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PERFIL PRONÓSTICO EN CÁNCER DE MAMA EMPLEANDO

QRT-PCR A PARTIR DE MUESTRAS PARAFINADAS.

Informe final Beca del Dr. Enrique Espinosa
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INTRODUCCIÓN

El análisis genético de un tumor
puede proporcionar datos
importantes sobre su comporta-
miento biológico y, por tanto,
sobre su pronóstico. Durante los
últimos años, se han publicado
varios trabajos con matrices de
ADN (“microarrays”) y con
PCR en los que se han descrito
perfiles de genes relacionados
con el pronóstico del cáncer de
mama. El interés de estos perfi-
les es grande, puesto que podrí-
an identificar a grupos de
pacientes con un pronóstico
muy bueno y, por tanto, pacien-
tes en las que no sería necesaria
la administración de quimiote-
rapia adyuvante. En la actuali-
dad, la decisión sobre dicha
quimioterapia se basa en pará-

metros clásicos, como el estadio
de los ganglios, el tamaño del
tumor y el grado de diferencia-
ción, pero no son muy exactos a
la hora de evaluar el pronóstico
y ello obliga a emplear quimio-
terapia adyuvante en la mayoría
de las enfermas. Si tenemos en
cuenta que esta quimioterapia
beneficia a una minoría, se
entiende la necesidad de contar
con parámetros pronósticos más
exactos y es ahí donde los perfi-
les de genes pueden mejorar la
calidad de la información.

Uno de los perfiles más conoci-
dos –MammaPrint®- contiene
70 genes y proviene del institu-
to holandés del cáncer (van’t
Veer y cols, N Engl J Med
2002;347:1999). Fue caracteri-

zado mediante matrices de
ADN a partir de tejido congela-
do y validado en mujeres meno-
res de 53 años. Establece dos
grupos pronósticos, favorable y
desfavorable, siendo la tasa de
riesgo de recaída cinco veces
mayor en el segundo caso. Este
perfil fue independiente de la
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situación de ganglios axilares. En
EEUU se emplea más otro per-
fil –OncoType®-, que está
comercializado para tumores sin
afectación ganglionar y con
receptores positivos (Paik y cols,
N Engl J Med;2004;351:2817).
OncoType se basa en qRT-PCR
y puede emplear muestras con-
servadas en parafina. No existe
consenso sobre cuál de todos
estos perfiles puede ser preferi-
ble, puesto que no se han reali-
zado comparaciones directas y
cada grupo de investigación
defiende el suyo.

Nuestro grupo ha validado el
perfil de 70 genes mediante
qRT-PCR (Espinosa y cols, J
Clin Oncol 2005;23:7278-85).
La qRT-PCR es una técnica
más fácil de estandarizar y
reproducir y requiere menos
material que las matrices de
ADN. Analizamos 96 muestras
congeladas y, en este caso, no
prescindimos de ningún grupo
de edad. 

Al separar a las pacientes en los
grupos favorable y desfavorable,
las curvas de supervivencia glo-
bal y supervivencia libre de
enfermedad se separaban signifi-
cativamente. En el análisis mul-
tivariable, el perfil génico y el
número de ganglios afectos fue-
ron los únicos factores relacio-
nados con la recaída. Por tanto,
además de corroborar la validez
del perfil original en una mues-

tra independiente, utilizamos
una técnica con ventajas sobre
las matrices de ADN. 

También merece la pena reseñar
que, frente al resultado semi-
cuantitativo de las matrices de
ADN, la PCR ofrece resultados
realmente cuantitativos. Debido
al limitado número de enfermas
en nuestro trabajo, no pudimos
realizar subdivisiones con resul-
tados fiables, con lo cual no fue
posible asegurar que el perfil
fuera igualmente válido depen-
diendo de la edad, la expresión
de receptores hormonales o la
afectación ganglionar. Por el
mismo motivo, tampoco pudi-
mos sacar partido de la cuantifi-
cación.

El siguiente paso lógico en el
desarrollo de esta tecnología es
simplificar el procedimiento y,
en este sentido, sería importante
poder trabajar con muestras
conservadas en parafina. Por ello
se planteó el presente estudio.

HIPÓTESIS DE TRABAJO

1. En el cáncer de mama precoz,
uno de los perfiles génicos
pronósticos más empleados
requiere muestras congeladas.
Nuestra primera hipótesis es
que, probablemente, no todos
estos genes puedan emplearse
en muestras parafinadas, pues-
to que el ARN de algunos de
ellos sufrirá una degradación
excesiva.

2. Con los genes útiles en parafi-
na y cuantificando la expre-
sión génica con qRT-PCR,
debe ser posible comparar
varios perfiles entre sí y
encontrar uno que contenga
menos genes que los perfiles
originales.

OBJETIVOS

1. Averiguar cuántos de los
genes comprendidos en en el
perfil MammaPrint® pueden
emplearse a partir de parafina

2. Comparar dicho perfil con
OncoType® y con un tercer
perfil que incluye tan sólo dos
genes (HOXB13/IL17RB,
Ma XJ y cols, Cancer Cell
2004;5:607-16.).

3. Utilizar datos cuantitativos de
la expresión de los genes útiles
en parafina para encontrar un
perfil reducido de genes que

Al separar a las pacientes
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supervivencia libre de
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significativamente
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prediga la recaída en muestras
parafinadas de cáncer de
mama. Se trata, por tanto, de
generar un índice de riesgo
predictivo del tiempo libre de
recaída a distancia.

METODOLOGÍA DEL
ESTUDIO

Pacientes

Para la realización del estudio se
contó con la aprobación del
Comité de Ética de la institu-
ción. Los criterios de selección
de las pacientes fueron los
siguientes:

- diagnóstico patológico de 
carcinoma de mama ductal
infiltrante;

- estadios I y II según la clasifica-
ción TNM actual, con o sin
ganglios afectos;

- paciente intervenida quirúrgi-
camente;

- seguimiento clínico superior a
5 años;

- muestra en parafina disponible;

- para el estudio inicial, disponi-
bilidad de muestra congelada.

Se recogieron los siguientes
datos de la historia clínica: edad
al diagnóstico, tamaño del
tumor, grado de diferenciación,
estado de los receptores hormo-
nales, tipo de tratamiento qui-
rúrgico, tipo de tratamiento
adyuvante, fecha y localización

de la recaída, supervivencia libre
de metástasis y supervivencia
global.

Procesamiento de las 
muestras

Se seleccionaron biopsias prove-
nientes de pacientes con cáncer
de mama, tanto del banco de teji-
dos congelados en fresco como
del archivo de muestras fijadas en
formol y conservadas en parafina
de nuestro hospital. Se tiñeron
secciones de los tejidos congela-
dos con hematoxilina-eosina y se
buscaron los cristales ya teñidos
correspondientes a los bloques de
parafina. Ambos tipos de corte
fueron analizadas por un patólogo
experimentado y únicamente 
se seleccionarán muestras con 
al menos un 70% de células
tumorales.

Piezas congeladas. El ARN total 
de las piezas congeladas se aisló
siguiendo el protocolo del reac-
tivo “TRIzol” (Invitrogen) y se
limpió con las columnas
“RNeasy” de Qiagen. 

Piezas conservadas en parafina. Se
extrajo la parafina a un total de
15 secciones de 5 µm de cada
muestra se mediante extracción
con xileno y, a continuación, se
llevaron a cabo lavados con eta-
nol en concentraciones decre-
cientes (100%, 90% y 70%).

El ARN total de las muestras
parafinadas se aisló siguiendo el

protocolo del sistema “Master-
Pure RNA Purification Kit” de
Epicentre. A partir del aquí el
procedimiento fue igual inde-
pendientemente de la proceden-
cia de la muestra.

El ARN total aislado se cuantifi-
có mediante medidas de OD260
en un espectrofotómetro y su
calidad se contrastó mediante
electroforesis capilar mediante el
equipo Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies). El pro-
cesamiento posterior incluyó
una transcripción reversa a partir
de 1 µg de ARN total con el
“High-Capacity cDNA Archive
Kit” de Applied Biosystems.

Perfiles de Expresión 
Génica mediante tarjetas
microfluídicas

Se seleccionaron genes descritos
en la literatura asociados con
pronóstico en cáncer de mama
(van’t Veer et al.  2002; Paik et al.
2004; Ma et al. 2004), y se dise-
ñaron las tarjetas microfluídicas
de Applied Biosystems (TaqMan
Low Density Arrays, TLDAs). 
Se incluyeron en el análisis 17
posibles genes control o house-
keepings (18S, ACTB, B2M,
GAPDH, GUSB, HMBS,
HPRT1, IP08, PGK1,POLR2A,
RPLP0, SDHA, TBP, TFRC,
UBC, YWHAZ).

La expresión de los genes 
seleccionados para el análisis en
cada muestra tumoral se midió
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mediante qRT-PCR. Las ampli-
ficaciones para el análisis de la
expresión génica por qRT-PCR
se realizaron con una plata-
forma “ABI PRISM 7900 HT
Sequence Detection System”
(Applied Biosystems) en el servi-
cio de Genómica del Parque
Científico de Madrid. Las reac-
ciones se llevaron a cabo utili-
zando las tarjetas microfluídicas
desarrolladas por Applied
Biosys- tems, denominadas
TLDAs, que permiten el análisis
simultáneo de la expresión géni-
ca mediante PCR cuantitativa
de decenas a cientos de genes
para cada muestra. Los niveles
relativos de expresión para cada
gen incluido en el estudio se cal-
cularon mediante el método del
¢¢Ct con el software SDS 2.1 de
Applied Biosystems.

Estadística

Preliminares. El análisis principal
se realizó en la población con-
junta de todas las pacientes
incluidas. Se diseñó una base de
datos para las variables clínicas y
antes del análisis estadístico se
controló la calidad de la infor-
mación recibida y la distribución
de las principales variables.

Variables analizadas. Como varia-
bles dependientes, para el primer
objetivo se analizaron los genes
expresados en parafina y, para los
otros dos objetivos, el tiempo
hasta la recaída a distancia. 
En cuanto a las variables inde-

pendientes, se analizaron: edad,
tamaño, grado histológico,
receptores hormonales, trata-
miento sistémico recibido (qui-
mioterapia y hormonoterapia) y
los valores de expresión de los
genes analizados.

Pruebas estadísticas generales. Las
variables continuas se presentan
como estadísticas descriptivas y
las categóricas por distribuciones
de frecuencia (absoluta y relati-
va). La supervivencia se analizó a
partir de la fecha de la cirugía
hasta la de la última revisión. La
supervivencia libre de metástasis
es el tiempo transcurrido desde
la cirugía inicial hasta la apari-
ción de enfermedad a distancia,
sin incluirse la recaída local o el
diagnóstico de segundos tumo-
res. El análisis estadístico de los
datos se realizó con el programa
SPSS 9.

Estimación del valor 
pronóstico de cada modelo

Para evaluar el valor pronóstico
de cada perfil de expresión géni-
ca estudiado, realizamos análisis
univariantes de Kaplan–Meier
usando el Cox–Mantel log-rank
test. Aplicamos, así mismo, análi-
sis multivariantes de riesgos pro-
porcionales de Cox a cada
modelo para medir su asociación
con las variables clínicas. Como
variables clínicas se incluyeron el
grado tumoral, la afectación gan-
glionar, la edad, el diámetro del
tumor y el tratamiento recibido.

Para medir el grado de asocia-
ción entre los diferentes perfiles
de expresión génica se calculó el
estadístico V de Cramer.

Definición de un perfil 
pronóstico con menos genes

Para la construcción del índice
de riesgo se analizó la asociación
entre el tiempo hasta la recaída y
la expresión de cada gen por
separado mediante un modelo
de Cox univariante. Como genes
candidatos a formar parte del
índice de riesgo se emplearon los
que tenían una significación
menor de 0’005 en el modelo
univariante. Por último, se defi-
nió un modelo multivariante
con todos los genes útiles. Se
determinaron grupos de riesgo y
se validó el índice de riesgo
mediante la técnica de valida-
ción cruzada LOOCV (“leave-
one-out cross validation”),
comparando mediante el test
“log-rank” (Mantel-Cox) la fun-
ción de supervivencia estimada
por el método de Kaplan-Meier.
Los P valores se calcularon
mediante 2.000 permutaciones
de las clases.

RESULTADOS

Primer objetivo: comparación fresco-
parafina

Analizamos la expresión de 96
genes en 30 especimenes conser-
vados tanto en parafina como en
fresco (total 60 muestras). Es
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decir, se obtuvieron datos de
expresión génica de dos piezas
de cada paciente obtenidas en la
misma cirugía, una de ellas con-
servada en congelado y la otra
fijada en formol y embebida en
parafina. Como se esperaba, los
valores de Ct fueron mayores en
cinco unidades en el ARN pro-
veniente de parafina respecto al
que venía de tejido congelado.
Existía una relación inversa entre
la calidad del ARN y el valor Ct.

Los valores de Ct crudo de todos
los genes tenían una elevada
correlación entre parafina y teji-
do congelado para cada paciente,
como demuestra un coeficiente
de Pearson de 0’81 (límites 0’63-
0’92). Sin embargo esta correla-
ción es meramente reflejo de
que los niveles de expresión de
los genes se mantienen en ambos
materiales.

También se estudió qué ocurría
con cada gen a lo largo de la
serie de muestras, lo que repre-
senta una cuestión mucho más
relevante, pues permite compro-
bar si el perfil de expresión de

cada gen se mantiene en ambos
materiales. En este caso, el coefi-
ciente de correlación fue menor:
0’33 ± 0’19. Esta falta de corre-
lación se debe a la degradación
del ARN proveniente de parafi-
na. Con la intención de dismi-
nuir las diferencias que aparecían
al estudiar los datos de Ct crudo
en tejido congelado y tejido
parafinado, llevamos a cabo un
estudio comparando diferentes
métodos de normalización.

Además de los métodos de nor-
malización NormFinder y
geNorm (Vandesompele J y cols,
Genome Biol 2002;3:RESE-
ARCH0034 / Andersen CL y
cols, Cancer Res 2004;64:5245-
50), hemos desarrollado un
método propio de normaliza-
ción. Este método, que denomi-
namos NorMean, obtuvo un
mejor rendimiento que los otros,
de modo que más del 80% de los
genes tuvo una correlación sig-
nificativa entre tejido congelado
y tejido en parafina.

Segundo objetivo: comparación de
perfiles

Se analizaron 153 muestras
correspondientes a otras tantas
pacientes con tumores en esta-
dios I y II. Todos los tumores
expresaban receptores hormona-
les y las pacientes habían recibi-
do quimioterapia con antra-
ciclina en los casos N0 de alto
riesgo o N+, además del trata-
miento hormonal. La expresión

de los tres perfiles de genes dis-
tinguió grupos de pacientes con
distinto pronóstico. Aunque las
diferencias entre grupos resulta-
ron significativas en los tres
casos, fueron más discriminado-
res MammaPrint y OncoType
que el “Two-Gene Index”.

En el caso de OncoType, era
posible retirar los grupos de
genes relacionados con la inva-
sión, HER-2 o receptor de
estrógenos sin que se resintiera el
rendimiento. Sin embargo, el
poder discriminatorio desapare-
cía  al retirar los genes relaciona-
dos con la proliferación.

Tercer objetiva: búsqueda de un per-
fil reducido

Finalmente, analizamos de forma
conjunta la expresión de todos
los genes para saber si era posible
obtener un perfil que incluyera
sólo unos pocos. Llegamos a
definir un perfil de 8 genes que
distingue dos grupos de enfer-
mas, con buen y mal pronóstico.
Este perfil no sólo era útil dentro
de nuestra serie de pacientes,
sino que fue validado empleando
los datos de expresión génica
correspondientes a la serie de
295 pacientes sobre los que se
definió MammaPrint.

En los estudios de correlación,
existe una alta coincidencia entre
los grupos favorables y desfavo-
rables definidos con Mamma-
Print, OncoType y el perfil de 8

Los valores de Ct crudo de

todos los genes tenían una

elevada correlación entre

parafina y tejido congela-

do para cada paciente
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genes. En el caso de OncoType,
las pacientes con índice de reca-
ída intermedio solían correspon-
der a los grupos favorables de los
otros dos perfiles. Por el contra-
rio, hubo poca correlación con
el perfil de dos genes.

DISCUSIÓN Y 
CONCLUSIONES

En el presente trabajo, hemos
demostrado que se puede utilizar
el tejido conservado en parafina
para determinar la expresión de
genes mediante qRT-PCR
empleando ensayos disponibles
comercialmente. Ello sirve 
no sólo para los genes incluidos
en OncoType (esto ya se sabía,
porque OncoType está desarro-
llado para PCR), sino también
para MammaPrint, que se diseñó
para matrices de ADN a partir
de tejido congelado. Sin embar-
go, no hay una correlación exac-
ta entre los valores de expresión
de tejido congelado y tejido
parafinado. Por tanto, cuando se
realiza la comparación, algunas
pacientes no quedan incluidas en
el mismo grupo de pronóstico.

Para la amplificación de PCR
hemos empleado ensayos dispo-
nibles comercialmente y no los
empleados específicamente en
MammaPrint y OncoType.
Teniendo en cuenta que la
determinación de los perfiles se
realiza habitualmente en labora-

torios centrales para cada uno de
ellos, nuestro laboratorio es el
primero en corroborar su validez
de una forma totalmente inde-
pendiente.

Ya que el funcionamiento de las
sondas comerciales ha sido ópti-
mo, esto podría abaratar costes
en el futuro. A esto se une la
posibilidad de emplear perfiles
con pocos genes, como el que
hemos definido con tan sólo
ocho. Este perfil de ocho genes
tiene una buena correlación con
los otros dos y también funcionó
en una serie independiente. Por
el contrario, el perfil de dos
genes es menos discriminatorio
y parece menos recomendable
para orientar sobre el pronóstico
de las pacientes.

Los perfiles analizados indican
que aproximadamente la mitad
de las pacientes tienen un riesgo
bajo de recaída. Ello plantea la
posibilidad de evitar la quimio-
terapia en este grupo, lo cual
sería una ventaja obvia frente a
los factores pronósticos clásicos,
que obligan a utilizar la quimio-
terapia en algo más del 80% de
los casos. Sin embargo, para
poder asegurar que es posible
eludir el uso de esta quimiotera-
pia deben realizarse ensayos en
fase III, de los cuales hay dos en
marcha.

Nuestras conclusiones son: 1) se
puede utilizar tejido conservado

en parafina para el análisis de
perfiles pronósticos con qRT-
PCR; 2) MammaPrint y
OncoType tienen una buena
correlación en la asignación de
riesgo; 3) se puede definir un
perfil igualmente válido que
contenga menos genes.

PUBLICACIÓN

Los resultados de la comparación
entre tejido fresco y tejido en
parafina, así como la descripción
de un nuevo método de norma-
lización, se han enviado a publi-
cación y estamos pendientes de
la decisión editorial.

La comparación entre perfiles 
ha sido enviada al “ASCO 
Breast Cancer Symposium”
(Washington, septiembre-08),
pero aún no sabemos si será
aceptada. En este momento esta-
mos terminando de escribir el
artículo correspondiente.

Los resultados referidos al nuevo
perfil de ocho genes han sido
enviados al “San Antonio Breast
Cancer Symposium” y tampoco
hemos recibido noticias sobre su
aceptación. Escribiremos el artí-
culo correspondiente en el mes
de septiembre.

En todos los casos se ha hecho
mención a la beca facilitada por
SEOM.
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Conde de Aranda nº 20, 5º Dcha.
28001 Madrid.
Tel.: 91 577 52 81 • Fax: 91 436 12 59
e-Mail: seom@seom.org
http://www.seom.org

• ayudas a la investigación

• publicaciones

• convocatoria de premios,
congresos y cursos

• servicios web

en la SEOM trabajamos
por la oncología
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