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR-B) y vimentina o pérdidas en la expresion de: CAV-1, PTEN, p21, o TP53.
[97]

En nuestro estudio, los niveles de o-SMA, tomaron valores diversos y
heterogéneos, presentando patrones estromagénicos elevados o disminuidos en funcion
de la muestra estudiada, indicAndonos que la expresion de este tipo de marcador es
independiente del tumor estudiado.

El estudio de correlaciones (Tabla 5), mostrd una relacion directa (r=0.399**)
entre el marcador empleado para el marcaje angiogénico y el de estromagénesis, hecho
que corrobora la investigacion realizada por Pavlakis K et al. (2008) [46] donde
mostraba una correlacion estadisticamente significativa (p<0.05) para el nimero de
MVD y a-SMA en lesiones pre-invasivas de cancer de mama.
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Sistema inmunitario

Las células tumorales estan rodeadas de infiltrados celulares compuestos,
principalmente, por linfocitos B, linfocitos T, natural killers (NK) y macréfagos. Hay
una fuerte evidencia en estudios de células murinas, que indica que la adaptacién del
sistema inmunoldgico puede eliminar tumores incipientes, siendo los propios antigenos
tumorales los que impulsan el desarrollo de las respuestas inmunitarias adaptativas.
[103]

La mayoria de los linfocitos del infiltrado tumoral tienen el fenotipo T CD3+, el
cual incluye: linfocitos CD4+ helpers (colaborador) y linfocitos T CD8+ citotdxicos,
estos ultimos, destruyen las células tumorales como resultado de la activacion de la
apoptosis, por tanto, se piensa que tienen efectos en el crecimiento tumoral, [104] de ahi
que en este estudio hayamos incluido este subtipo como marcador linfocitario. El
namero de linfocitos contados en nuestro estudio resultd ser heterogéneo y exhibid
diferencias cuantitativas en relacién de una paciente u otra.

Los macréfagos se conocen como un componente de la infiltracion leucocitaria
fundamental. La acumulacién de pruebas sugiere que estos macréfagos asociados a
tumores (TAM) promueven activamente todos los aspectos de la iniciacion del tumor, el
crecimiento y el desarrollo; estas células representan un objetivo potencial para la
terapéutica frente al cancer. [105,106]

Los macrofagos pueden diferenciarse en el subtipo M1 pro-inflamatorios y M2
anti-inflamatorios. Los del tipo M1, activan las células de tipo T helper 1 (Thl), tienen
la capacidad de matar a los agentes patdgenos y son anti tumorales, el subtipo M2 esta
implicado en la cicatrizacion de heridas y regula negativamente las reacciones
inflamatorias, promueve la angiogénesis, recluta fibroblastos y estd implicado en la
remodelacion del tejido conectivo, ademas tiene una débil capacidad antitumoral. [107]

En 2002 Bingle et al. [108] realizd una revision de las articulos publicados hasta
la fecha, sobre la relacion de los TAM en distintos tipos de cénceres (incluyendo el
cancer de mama), concluyendo que la mayor parte de las publicaciones indicaban una
correlacion negativa entre una alta infiltracion de TAM vy los resultados de
supervivencia de los pacientes. Todos los articulos revisados por Bingle, excepto uno,
utilizaban CD68 como marcador de TAM, a pesar de marcar las dos subpoblaciones
macrofagas. Por tanto CD68 es el anticuerpo mas empleado para detectar TAM y
correlacionarlo con el prondstico de la enfermedad, tal y como indica, también, un
trabajo reciente de Zhang et al. (2013). [109]

En nuestro estudio el numero de macrofagos fue heterogéneo, presentandose
nivel elevado o bajo de este tipo celular, con independencia de la muestra. En cuanto al
estudio de correlaciones (Tabla 5) con el microambiente tumoral, las dos poblaciones
pertenecientes al sistema inmune presentaron un coeficiente de correlacion de Pearson
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r=-0.182, siendo no significativo (p=0.055); aunque se aprecia se aprecia una ligera
tendencia, ésta no resulto estadisticamente significativa.

Marcador prometastasico

Como se comentd anteriormente, en la cascada metastasica participan una serie
de moléculas que la promueven, en este estudio nos referimos como marcador
prometastasico al receptor del &cido lisofosfatidico 1 (LPAL).

LPAL es un receptor acoplado a la proteina G para el acido lisofosfatidico, [110]
estd presente en niveles submilimolares en suero, [111] su sobreexpresion en las
glandulas mamarias de ratones transgénicos promueve la tumorigénesis, [112] pero los
estudios han demostrado que la sefializacion mediada por LPAL también estimula la
adhesion de células tumorales, la motilidad, la invasion y la metéstasis. [112]

La cantidad de LPA1 se tom6 como porcentaje de area inmunotefiida con unos
valores comprendidos, para las muestras estudiadas, entre el 97% del citoplasma
tumoral y el 1% del mismo.

En el afio 2008, un estudio llevado a cabo por Shuangxing Y et al. [113] en
cancer de ovario, concluyo que: el LPAL promueve el crecimiento y la supervivencia de
dicho cancer, estimula la migracion y la invasion de células siendo ellas las que pueden
producir LPA, formando un bucle autocrino y con ello mediar el crecimiento, la
supervivencia, y la motilidad de las células tumorales, ademas, la accién de LPA
incrementa la expresion de factores angiogenicos y metastasicos, tales como IL-6, IL-8,
VEGF, uPA, y la COX-2, y aumenta la invasion y con ello metastasis.

En relacion a estos dos ultimos puntos, en nuestro estudio (Tabla 5) el LPA1
muestra una correlacion directa con el marcador angiogénico (r=0.217*) y también la
presenta con el marcador de transicion epitelio mesénquima Ezrin (r= 0.293*%*),
poniendo de manifiesto, efectivamente, que el biomarcador prometastasico tiene
implicaciones en la angiogénesis tumoral, asi como en los cambios del citoesqueleto
gue promueven el movimiento celular.

Moléculas implicadas en la transicion epitelio-meséngquima

Ezrin es miembro de la familia de proteinas Ezrin / Radixin / Moesin (ERM).
Las proteinas ERM interactian con proteinas de membrana y del citoesqueleto de
actina, y participan en la organizacion de la estructura membrana-citoesqueleto, ademas
también juegan un papel clave en la sefializacion celular. [114]

Se cree que la familia ERM participa en la regulacion de una variedad de
funciones celulares, incluyendo las interacciones con la matriz extracelular, la
comunicacion célula-célula, la apoptosis, la carcinogénesis y la metéstasis. [114] Se ha
propuesto, que el aumento de expresion de Ezrin se asocia con la progresion tumoral y
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la metéastasis en diversos tipos de tumores, incluyendo osteosarcoma, rabdomiosarcoma,
carcinomas de pancreas, ovario, endometrio y mama. [114, 115]

Como se comento en la introduccion, la forma de Ezrin que se presenta en
tejidos normales es la fosforilada, encontrdndose, en la zona apical de la ceélula,
manteniendo asi la polaridad de la misma. [115] Es Ezrin citoplasmatico el que se ve
aumentado en los tumores primarios, permitiendo la despolarizacion celular, de hecho
existe una correlacion positiva entre el aumento de Ezrin citoplasmatico y las
caracteristicas adversas del tumor en canceres de mama. [115,116] La localizacién en la
membrana apical se encuentra en el epitelio normal de la mama y se asocia con
caracteristicas favorables de los tumores de dicho 6rgano. [115]

En nuestro trabajo, se ha medido Ezrin citoplasmético, mediante porcentaje de
area inmunotefiida, encontrandose unos valores comprendidos entre marcaje negativo
(0%) y el 60% del &rea inmunopositiva.

Asi también, hemos estudiado la inmunoexpresion de Phosho-Ezrin Radixin
Moesin en la membrana de los acinos tumorales, encontrandose valores comprendidos
entre el 0-30% del &rea inmunopositiva. Como se coment6 en la introduccion, este
porcentaje menor que el encontrado en Ezrin, puede deberse, a que se ha observado, en
diversos canceres femeninos (ovarios y endometrio) que P-ERM se encuentra presente,
en mayor medida, en la célula metastasica y no en el tumor primario. [57, 117] Ademas,
en el estudio de correlaciones (Tabla 5) se observo una relacion directa entre ambos
marcadores (r= 0.322*%*).

GEN SUPRESOR DE METASTASIS

El objetivo principal de este estudio, es observar como se comporta un gen
supresor de metastasis en lesiones precoces de tumores primarios de mama y relacionar
tanto con los parametros empleados en la actualidad para el diagnostico de la
enfermedad, como con parametros del microambiente tumoral, con la finalidad de poder
predecir el proceso de metéastasis de forma anticipada a la manifestacion clinica.

El gen supresor de metastasis empleado ha sido Nm23, se trata del primero de
ellos identificado en 1988 [23] en siete lineas celulares derivadas de un solo melanoma
murino K-1735 en ratones desnudos. Todas las lineas celulares formaron tumores
primarios, pero variaron ampliamente en el nimero de metastasis presentes en el punto
final del experimento. Estudios de expresion génica identificaron un ADNc candidato,
Nm23, cuya expresion estaba desregulada en cinco lineas de células altamente
metastasicas. La expresion ectépica de Nm23 suprime la metastasis sin alterar el
crecimiento del tumor primario. [118] Estos resultados proporcionan la evidencia, de
que la expresion de genes especificos en celulas tumorales que han adquirido la
capacidad de formar metastasis, asi como la reintroduccién de los mismos, puede
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suprimir el fenotipo metastasico. Los enfoques terapéuticos para restaurar la funcion
antimetastasica de Nm23-H1 (el primero de la familia de ocho NM23 homdlogos
humanos) se han intentado utilizando diferentes estrategias. [118]

Coémo se ha dicho anteriormente, las actividades en las que participa este gen
supresor de metastasis son diversas, pero su implicacion clinica ain se desconoce. [22]

Lo que se ha observado es que Nm23 juega un papel importante en la progresion
del cancer de mama. [119] Varios investigadores han encontrado una asociacion inversa
entre la expresion de Nm23, el prondstico de la enfermedad y la metastasis, en varios
tipos de canceres, relacionandola con el estadio y el pronostico de la enfermedad; entre
ellos el estudio de Amanijit et al., (2008) [120] en el que sugieren que la perdida de
expresion de Nm23 en fases tempranas de cancer de mama puede ser de ayuda en la
prediccion del agravamiento de la enfermedad. De ahi, la importancia de estudiar este
marcador en biopsias de mama y su relacion con diversos parametros implicados en la
cascada metastasica.

Correlacion con parametros clinicos en el diagnéstico de cancer de mama

En relacion con los parametros clasicos, no se encontr6 significancia con los
receptores de estrogenos, Ki67 ni Cerb-B2 para al coeficiente de correlacion, aunque si
se observaron tendencias positivas con Ki67 y con los receptores hormonales.

Un estudio previo en carcinoma ductal infiltrante y nddulos linfaticos positivos
mostro una correlacion inversa al observar una disminucion de Nm23 con un aumento
de Ki67, [121] en nuestro estudio las pacientes no presentan nddulos linfaticos
positivos, por lo que es posible, que se observe la tendencia sin significancia estadistica.
Al igual ocurre con el marcador Cerb-B2, que reporta correlacién inversa con Nm23 en
un estudio realizado a pacientes con afectacién ganglionar y no en funcién del grado
histologico. [122]

Si se observo correlacion positiva (Tabla 6) con el oncogén p53 (r=0.2%); en
relacion a este hecho, en el afio 2003 Chen et al., [123] afirmo que p53 es un regulador
de Nm23-H1 ya que sus experimentos in vitro indicaron, que en varias lineas celular el
tipo wild-type p53 regula positivamente la expresion de Nm23-H1 tanto en los niveles
de proteina, como en los de ARNm. Observaron que esa capacidad de p53 para regular
la expresion de Nm23-H1 no era solo debido al p53 enddgeno sino también de origen
exogeno y no se reproducia con p53 mutante. Posteriormente, la capacidad invasiva de
las células fue suprimida; y se ha sabido, mediante experimentos in vitro realizados por
Jung et al., (2007) [124] que Nm23-H1 y su pareja de union STRAP (proteina asociada
al receptor serina-treonina) interactian con p53 y potencian la actividad del mismo.
Tanto Nm23-H1 como STRAP actlan directamente con el dominio central de union del
ADN dentro de los residuos 113-290. El uso de Nm23-H1 y mutantes STRAP revel6
que Cys (145) de Nm23-H1 y Cys (152) (6 Cys (270)) de STRAP eran responsables de
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la unién de p53. Ademas, Cys (176) y Cys (135) de p53 se requiere para enlazar Nm23-
H1y SRTAP, respectivamente.

Correlacion con parametros del microambiente tumoral

Se quiso comprobar la tendencia que marcaba este gen supresor junto al resto de
parametros del microambiente tumoral (Tabla 7). En el caso de todos los marcadores
empleados en el estudio, se observo la tendencia esperada segun lo aportado en la
literatura, mostrando significancia estadistica con el pardmetro de angiogénesis, CD34
(r= -0.319**), con los marcadores: de linfocitos CD8 (r= 0.294**), de macro6fagos
CD68 (r=-0.260**), prometastasico LPAL (-0.459**) y Ezrin (r= -0.282%).

Una vez analizadas las tendencias entre los distintos grupos de estudio, se quiso
observar si atendiendo a la positividad o negatividad del gen supresor de metastasis, los
diferentes parametros clasicos y de microambiente mostraban valores mayores o
menores en funcidn a la expresion de dicho gen. Los niveles de porcentaje de area para
Nm23 comprendieron los valores 0- 97%, mostrandonos la heterogeneidad en cuanto a
este parametro.

La bibliografia ha mostrado trabajos realizados en funcion a la baja o alta
expresion de Nm23 en tejido mamario fijado en parafina, como el de Barnes et al.
(1991), [125] que definia los grupos atendiendo a una cuantificacion cualitativa, menos
precisa que la cuantitativa, debido a la poca objetividad; por tanto, nuestro sistema de
cuantificacion, al realizarse de forma cuantitativa resulta mas preciso que el propuesto
por Barnes et al. (1991). [125]

Con el fin de homogeneizar el nUmero de pacientes en los grupos de estudio
realizados, de manera que ambos tuviesen numeros similares de enfermas, y con un
porcentaje de area que concordase con el sesgo realizado, se opté por agruparlos de la
siguiente manera: aquellas pacientes que presentan un porcentaje de area mayor o igual
al 20% (n=103) sera consideradas Nm23 positivas y aquellas cuyo porcentaje de area
fuese menor a 20% (n=97) perteneceran al grupo de Nm23 negativo (Gréfica 1).

RELACION DE LA AUSENCIA O PRESENCIA DE NM23 CON PARAMETROS
DEL DIAGNOSTICO CLASICO

En este estudio se pretendié comprobar como podian influir los niveles de Nm23
con los pardmetros clésicos del diagndstico de cancer de mama.

Se observé que no hay diferencias significativas entre la mayor parte de los
parametros clasicos cuando hay altos o bajos niveles de Nm23, tal y como se corrobora
con la literatura, [126] de hecho, las Unicas correlaciones estadisticamente significativas
atendiendo a los niveles de Nm23, hasta la fecha, lo han relacionado Unicamente con el
tamafio tumoral. [127]
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Sin embargo, en el caso del receptor de estrégenos si los niveles de Nm23 son
bajos, su valor es cuatro veces mayor (20,88) con respecto a los valores de Nm23
elevado, donde presenta unos niveles de 5.07; siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0,005) (Grafica 2).

Un trabajo previo, llevado a cabo por Sgouros (2007) [126] no mostro
significancia estadistica para el receptor de estrogenos (p=0.5), probablemente por el
bajo nimero de muestras estudiadas (n=7), o debido a que no separd estrogenos de
progesterona. Un analisis multivariado de factores prondsticos que incluyd los
receptores hormonales para 3000 casos demostrd que, los receptores estrogénicos son
méas importantes para el pronostico que el tamafio tumoral, cuando las pacientes no
presentan afectacion ganglionar. [128]

Sin embargao, y como ya se comentd, existen autores que indican que la
influencia de la terapia en el prondstico es dificil de excluir, [76,77] por lo que no esta
claro si el estado hormonal influye per sé en el pronodstico de la enfermedad o
simplemente juega un papel importante al permitir diversos tipos de terapias
coadyuvantes o paliativas.

RELACION DE LA AUSENCIA O PRESENCIA DE NM23 CON PARAMETROS
DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

Parametro angiogénico

La angiogenesis tumoral es un proceso que lleva siendo de interés médico desde
1970, cuando Judah Folkman formulé el axioma de que no hay tumor (huevo) que
pueda crecer mas de 1-2 mm sin el desarrollo de nuevos vasos. [129-133] El proceso de
la angiogénesis esta implicado, no solo, en el crecimiento tumoral, sino también en el
desarrollo de la metéastasis, haciendo que su cuantificacion sea una necesidad. [134-136]
Fue en 1991, cuando Weidner et al. [137,138] introdujeron la necesidad de evaluar la
angiogénesis tumoral a través de la densidad de microvasos.

Un factor importante en la evaluacion de la angiogénesis, como hemos
comentado anteriormente, esta representado por la seleccion del marcador. [139, 140]
Al principio Weidner y colaboradores, utilizaron el anticuerpo contra el factor de von
Willebrand (FVIII), aunque éste marcaba también los vasos linfaticos. [137] Otros
estudios cuentan vasos sanguineos identificados con el anticuerpo CD31 o CD34.
Distintos trabajos [141-143] han mostrado que CD31 puede reaccionar con fibroblastos.
Algunos estudios [141-143] han comparado la tincion de los tres marcadores (FVIII,
CD31 y CD34) concluyendo que CD34 es el marcador mas fiable para la evaluacion de
la angiogénesis en inmunohistoquimica, razon por la que lo hemos elegido. [144]

La significancia prondstica de la angiogenesis en el cancer de mama, se ha
encontrado en numerosos estudios, [137,145-150] observandose una asociacion clara
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entre una alta vascularizacién y un mal pronéstico en pacientes con ganglios linfaticos
negativos. [151]

En nuestro estudio el nimero de microvasos fue mayor en aquellas pacientes en
las que el nivel de Nm23 era bajo (p=0.01) (Gréafica 3). Un trabajo previo, analizando a
43 pacientes con cancer de mama y ganglios linfaticos negativos, correlacioné el
marcador FVII con niveles altos y bajos del gen supresor de metastasis, mostrando,
también, un mayor nimero de vasos marcados en aquellos casos en los que Nm23 era
bajo (p=0.012). [152]

En ensayos clinicos y experimentales, se ha observado que la actividad
nucledtido difosfato kinasa (NDPK), que posee Nm23, esta inversamente relacionada
con la metastasis del cancer de mama y la angiogénesis. Para inhibir el potencial
metastasico de células cancerosas, Nm23-H1/NDPK parece interactuar con muchas
proteinas implicadas en la transduccion de sefiales celulares en la angiogénesis y la
tumorigénesis, y por lo tanto reduce la activacion de la via de MAP/ERK. [152]

A la luz de nuestros resultados, ademas de otros mecanismos, Nm23 pudiera
inhibir de algin modo la formacion de nuevos vasos sanguineos, impidiendo asi que se
produjera uno de los pasos implicados en la metastasis.

Parametro estromagénico

Como ya se ha comentado, los fibroblastos asociados al cancer (CAFS) juegan
un papel fundamental en el crecimiento del cancer, la progresion, metastasis, y
resistencia terapéutica, al producir factores de crecimiento paracrinos, enzimas
proteoliticas y componentes de la matriz extracelular (ECM) e interactuar con las
células neoplasicas. [153]

Se sabe que la cantidad de estroma es directamente proporcional a la agresividad
de los tumores primarios sélidos. Es decir, cuanto mas estroma hay alrededor del tumor
primario, mas probabilidad existe que las células tumorales se puedan escapar a otras
partes del cuerpo. [154]

En el caso de nuestro estudio, observando la cantidad del parametro empleado
para marcar el estroma tumoral, SMA, se ha encontrado que en aquellas muestras en las
que los niveles de Nm23 son bajos, el valor de este marcador es cuatro veces mayor
(5.53 frente a 1.56) (Gréafica 4) a aquellas muestras en las que los valores del gen
supresor de metéastasis esta elevado (p=0.038).

Aungue no se han realizado estudios correlacionando ambos marcadores, en el
afio 1997 se realizd un trabajo imunoshistoquimico llevado a cabo por Charpin et al
[155] que mostrd en biopsias de cancer de mama una relacion inversa (r= -0.29) entre
altos niveles de Nm23 y una proteina de la matriz extracelular, la tenascina (p<0.01);
afirmando que el gen Nm23 puede actuar sobre las células tumorales y la