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Resumen

Las mutaciones de BRCA1 son raras en el cancer de mama (CM) esporadico; sin embargo, su expresién a nivel tumoral se
encuentra disminuida o ausente en 30%-50% de los casos.

Objetivo: valorar la expresion tumoral de BRCA1 por inmunohistoquimica (IHQ) en mujeres uruguayas diagnosticadas de
CM antes de los 40 afios.

Material y método: se incluyeron pacientes diagnosticadas de CM antes de los 40 afios. Se utilizaron los anticuerpos mono-
clonales anti-BRCA1 MS110 contra el extremo N-terminal y GLK-2 contra el extremo C-terminal. Se calcul6 la sobrevida glo-
bal (SVG)y la sobrevida libre de enfermedad (SVLE), para la construccién de las curvas se utilizd el método de Kaplan-Meier
y la diferencia de sobrevida se evaludé mediante el test de log rank.

Resultados: se incluyeron 40 pacientes, la SVG y la SVLE a cinco afios fueron de 73% y 60% respectivamente. La expre-
sion de BRCA1 mediante GLK-2 fue <10% en 16 de las 40 pacientes (40%). La SVG y la SVLE a cinco afios para las pacien-
tes con expresion <10% fue de 56% vs 85% para las pacientes con expresion >10% (p=0,015) y de 40% vs 72% (p=0,034)
respectivamente. La expresion de BRCA1 mediante MS110 fue <10% en 11 de las 40 pacientes (27,5%). No se encontraron
diferencias en la SVG ni en la SVLE a cinco afios con este marcador.

Conclusion: la pérdida de la expresion tumoral de BRCA1 determinada mediante GLK-2 se encontr6 en el 40% de las pa-
cientes incluidas y se asocié a una menor SVG y SVLE, por lo que podria tener un valor pronéstico desfavorable en estas
pacientes.
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Introduccion

En nuestro pais el cancer de mama (CM) es la principal
causa de muerte por cancer en la mujer y con exclusion
del cancer de piel no melanoma es el cancer mas fre-
cuente en el sexo femenino, dando cuenta de aproxi-
madamente 650 muertes por afio y 1.800 casos nuevos
al afio, de los cuales 99 corresponden a mujeres meno-
res de 40 afios (periodo 2007-2011), lo que representa
aproximadamente 5,4% de todos los casos diagnostica-
dos"?.

Aunque el CM no es habitual en mujeres menores de
40 afos, involucra a mujeres en edad fértil que se en-
cuentran en plena actividad laboral, por lo que su diag-
nostico tiene un mayor impacto a nivel personal, fami-
liar y social.

La edad es un factor pronostico desfavorable para
estas pacientes, siendo las tasas de recaida local y a dis-
tancia y mortalidad mayor en las mujeres jovenes”™.
Asi, en la practica clinica habitual la edad de la paciente
es un factor de peso mayor y frecuentemente las pacien-
tes jovenes reciben tratamientos sistémicos mas agresi-
vos'?.

Previamente nuestro grupo reporté las caracteristi-
cas clinico patoldgicas; el estatus de HER2, receptores
de estrogenos (RE) y receptores de progesterona (RP)
estudiados mediante inmunohistoquimica (IHQ); la so-
brevida libre de enfermedad (SVLE) y la sobrevida glo-
bal (SVG) en pacientes uruguayas diagnosticadas de
CM antes de los 40 afios"". La SVG y la SVLE a cinco
afios fueron 79% y 72%, respectivamente, menor a la re-
portada en pacientes de la poblacion general y de mayor
rango etario.

Si bien la peor evolucion se ha vinculado al retraso
en el diagnostico, la mayoria de nuestras pacientes fue-
ron diagnosticadas en estadios localizados y la totalidad
realiz6 los tratamientos seglin las pautas vigentes. Por
otra parte, la proporcion de subtipos desfavorables (tri-
ple negativos [TN] y HER2+) fue mayor a lo reportado
para mujeres de todas las edades con CM, por lo que su
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peor evolucion podria ser explicada por su perfil bio-
légico.

En relacion al riesgo genético, a pesar de que la
mayor parte de los CM diagnosticados en pacientes
jovenes son esporadicos, estas pacientes tienen un
mayor riesgo de presentar una predisposicion heredi-
taria para el desarrollo de la enfermedad, siendo los
genes BRCAL y 2 (BReast CAncer 1 y 2) los que
usualmente se encuentran implicados. Entre 11,6% y
17% de las mujeres con diagndstico de CM menores
de 40 afios presenta una mutacion en algunos de estos
genes''>'?. En nuestro estudio, el 17% de las pacien-
tes incluidas presentaron AF significativos, lo cual,
sumado a la temprana edad de aparicion de cancer en
estas pacientes, sugeriria una predisposicion heredi-
taria al CM o de ovario, o ambos.

BRCAL es un gen supresor de tumor que cuando se
encuentra mutado predispone al CM y otros tumores, en
particular cancer de ovario'*'".

Las mutaciones de linea germinal en estos genes ex-
plican aproximadamente el 20%-40% de los CM fami-
liares. Ademas, su expresion se encuentra disminuida,
sin mutacion génica que lo explique, en aproximada-
mente 30%-50% de los CM esporadicos"®'?.

El gen BRCAL codifica una proteina nuclear que in-
teractia con un gran nimero de proteinas reguladoras
que participan en procesos celulares fundamentales, ta-
les como la reparacion del ADN, la transcripcion, el
control del ciclo celular y la apoptosis. En particular, se
ha demostrado que esta implicada en la reparacion del
dafio genético contribuyendo al mantenimiento de la in-
tegridad del genoma®”?".,

Desde el punto de vista molecular no existe una clara
caracterizacion de los tumores en las mujeres jovenes. Si
bien en la poblacion general, 30%-35% de los CM espo-
radicos presentan pérdida de funcion de BRCA1, aso-
ciada a cambios epigenéticos, no hemos encontrado es-
tudios en la literatura que reporten el nivel de expresion
de BRCA1 en mujeres menores de 40 afios con CM es-
poradicol12131918.22)

En el presente estudio se realiza la determinacion de
la expresion tumoral de BRCA1 mediante IHQ en las
muestras de tumores de pacientes diagnosticadas de CM
antes de los 40 afios con el fin de analizar la correlacion
entre su grado de expresion y la evolucion, siendo nues-
tro objetivo investigar si es un factor pronostico de
sobrevida en estas mujeres.

Objetivo

Evaluar el nivel de expresion de la proteina BRCA1
mediante IHQ e investigar si la expresion tumoral de
BRCAL es un factor pronostico de la SVLE y la SVG a
cinco afios.
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Material y método

Se trata de un estudio retrospectivo en el cual se selec-
cionaron pacientes diagnosticadas de CM antes de los
40 afios en el periodo comprendido entre el 1° de enero
de 2006 y el 31 de diciembre de 2012, con disponibili-
dad de muestra tumoral parafinada en archivo para rea-
lizar técnicas ITHQ y que hubiesen dado su consenti-
miento informado. En caso de que la paciente hubiese
fallecido, se solicitdé consentimiento para la utilizacion
de material de archivo (bloques de parafina) al familiar
mas cercano accesible. Las pacientes fueron asistidas en
el Servicio de Oncologia del Hospital Universitario de
Clinicas, en el Hospital de la Mujer Paulina Luisi del
Centro Hospitalario Pereira Rossell (CHPR) y en el
Centro de Asistencia del Sindicato Médico del Uruguay
(CASMU-IAMPP).

La recoleccion de datos se realizo a través del estu-
dio minucioso de las historias clinicas.

Se obtuvieron los siguientes datos: edad de la paciente
al diagnostico; antecedentes gineco-obstétricos (edad de
la menarca, estado menopausico al diagndstico, utiliza-
cion de anticonceptivos orales, gestas, lactancia y dura-
cion de la misma); AF significativos (contando a la pa-
ciente, tres o mas casos de CM/cancer de ovario, al menos
uno antes de los 50 afios); tipo y grado histologico; tama-
o tumoral; estado de los ganglios linfaticos axilares; es-
tadio de acuerdo con la clasificacion TNM; estatus de
HER2, RE y RP estudiados mediante [HQ; tratamientos
realizados (cirugia, tratamiento radiante o sistémico); re-
caida tumoral (local o sistémica).

Los estudios de IHQ para determinacion del estatus
de HER2, RE, RP y Ki 67 son parte del trabajo rutinario
de los departamentos de anatomia patologica de las ins-
tituciones donde se asistieron las pacientes. El nivel de
expresion de HER2 se determiné mediante Herceptest™
(Dako, Carpinteria, CA, USA). Los informes de los re-
sultados de la inmunomarcacion para HER2 se basaron
en las recomendaciones vigentes en el periodo en que
fueron estudiadas las pacientes, considerandose positi-
vo el resultado con inmunotincion 3+. En casos IHQ 2+
se definio el estatus HER 2 mediante Fluorescent In Situ
Hybridization (FISH).

Se definieron tres subtipos tumorales en base a la
expresion positiva o negativa por IHQ y FISH, en caso
de ser necesario, de HER2, RE y RP:

1) RRHH +, HER2-: RE+ y RP+, HER2-; RE-/RP+,
HER2-; RE+/RP-,HER2-.

2) HER?2 positivo: HER2 positivo, RE/RP + o -.

3) RE-, RP-, HER2- (triple negativo).

Se calculd SVG y SVLE para la poblacion total y se-
gun la expresion de BRCA1 por IHQ, utilizando el mé-

todo de Kaplan-Meier y el test de log rank. Se usé un ni-
vel de significancia estadistica de p <0,05. El paquete
estadistico usado fue el SPSS 22.

La puesta a punto de la técnica y la determinacion de
BRCA1 mediante IHQ se realizé de forma centralizada,
automatizado en equipo Autostainer Link 48. Se utiliza-
ron los anticuerpos monoclonales anti-BRCA1 MS110
dirigido contra la regién comprendida entre los 304 ami-
noacidos del extremo N-terminal y GLK-2 contra la re-
gion comprendida entre los aminoacidos 1839-1863, del
extremo C-terminal. Para utilizar el anticuerpo mono-
clonal MS110 se empled una dilucion 1/100 y para el an-
ticuerpo monoclonal GLK-2 se utilizo una dilucion
1/50. Para analizar el nivel de expresion de la proteina
BRCAT se utilizaron los patrones acordados en la litera-
tura considerando un resultado positivo cuando la inmu-
noexpresion nuclear o citoplasmatica, o ambas, era
>10% y negativo cuando la expresion era <10% en el
nucleo y citoplasma de las células tumorales™>".

Aspectos éticos

El presente estudio se realizd de acuerdo a las normas
éticas internacionales para las investigaciones biomédi-
cas: Normas del MERCOSUR sobre regulacion de los
estudios clinicos y la Declaraciéon de Helsinski de la
Asociacion Médica Mundial (atendiendo a su ultima
enmienda de octubre del 2013). Se mantuvo el anoni-
mato de las pacientes en el andlisis, contdndose con la
aprobacion de los comités de ética de las instituciones
participantes. Se incorporaron unicamente las pacientes
que dieron su consentimiento informado. En caso de
que la paciente hubiese fallecido, se solicitdé consenti-
miento para utilizacion de material de archivo (bloques
de parafina) al familiar mas cercano accesible.

Resultados

El analisis incluy6 40 de las 107 pacientes diagnostica-
das de CM antes de los 40 afos, en las que fue posible
contar con la muestra tumoral parafinada para realizar
técnicas IHQ y con el consentimiento informado.

Veintisiete pacientes (67,5%) fueron asistidas en el
CASMU; 12 pacientes (30%) en el CHPR, y 1 (2,5%) en
el Servicio de Oncologia del Hospital de Clinicas.

La edad mediana al momento del diagnéstico fue de
36 afos (rango 29 a 39 afios), la mayoria de las pacientes
eran premenopausicas al diagnoéstico (22 pacientes,
55%), 13 fueron perimenopausicas (32,5) y en el resto
de las pacientes no se contaba con el dato. En relacion
con los factores de riesgo para el desarrollo de la enfer-
medad, considerando factores de riesgo hormonales: 5
pacientes (12,5%) tuvieron menarca precoz (antes de los
12 afios), 5 (12,5%) fueron nuligestas y 8 pacientes
(20%) tuvieron AF significativos de CM u ovario. El ti-
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patolégicas, estadio,
RRHH y HER 2 de las pacientes incluidas en el estudio
(n=40).

Variables N %
Edad mediana 36 afios 40 100
Estatus menopausico

Premenopausicas 22 55

Perimenopausicas 13 32,5

Sin datos 5 12,5
Tipo histolégico

Carcinoma ductal infiltrante (CDI) 37 92,5
Grado histologico final (GHF)

GHF II 12 30

GHF 1l 21 52,5
Tamario tumoral

T 13 32,5

T2 20 50

T3 6 15

T4 1 25
Estatus axilar

NO 18 45

N1 12 30

N2 5 12,5

N3 5 12,5
Estadio

| 9 22,5

I 20 50

Il 10 25

v 1 25
Estatus de RE y RP

RE/RP + 23 57,5

RE- RP- 17 425
Estatus HER 2

HER 2 + (3+/2+ FISH+) 13 32,5

HER 2 - (1 +/ 2+ FISH-) 27 67,5

52

Tabla 2. Subtipos biolégicos (n= 40).

Subtipos biolégicos N (%)

HER2-, RE/RP + 17 (42,5)
HER2 + (RE/RP +/-) 13 (32,5)
HER2-, RE/RP- (TN) 10 (25)

po histolégico ductal infiltrante fue el mas frecuente (37
pacientes, 92,5%), con alto grado histologico (21 pa-
cientes, 52,5%). La mayoria de los tumores se encontra-
ban limitados a la mama y la axila al momento del diag-
nostico: el 82,5% de las pacientes tuvieron tumores me-
nores a 5 cmy el 75% no tuvo compromiso axilar o tuvo
menos de tres ganglios metastasicos. E172,5% de las pa-
cientes se presentaron en estadios precoces de la
enfermedad. Las caracteristicas clinico-patologicas de
las pacientes se muestran en la tabla 1.

Con respecto al perfil biologico: 17 pacientes
(42,5%) fueron HER2-, RE/RP+, 13 (32,5%) fueron
HER2+ y las restantes 10 pacientes (25%) fueron clasi-
ficadas como triple negativas (tabla 2).

En cuanto al tratamiento sistémico, 33 pacientes
(82,5%) recibieron quimioterapia y todas las mujeres
con tumores mayores a 1 cm o axila positiva, HER 2 po-
sitivos, recibieron tratamiento con trastuzumab adyu-
vante. Todas las pacientes con CM RE o RP positivos, o
ambos, recibieron hormonoterapia. Quince pacientes
(37,5%) presentaron recaida en la evolucion, el 66,6%
(10 pacientes) de estas presentaron recaida sistémica ex-
clusiva, 2 (13,3%) presentaron recaida locorregional ex-
clusiva y 3 (20%) presentaron recaida locorregional y
sistémica. En todas las pacientes que presentaron recai-
das sistémicas se utiliz6 tratamiento sistémico en base a
quimioterapia =+ terapias dirigidas u hormonoterapia.
Las pacientes con recaidas locorregionales recibieron
tratamiento local con cirugia + radioterapia y tratamien-
to sistémico en algin momento de su evolucion.

LaSVG acinco afios para el total de las pacientes fue
de 73%, mientras que la SVLE a cinco afios fue de 60% ;
no se alcanzo lamediana parala SVG, ni parala SVLE.

Analisis de la expresion de BRCAT por
inmunohistoquimica

La deteccion y localizacion de la proteina BRCA1 me-
diante IHQ se realiz6 utilizando dos anticuerpos mono-
clonales dirigidos contra diferentes regiones de la pro-
teina, de acuerdo a lo descrito en Material y método
(figura 1).

Dado que la pérdida de expresion de la proteina
BRCAL es uno de los mecanismos que puede estar en la
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Figura 1. Técnica de IHQ: cortes de carcinomas mamarios incluidos en parafina en los cuales se observa la
inmunomarcacion a nivel nuclear y citoplasméatico (flechas). A) Inmunomarcacion utilizando el anticuerpo MS 110,
dilucién 1:100, 100 x. B) Inmunomarcacion utilizando el anticuerpo GLK2, dilucién 1:50, 400 x.

Tabla 3. Nivel de expresion de BRCA1.

Expresion BRCA 1 MS 110 GLK2
<10% 11 (27,5%) 16 (40%)
>10% 29 (72,5%) 34 (60%)

base de la carcinogénesis mamaria, nos centraremos en
el analisis de los casos con una inmunomarcacion <10%
en los nticleos y el citoplasma de las células tumorales,
considerados como negativos.

Laexpresion de BRCA1 fue negativaen 11 de las 40
pacientes incluidas (27,5%) utilizando el anticuerpo
MS110y en 16 de las 40 pacientes incluidas (40%) utili-
zando el anticuerpo GLK2 (tabla 3). En 8 casos (20%)
ambos anticuerpos presentaron una inmumomarcacion
<10% en los nucleos y el citoplasma de las células tumo-
rales. Esto evidencia una discordancia en la inmunomar-
cacion dado que esos casos representan el 72% de los
negativos para MS110, pero solo el 50% de los negati-
vos para GLK2.

Expresion de BRCAT y evolucion de la enfermedad

Durante el seguimiento, 14 pacientes presentaron una
recaida de la enfermedad. Cuando se evalu6 la expre-
sion tumoral de BRCA1 en esas pacientes, se observo
que la proporcion de casos con inmunomarcacion <10%
fue mayor con el anticuerpo GLK2 (8/14, 57%) que con
el anticuerpo MS110 (5/14, 36%), aunque la diferencia

no fue estadisticamente significativa. Las cinco pacien-
tes que presentaron inmunomarcacion <10% con el an-
ticuerpo MS 110 también presentaron inmumarcacion
<10% para GLK2.

Por otra parte, el porcentaje de recaidas fue mayor
cuando ambas inmunomarcaciones fueron negativas (5/8,
62,5%) que cuando lo fue solo para GLK2 (3/8, 37,5%), o
solo paraMS110 (0/3), aunque la diferencia no fue estadis-
ticamente significativa (chi cuadrado, p=0,39).

Asimismo, se evalué la sobrevida en funcion de la
expresion de BRCA1 para cada anticuerpo. ParaMS110
la SVG a cinco afios para las pacientes con expresion tu-
moral <10% fue de 70% y de 79% para las pacientes con
expresion >10%, no siendo esta diferencia estadistica-
mente significativa (p = 0,122) (figura 2).

La SVLE a cinco afios para las pacientes con expresion
tumoral <10% fue de 62% y de 55% para las pacientes con
expresion >10%, no siendo esta diferencia tampoco esta-
disticamente significativa (p = 0,297) (figura 3). Las me-
dianas de SVLE y SVG se muestran en la tabla 4.

Para GLK2, la SVG a cinco afios para las pacientes con
expresion <10% fue de 56% y de 85% para las pacientes
con expresion >10%, siendo esta diferencia estadistica-
mente significativa (log rank, p = 0,015) (figura 4). La
SVLE a cinco afios para las pacientes con expresion tumo-
ral <10% fue de 40% y de 72% para las pacientes con ex-
presion >10%, siendo esta diferencia también estadistica-
mente significativa (log rank, p = 0,034) (figura 5). Las
medianas de SVLE y SVG se muestran en la tabla 4.
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Figura 2. SVG a cinco afos de acuerdo a la expresion
tumoral de la proteina BRCA1 analizada mediante el
anticuerpo MS110. La inmunomarcacion se considerd
positiva (>10%, linea azul) o negativa (<10%, linea
verde). La diferencia entre los grupos se considerd
significativa con un valor de p<0,05 (test de log rank).

Figura 3. SVLE a cinco arios de acuerdo a la expresion
tumoral de la proteina BRCA1 analizada mediante el
anticuerpo MS110. La inmunomarcacion se considerd
positiva (>10%, linea azul) o negativa (<10%, linea
verde). La diferencia entre los grupos se considerd
significativa con un valor de p<0,05 (test de log rank).
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Figura 4. SVG a cinco anos de acuerdo a la expresion
tumoral de la proteina BRCA1 analizada mediante el
anticuerpo GLK2. La inmunomarcacién se considero
positiva (>10%, linea azul) o negativa (<10%, linea
verde). La diferencia entre los grupos se considerd
significativa con un valor de p<0,05 (test de log rank).

Figura 5. SVLE a cinco anos de acuerdo a la expresion
tumoral de la proteina BRCA1 analizada mediante el
anticuerpo GLK2. La inmunomarcacién se considero
positiva (>10%, linea azul) o negativa (<10%, linea
verde). La diferencia entre los grupos se considerd
significativa con un valor de p<0,05 (test de log rank)

Discusion

Con respecto a las variables clinico-patologicas de las
pacientes incluidas en este estudio, 20% de las pacien-
tes tenian AF significativos, lo cual, afiadido a la tem-
prana edad de aparicion de cancer en estas pacientes,
hace pensar en una predisposicion hereditaria al CM o

o4

de ovario, o ambos. Diversos trabajos muestran que las
mutacion en genes BRCA1 o 2 se presentan entre el
11,6% y el 17% de las mujeres con diagnostico de CM
menores de 40 anos, siendo esta cifra similar a la halla-
da en nuestro estudio''>"?.
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Tabla 4. Mediana de SVLE y SVG segun nivel de
expresion de MS110 y GLK2.

Mediana SVLE Mediana SVG

MS110 + no alcanzada No alcanzada

MS110 - no alcanzada 69 meses (IC 95% 47-91)
GLK2 + no alcanzada No alcanzada

GLK2 - 24 meses (IC 95% 0-63) 62 meses (IC 95% 49-76)

Si confrontamos nuestros resultados con los reporta-
dos tanto en estudios nacionales”’ como internaciona-
les'*>? sobre frecuencia de subtipos biologicos para
mujeres de todas las edades con CM, nuestras pacientes
presentaron mayor porcentaje de subgrupos biologicos
agresivos HER 2+ (32,5%) y TN (25%). Estos resulta-
dos son coincidentes con lo evidenciado por Cancello y
colaboradores en un estudio que incluyd mujeres meno-
res de 35 afios, donde los porcentajes de pacientes por
subtipos biologicos fueron los siguientes: HER 2+
(21%), TN (16,2%) y receptores hormonales +/HER 2-
(49,8%)°". La mayoria de nuestras pacientes presenta-
ron tumores pequeios con estadios localizados I y II
(72,5%).

Como ya fue mencionado, aunque la mayor parte de
los CM en la mujer joven son esporadicos, esta pobla-
cion tiene mayor riesgo de presentar una predisposicion
hereditaria para el desarrollo de la enfermedad, siendo
los genes BRCA1 y 2 los mas frecuentemente involucra-
dos. En el Reino Unido se ha descrito, por ejemplo, que
aproximadamente el 3% de todos los CM se atribuyen a
mutaciones BRCA 1 o BRCA 2, siendo la proporcion
mayor en mujeres con diagnodstico antes de los 36 afios,
con un porcentaje que varia entre 6% y 9%,

A pesar de que se sabe que aproximadamente en
30%-55% de las pacientes portadoras de CM esporadico
existe una pérdida de funcion del gen BRCA1 asociadaa
cambios epigenéticos"®'”, no hemos encontrado estu-
dios que reporten el nivel de expresion de BRCAI en
mujeres menores de 40 afios con CM esporadico.

Dado que en las mujeres jévenes no existe una clara
caracterizacion molecular del CM, pensamos que la in-
vestigacion en este sentido deberia ser una prioridad de
la investigacion cientifica.

En lo que se refiere a la ubicacion intracelular de la
proteina BRCA1, su expresion exclusiva a nivel nuclear
podria estar reflejando su fenotipo normal, ya que su si-
tio habitual es el nticleo celular, donde participa en la re-
paracion del ADN, la transcripcion, el control del ciclo
celular y la apoptosis®*". Si bien antes se pensaba que
BRCAI se encontraba anivel nuclear y que la tincion ci-

toplasmatica era un artefacto técnico, en la actualidad se
reconoce que debido a las mutaciones que pueden afec-
tar al gen, la proteina BRCA1 permanece en el citoplas-
ma celular y no se trasloca al nticleo celular, por lo que
puede hallarse tanto a nivel nuclear como citoplasmati-
co?.

En relacion con la evolucion de la enfermedad, 14 de
las 40 pacientes incluidas en nuestro estudio (35%) pre-
sentaron recaida durante el seguimiento. La mayoria de
estas (8 pacientes, 57,1%) presentaron inmunomarca-
cidén <10% con el anticuerpo GLK 2 y mas de un tercio
de las mismas (5 pacientes, 35,7%) presentaron inmuno-
marcacion <10% con el anticuerpo MS110. Es de desta-
car que las cinco pacientes con inmunomarcacion
MSI110 negativa presentaron también inmunomarca-
cion para GLK2 negativa. El hecho de que el porcentaje
de recaidas fuera mayor cuando la inmunomarcacion
fuera negativa para ambos anticuerpos sugiere que la au-
sencia total de la proteina BRCAL, y, por lo tanto, de su
funciodn, se asocia con una mala evolucion. En este senti-
do, la SVLE y la SVG fueron menores cuando la inmu-
nomarcacion fue negativa para GLK2. Sin embargo, los
andlisis de sobrevida de acuerdo a la inmunomarcacion
de MS110 no alcanzaron significacion estadistica, aun-
que la SVLE fue menor para las pacientes con inmuno-
marcacion negativa. Este resultado podria ser explicado
por el bajo nimero de pacientes, por lo que pensamos en
un futuro poder incluir mas pacientes en el estudio, para
darle mayor poder estadistico.

Los resultados obtenidos con GLK2 coinciden con
lo reportado por Kim y colaboradores, quienes reporta-
ron un pronostico desfavorable al disminuir la expresion
de BRCAL en el nicleo y citoplasma de las células tu-
morales de la mama®®, lo que no hace pensar que el ni-
vel de expresion de BRCA1 por IHQ del anticuerpo mo-
noclonal GLK-2 podria ser ttil como marcador predicti-
vo de recaida. Asi, en nuestro estudio, el nivel de expre-
sion de BRCA1 determinado mediante IHQ con GLK?2
constituy6 un factor de mal prondstico, ya que las pa-
cientes con expresion nuclear y citoplasmatica <10% tu-
vieron menor SVLE y SVG, siendo esto concordante
con estudios internacionales, donde se evidencia que en
el CM hereditario y esporadico la disminucion de la ex-
presion de BRCA1 anivel nuclear y citoplasmatico se ha
asociado a un peor prondstico y a una menor supervi-
vencia®~?. A nivel nacional, en una comunicacion pre-
via, Zanetti y colaboradores reportan que bajos niveles
de expresion tumoral del transcripto (ARNm) de
BRCAL1 se correlacionan con una peor evolucion en 60
pacientes portadoras de CM esporadico®”.

Esto podria ser explicado a la metilacion aberrante
del promotor del gen, que ocasiona la pérdida de su ex-
presion y por ende de su funcion dentro de la célula.
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En nuestro estudio, este mecanismo podria estar in-
volucrado en los casos con inmunomarcacion negativa
de ambos anticuerpos, lo que podria ser analizado en fu-
turos trabajos. En los casos con inmunomarcacion nega-
tiva exclusivamente de GLK2, dado que el anticuerpo
reconoce el extremo carboxi-terminal de la proteina, po-
dria deberse a la presencia de una mutacion de linea ger-
minal del gen que determine una proteina truncada, lo
que deberia confirmarse mediante secuenciacion del
gen.

Como limitantes debemos mencionar que solo fue
posible incluir 40 de las 107 pacientes diagnosticadas de
CM antes de los 40 afios, lo que podria introducir un ses-
go en nuestro estudio. Esto se explica porque se incluye-
ron Unicamente a las pacientes que contaban con mues-
tra tumoral parafinada para realizar técnicas IHQ y con
consentimiento informado.

En este sentido debemos tener en cuenta el pequeiio
tamafio muestral, por lo que desafortunadamente no fue
posible indagadar la asociacion entre las variables clini-
co-patologicas, subtipos moleculares y el marcador [HQ,
quedando esto pendiente para el futuro.

Por otro lado, el estudio incluyo pacientes asistidas
en tres instituciones de Montevideo, lo que puede gene-
rar un sesgo en los resultados al momento de interpretar-
los como representativos de la poblacion nacional.

De esta forma, queda pendiente para estudios a futu-
ro la evaluacion de las caracteristicas de la enfermedad
en un mayor niumero de pacientes, incluyendo pacientes
del interior del pais.

Teniendo en cuenta el hecho de que atin no se tienen
estudios preliminares publicados en Uruguay respecto a
la expresion de BRCAT1 en nuestra poblacion, se requie-
ren otras investigaciones con series mas grandes para
llegar a conclusiones sobre su posible utilidad pronosti-
ca o predictiva.

Conclusion

La pérdida de expresion de BRCA1 mediante GLK-2,
que sugiere la presencia de una proteina truncada, se
asocid a una menor SVG y SVLE de forma estadistica-
mente significativa. Nuestros resultados concuerdan
con lo reportado en la literatura y evidencian que la dis-
minucion de la proteina BRCA1 determinada mediante
THQ con la clona GLK2 podria tener un valor prondsti-
co desfavorable para las pacientes jovenes portadoras
de CM.

Agradecimientos

Agradecemos a Ana Aratijo, técnica en Anatomia Pato-
logica, quien contribuy6d en el procesamiento de las
muestras para [HQ, y al Dr. Alejandro Noria, ayudante
del Departamento de Métodos Cuantitativos de la Fa-

56

cultada de Medicina (UDELAR), quien colaboro en la
realizacion de los calculos estadisticos.

Abstract

BRCA1 mutations are rare in sporadic breast cancer
(CM), however their expression at the tumor level is di-
minished or absent in 30-50% of cases.

Objective: to assess the tumor expression of
BRCA1 using immunohistochemistry (IHC) in Urugua-
yan women diagnosed with BC before the age of 40
years.

Material and methods: patients diagnosed with BC
before the age of 40 between. The antibodies used were
anti BRCA1 MS110 monoclonal antibodies against the
N-terminal end and GLK-2 against the C-terminal. Ove-
rall survival (OS) and disease free survival (DFS) were
calculated; the curves were developed using the Ka-
plan-Meier method and the difference in survival was
evaluated through the log rank test.

Results: the average age of the 40 patients included
was 36 years. The 5-year OS and DFS were 73% and
60% respectively. The expression of BRCA1 with
GLK-2 was <10% in 16 of the 40 patients included
(40%). The 5-year OS and DFS for patients with <10%
expression was 56% vs. 85% for patients with >10%
(p=0.015) and 40% vs. 72% (p = 0.034) respectively.
The expression of BRCA1 by MS110was<10%in 11 of
the 40 patients included (27.5%). No differences were
found in the 5-year OS or DFS based on the expression
of this marker.

Conclusion: The loss of BRCA1 expression using
GLK-2, which suggests the presence of a truncated pro-
tein, was associated with a statistically significantly lo-
wer OS and DFS, that the decrease in the BRCAT1 pro-
tein as determined by GLK2 has an unfavorable prog-
nostic value for young patients with BC.

Resumo

As mutagdes de BRCA1 sdo raras no cancer de mama
(CM) esporadico; no entanto sua expressdo no nivel tu-
moral esta diminuida ou ausente em 30-50% dos casos.

Objetivo: avaliar a expressdo tumoral de BRCALI
por imuno-histoquimica (IHQ) em mulheres uruguaias
com diagnostico de CM antes dos 40 anos.

Material e métodos: foram incluidas pacientes com
diagnostico de CM antes dos 40 anos. Foram utilizados
anticorpos monoclonais anti BRCA1 MS110 contra o
extremo N-terminal e GLK-2 contra o extremo C-termi-
nal. A sobrevida global (SVG) e a sobrevida livre de en-
fermidade (SVLE) foram calculadas; o método de Ka-
plan-Meier foi utilizado para a construgdo das curvas e a
diferenca de sobrevida foi avaliada usando o teste de
log-rank.
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Resultados: foram incluidas 40 pacientes;aSVGea
SVLE aos 5 anos foram 73% e 60% respectivamente. A
expressao de BRCA1 mediante GLK-2 foi £10% em 16
das 40 pacientes (40 %). ASVG e a SVLE aos 5 anos pa-
ra as pacientes com expressao <10% foi 56% vs. 85%
para as pacientes com expressao >10% (p=0,015) e 40%
vs. 72% (p=0,034) respectivamente. A expressdo de
BRCA1 mediante MS110 foi <10% em 11 das 40 pa-
cientes (27,5%). Nao foram encontradas diferencas na
SVG nem na SVLE aos 5 anos com este marcador.

Conclusio: foi encontrada perda da expressao tu-
moral de BRCA1 determinada por GLK-2 em 40% das
pacientes incluidas e foi associada a uma menor SVG e
SVLE, o que poderia ter um valor prognoéstico desfavo-
ravel nestas pacientes.
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