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DETECCION DE DNA CIRCULANTE EN 24 PACIENTES CON
CANCER DE MAMA TRIPLE NEGATIVO EN EL INSTITUTO
NACIONAL DE ENFERMEDADES NEOPLASICAS.

Jackeline Angulo !, Briana De Olarte !, Carlos Castafieda *

1 Universidad Cientifica del Sur, Lima, Pert

RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de ADN tumoral circulante y describir las caracteristicas de
mal pronéstico en pacientes con cancer de mama triple negativo. Materiales y métodos. El
presente estudio es de tipo descriptivo observacional y esta basado en un andlisis secundario de
la base de datos obtenida en el INEN durante el periodo de los meses Julio 2016 y marzo 2017.
La poblacion del presente estudio fue de 24 pacientes de sexo femenino, mayores de 18 afios
diagnosticadas de Cancer de mama triple negativo en el INEN. La variable dependiente fue
cancer de mama. La variable independiente fue DNA tumoral circulante. Resultados. Se
analizaron 24 pacientes con CMTN, 7 de ellas presentaron mutacion PISBKCA, la media de edad
de diagndstico fue de 45 afios, el estadio clinico con mayor prevalencia fue el Ill y todas las
pacientes presentaron un subtipo histologico ductal, 5 de ellas tuvieron recaida clinica 'y un 85%
tuvo metdstasis, ya sea cerebral, ganglionar, 6sea o la mas comuan, pulmonar, ademas se
evidenci6 que todas las pacientes que presentaron recidivas a distancia fallecieron.
Conclusiones. Gracias al presente estudio, podemos concluir que la deteccion de ADN-tc en
pacientes con cancer de mama triple negativo se puede realizar de manera satisfactoria y que la
tasa de frecuencias de deteccidon no es baja. Ademas, que la deteccién de ADN-tc puede indicar

en algunos casos que el paciente presentara una corta sobrevida.

Palabras clave (Cancer de Mama Triple Negativo; ADN Tumoral Circulante; Tiempo de Vida)
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CIRCULATING DNA DETECTED ON 24 PATIENTS WITH TRIPLE-
NEGATIVE BREAST CANCER IN THE NATIONAL INSTITUTE OF
NEOPLASTIC DISEASES.

ABSTRACT

Objective: determine the presence of ct-DNA and describe poor prognosis in patients with triple-
negative breast cancer. Materials and methods: this study is a descriptive observational based
on a secondary analysis from the database obtained from the INEN between July 2006 and March
2017. The population from this study was 24 female patients, 18th years and older with TNBC
diagnosed on the INEN. The dependent variable was triple-negative breast cancer and the co-
dependent variable was circulating tumor DNA. Results: 24 patients were analyzed with TNBC,
and 7 of them presented the PI3KCA mutation. The average age at the diagnosis point was 45
years, the clinical stage with the most prevalence was the Il and all of the patients presented a
ductal histological subtype. 5 of them had a relapse and 85% had metastatic disease, whether to
the brain, lymph, bone, or even the most common to the lungs, where is more, it was also shown
that all patients who had metastatic disease died Conclusions: in acknowledgment to this study,
we can conclude that the detection of the ct-DNA in patients with TNBC can be performed
satisfactorily and that the rate of detection is not low, furthermore, the detection of ct-DNA could

indicate in some cases that the patient will have a short survival.

Keywords: Triple Negative Breast Cancer; circulating tumor DNA; longevity.

MENSAJE CLAVE

Motivacién para hacer el estudio: Monitorizar la evolucion de la enfermedad en pacientes
con mutacién de PI3KCA para deteccién precoz de recaidas o fracaso del tratamiento y

brindar un manejo dirigido para mejorar la sobrevida de las pacientes.

Principales hallazgos: Del total evaluado, 29.17% de pacientes presentaron la mutacion
PI3KCA (E542K, E545K y H1047R), de las cuales 5 pacientes tuvieron recaida (71.43%), 4

de ellas tuvieron metastasis y fallecieron (57.14%).

Implicancias: la deteccion de AND—-tc en pacientes con cancer de mama se puede realizar
de manera satisfactoria y su frecuencia no es baja, puede estar asociada a una corta

sobrevida.
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INTRODUCCION

El cancer de mama triple negativo (CMTN), se define por la ausencia de expresion de
receptores de estrdgeno-progesterona y la del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2)(), tiende a ser un diagndstico que supone mal prondstico en sus pacientes ),
ya que presenta altas tasas de recurrencia a nivel visceral, tanto en higado, cerebro o pulméng),
lo que la condiciona a una elevada mortalidad dentro de los 3 primeros afioswas). ES
considerado un problema de salud publica tanto en nuestro pais como en el mundo, sélo en el
2020 se han estimado 2 261 419 nuevos casos de cancer de mama a nivel mundial, mientras
que en Perl se presentaron 6 860 (18%) nuevos casos, ocupando asi el 1er lugar de todos los

tipos de cancer conocidos en el paise).

El estudio del ADN tumoral circulante (ADN-tc) actualmente se ha vuelto un andlisis
fundamental para poder distinguir precozmente el prondéstico y la respuesta al tratamiento en
pacientes con cancer de mamag), cabe mencionar que existen pocos estudios del CMTN a nivel
nacional y su uso en Peru se encuentra en proceso de validacién (7. Dentro del ADN- tc existen
mutaciones especificas que pueden ser detectadas mediante técnicas especializadas, como la
mutacién del gen PI3KCA, esta es una mutacion activadora cominmente asociada a la
progresién del cancer de mama y particularmente al CMTN, donde existe una alta tasa de
mutaciéne). Hay 3 puntos criticos de mutacion establecidos que son responsables del 70 - 80%
de todas las mutaciones de PIK3CA) Yy ocurren en dos de los dominios helicoidal y quinasa. En
el interior del dominio helicoidal, los puntos claves mas comunes son E542K y E545K, mientras
que en el dominio de la quinasa el punto caliente es H1047-R, lo que ocurre dentro de dichos
dominios es un cambio enzimatico, o que genera una inhibicion de la via PI3BK/AKT/mTOR

provocando serias consecuencias metabolicas que aumentan la posibilidad de oncogénesis(o).

Para la deteccion de este ADN-tc se utilizé una técnica de enfoque dirigido, en el que se
realiza una amplificacion magnética de perlas con PCR. La presente investigacion fue llevada a
cabo con la finalidad de describir cdmo la deteccién de mutacion del gen PI3BKCA (E542K, E545K
y H1047R) en el ADN-tc en 24 pacientes con CMTN esta relacionada con ciertas caracteristicas
de mal prondstico y una corta sobrevida. Actualmente la tecnologia utilizada para la detecciéon
de AND-tc en cancer de mama no metastasico se encuentra en una fase de validacion y por ello
su uso como biomarcador para el diagnéstico aun se encuentra restringido1yi2). Sin embargo
supondria un gran avance para estudiar tratamientos dirigidos en CMTN y asi mejorar la

sobrevida de estas pacientes(y).
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion es de tipo descriptivo observacional y esta basada en un
andlisis secundario de una base de datos adquirida en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplasicas (INEN) la cual se recolect6 desde julio 2016 a marzo 2017. Nuestra poblacion consta
de 24 pacientes de sexo femenino, con una edad mayor a los 18 afios, y que han sido
diagnosticadas previamente de CMTN en el INEN. La informacidn clinico-patolégica actual se
obtuvo de las historias clinicas de las pacientes. Se confecciondé una base de datos nueva
conteniendo informacidn extraida de las historias clinicas de las pacientes y de la base de datos
preexistente. Se colocé datos como edad al momento del diagnéstico, lugar de procedencia;
adicionalmente, se incluyeron variables clinico-patolégicas relevantes, como grado histolégico,

subtipo histolégico, tamafio tumoral, estadio clinico, etc.

Deteccion del ADN-tc:

Para la deteccion de este ADN circulante se utilizé una de las técnicas que fue la del enfoque
dirigido, en el que se realiza una amplificacién magnética de perlas con PCR4). Con la ayuda
de esta técnica se puede detectar las mutaciones especificas tumorales en genes como el
PIBKCA. Este método se basa en un primer paso de emulsion, en donde se forman gotas lipidicas
en gran cantidad, las cuales posteriormente permiten que los fragmentos del ADN se
individualicen. El segundo paso se realiza dentro de cada gota de ADN-tc en la cual se lleva a
cabo el proceso de PCR. Finalmente, las copias ya sean mutadas o no mutadas pueden ser

detectadas mediante el uso de cebadores especificos marcados con fluor6foros distintoss).

ASPECTOS ETICOS

La investigacion primaria tuvo una aprobacién interna realizada por el comité de ética del
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, aprobacién no. 16-30/INEN. Cada paciente
firmé el documento del consentimiento informado por escrito, previo a su participacién en el

estudio.
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RESULTADOS

En el presente estudio participaron 24 pacientes femeninas que habian sido diagnosticadas
previamente de CMTN en el INEN, la edad media de diagnéstico fue de 50 afios y se evidencio
el ADN-tc a través de la expresion de la mutacion especifica del gen PIBKCA en 7 pacientes
(29.17%) y ausencia de ésta en 17 pacientes 70.83% (Figura 1). Encontramos que el 56% tuvo
una mutacion en el dominio helical, especialmente en E545K, un 22% en E542K y por ultimo se
apreci6é que un 22% tuvo mutaciones en el dominio cinasa, en H1047R (Figura 2), se encontré
que dos pacientes tuvieron positividad concomitante de dos mutaciones, como la paciente 6 que

tuvo mutacion en E542K y E545K, y la paciente 12 con mutacion en E545K y H1047R.

Deteccién ADN-tc en pacientes
con CMTN

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
Pacientes

B Mutacion PI3KCA  m Mutacion PI3KCA ausente
Figural: Distribuciébn de 24
pacientes con CMTN y deteccion de ADN-tc mediante la mutacion PISBKCA. Abreviaciones: CMTN:

Cancer de Mama Triple Negativo, ADN-tc: ADN tumoral circulante.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

Mutacién PI3KCA

PIK3CA_H1047R § PIK3CA_E42K
22% 22%

B PIK3CA_E42K
PIK3CA_E45K

W PIK3CA_H1047R

PIK3CA_E45K
56%

Figura2: Distribucion de la mutacién en el gen PI3BKCA

Se observé predominancia de altos grados histologicos en pacientes con la mutacion PI3KCA. Dentro
de ellas, el 88% presentd un grado histolégico 111y solo un 12%, un grado histolégico |. Todo lo opuesto
sucedid con respecto al total de pacientes con CMTN. En este caso, el porcentaje mayoritario se lo
llevo el grado histol6gico | con un 88%, un 8% para el grado histolégico Il, y un 4% un grado histolégico
| (Figura 3).

paciente # Mutacion Edad de Estadio Subtipo
PI3KCA Diagnéstico Clinico Histolégico

1 E45K 45 1A Ductal
E42K

6 £a5K 78 A Ductal

7 E45K 66 s Ductal

8 E45K 25 \% Ductal

9 E42K 31 1A Ductal
E45K

12 H1047R 21 A Ductal

18 H1047R 64 1B Ductal

Figura 3: Caracterizacion de las pacientes con mutacion PISKCA

Se realizd un seguimiento de 61 meses desde el diagndstico a través de la biopsia liquida hasta

la fecha y se evidencié de nuestra poblacion total, un total de 8 pacientes que fallecieron.
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Ademas de la presencia de la mutacién PI3KCA, encontramos otras variables que tenemos que
considerar como factores de mal prondéstico (Figura 4), como la clasificacion TNM, la recaida y la
sobrevida. De las 7 pacientes positivas a la mutacién PI3BKCA, 5 (71,43%) tuvieron recaida y 4 de

ellas fallecieron.

Tamaiio Estado Sitio de

Paciente # Tumoral ganglionar Metastasis metastasis Seguimiento

1 1,3 cm NO M1 e Fallecié
Pulmon

6 4,5cm NO M1 En estudio Fallecio

7 3cm N3 M1 (-SEI'}g.hOS Fallecié
linfaticos

8 12 cm N3 M1 Osea Fallecié

9 5cm N1 MO - Vive

12 3cm NO MO - Vive

18 3cm N1 M1 Pulmén Vive

Figura 4: Caracterizacion de las pacientes con mutacion PI3KCA segun factores prondsticos, en

base al seguimiento de 61 meses.

Las pacientes que tuvieron mutacion PI3BKCA presentaron corta sobrevida de 1 a 2 afios, en
comparacion a las otras 4 pacientes fallecidas que no tenian mutacién en el gen PI3BKCA, la Gnica
paciente que sobrevivio de las 5 antes mencionadas, fue diagnosticada a los 64 afios con cancer
de mama subtipo ductal de alto grado, con estadio clinico 1B, sin embargo, no requirié QT ni

alguna intervencién quirargica (Figura 5).

Sobrevida en afios en Pacientes fallecidas de CMTN

10
5 '
0

Paciente 1 Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 10 Paciente 17 Paciente 22 Paciente 23

Pacientes PI3KCA + W Sobrevida Pacientes PI3KCA -

Figura 5: Sobrevida global en afios en pacientes con presencia y ausencia de mutacion PISKCA
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DISCUSION

Si bien es cierto que en algunos subtipos del cancer de mama la supervivencia supera lo
esperado como en los casos que presentan receptores hormonales positivos (1s), el CMTN tiene
la particularidad de ser agresivo y de tener un mal prondstico, esto se debe a que las pacientes
presentan una corta sobrevida, y en muchos casos se presenta metastasis a nivel visceral,
ademas de la resistencia al tratamiento al cabo de los primeros afios de diagnésticous). Esto
sucede debido a mutaciones prevalentes como la de p53 (68%)au7), Yy la mutacién somética del
gen PIK3CA (10%),ya que generan cambios en vias de apoptosis y provocan una proliferacion
de células tumorales(o). Sin embargo, diversos estudios demuestran una heterogeneidad en la
frecuencia de mutacién en su poblacion, mientras que se observa una prevalencia del 62.5% de
mutacion en un metaanalisis donde se incluyeron 2619 articulos publicados entre 1990 y 2021 s),
otros estudios concluyen que la prevalencia de la mutacion PIK3CA s6lo se observa en un 29%
de su poblacién de estudioey), siendo este Ultimo resultado, el mas similar a nuestro caso, en
donde de nuestra poblacion de 24 pacientes, se evidencié en 7/24 pacientes (29.17%) la
mutacion en el gen PISBKCA, PI3KCA_E542K en un 22%, PIBKCA_E545K en un 56% y H1047
en un 22%, evidenciandose también positividad de dos mutaciones en 2 pacientes, un hallazgo
bastante particular, pero que ha sido reportado en otras literaturasue). En algunos estudios
mencionan una posible asociacion en la coexistencia de dos mutaciones como PISBKCA 542Ky
PISKCA_PE545K con un mejor prondstico y tasas mas altas de supervivencia, por el contrario
otros autores difieren de lo mencionado y consideran que las pacientes con la mutacion
PIBKCA_H1047R tienen mejor prondstico). Sin embargo dentro de las caracteristicas de mal
prondstico de nuestras pacientes encontramos la presencia de 1 o0 2 mutaciones tanto en su

dominio hélice, como en el cinasa.

Ademés de la presencia de la mutacion PISBKCA, dentro de nuestro estudio evidenciamos
una prevalencia del estadio clinico 3 en nuestras pacientes con CMTN, éste se caracteriza por
tumores grandes que pueden estar creciendo hacia los tejidos adyacentes para generar
metastasis(0), ademas de otros factor de mal pronéstico, como la recaida, que se evidencio en
el 85% de las pacientes con PI3SKCA positivo, a nivel cerebral, ganglionar, o pulmonar, una

prevalencia también encontrada en estudios previoseu).

Otra variable que nos evidencia caracteristicas de mal prondstico es la sobrevida, como
mencionamos en el apartado de resultados, 4 pacientes con mutacion PI3KCA tuvieron una
sobrevida corta de entre 1-2 afios. Otras literaturas hablan de data similar y corta sobrevida en
pacientes con mutaciones en el ADN-tci22). Sanfeliu et al, sefialan que las pacientes con CMTN
pueden llegar a tener una sobrevida de entre 1-5 afios desde el momento del diagnésticos). Por
otro lado, las pacientes sin mutacién presentaron una sobrevida mayor de entre 8-28 afos, a

excepcion de la paciente 23 con una sobrevida corta de 1 afio, la cual podria explicarse a que
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fue diagnosticada a sus 88 afios de carcinoma infiltrante de la mama con un subtipo histolégico
medular de alto grado, clasificando a su enfermedad como un CMTN T4N2MO, con un estadio
clinico IlIB y debut6 con una tumoracién de 10 cm, sumado a esto no fue tributaria a tratamiento
quirdrgico ni farmacoldgico por su avanzada edad. Dentro de la heterogeneidad de los subtipos
histolégicos del CMTN, el subtipo histologico medular de alto grado presenta caracteristicas
invasivas y es una de las variantes con baja frecuencia de aparicions), este hecho podria haber

condenado a la paciente a su corta sobrevida.

No debemos olvidarnos que un cancer de mama poco diferenciado y de estadios avanzados
también se asocian a caracteristicas de agresividad, reaparicion y por ende a mal prondstico en
comparacion a los tumores de bajo grado, esto o podemos evidenciar comparando los estadios
dentro de nuestras 8 pacientes fallecidas, donde la prevalencia se ve con 3 pacientes con estadio
Il (37,5%), 2 pacientes en estadio Il (25%), 2 pacientes que presentaban estadio IV (25%), y 1

caso en estadio | (12.5%).

Por ultimo, se sabe que el pronéstico de la enfermedad guarda una estrecha relacién con el
tamafio tumoral, esto es algo que no debe pasar desapercibido en nuestra poblacion, algunos
autores evidencian variacion entre la tasas de supervivencia segun el tamafio tumoral, mientras
gue en tumores de < 2cmy sin compromiso linfatico la tasa de supervivencia es del 96,3%, esta
disminuye a un 89.4% en tumores de entre 2 a5 cm e incluso en tumores de >5 cm se evidencias
valores més bajos de hasta el 82.2%¢4). Si bien no se pudo evaluar la tasa de supervivencia en
nuestra poblacion, si pudimos observar variaciones del tamafio tumoral en nuestras pacientes
con CMTN, encontramos que el 17% de los tumores estuvieron comprendidos en un rango menor
a 2cm, un 29% presentd tumores de >5 cm, mientras que un gran porcentaje presentd tumores
de entre 2 a5 cm (54%) y dentro de este porcentaje encontramos a las pacientes que presentaron

una menor sobrevida.

A pesar de todas las discrepancias evidenciadas en la prevalencia de la mutacion PI3BKCA
en pacientes con CMTN o en los factores asociados a mal prondstico, diversos estudios
concuerdan que hay métodos que deberian ser incluidos dentro de la practica estandar para el
diagnostico del cancer de mama, ya que el no hacerlo dificulta la apropiada identificacion y
supone un reto para los oncélogos (16). Dentro de los métodos no invasivos, tenemos a la cabeza
la biopsia liquida, el cual nos permite obtener informacién relevante para evaluar heterogeneidad
en el CMTN, todo ello mediante la deteccion de mutaciones especificas como la del gen
PIK3CA9), la cual permitiria ampliar el conocimiento de posibles dianas terapéuticas y mejorar
asi la prognosis de la enfermedad. Duque et al, ademéas de diferentes bases de datos,
demuestran que a pesar de no ser un método convencional actualmente, el método de deteccion
de biomarcadores mas utilizado es el ADN (52,7%) y el tipo de andlisis mas usado fue la

cuantificacion de ADN-tc (35,1%)us). Ademas concluyen que en un futuro no muy lejano, este
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método formara parte del proceso diagnéstico-terapéutico estandar del cancer de mama, el cual
nos permitird evaluar de forma temprana las recaidas, permitiendo asi una monitorizacion de la
enfermedad en todas sus etapases). Ademas se evidencia que una de las grandes ventajas del
andlisis del ADN-tc es la accesibilidad a la muestra, ya que se obtiene a partir de la sangre, esto
supone menos riesgo a diferencia de una biopsia convencional con muestras de tejido, otra de
las ventajas, es la toma de numerosas muestras para asi monitorear la enfermedad de forma
mas completa, ya sea para evaluar diagnostico, progresion o corroborar eficacia o fracaso del
tratamiento ().

La deteccién de ADN-tc en pacientes con CMTN no es infrecuente y su presencia sugiere
en algunos casos caracteristicas de mal pronéstico y corta sobrevida. Sin embargo, debido a
nuestro pequefio tamafio muestral no se puede precisar una asociacion. Después de analizar la
base de datos primaria, encontramos limitaciones en relacion a la confiabilidad de datos, debido
a que no se encontraban actualizados. Nos vimos en la necesidad de revisar historia por historia
y hacer correcciones en los items de recaidas y fallecimiento. Esto se presenté debido a que el
estudio primario fue realizado en Julio del 2016 con un seguimiento de 39 meses ) y nuestro

estudio se realizé con un tiempo de seguimiento de 61 meses.

CONCLUSIONES

Se logr6 obtener ADN-tc y aislar las mutaciones del PI3KCA en 7 pacientes con CMTN, las
cuales representan el 29, 17% de nuestra poblacién total. Sin embargo, se precisa una mayor
poblacién y realizar mas estudios para llegar a conclusiones que nos manifiesten que el ADN-tc
pueda ser usado en la practica clinica no solo como método diagnéstico, sino como marcador de

progresion o falla al tratamiento.

A pesar del poco tamafio muestral, se evidencié en algunas pacientes con presencia de ADN-tc,
factores de mal pronéstico, tal como recidiva a nivel visceral y una menor sobrevida, a diferencia
de las pacientes que no tenian mutacion. Sin embargo, debido al tamafio muestral y disefio del
estudio no podemos deducir una asociacion real.

Finalmente, en un futuro el uso de la Biopsia Liquida desplazara a los métodos invasivos y nos
servira en gran medida no sélo para el diagndéstico precoz si no para predecir la sensibilidad al
tratamiento, mientras que los datos mas especificos como la presencia de ciertas mutaciones en

genes como el PIK3CA nos predeciran recidiva, mal pronéstico y un menor tiempo de vida.
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