
2

Universitat Autonoma de Barcelona

PAPEL DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO Y DE LA VIA DE
SEÑALIZACIÓN PI3K/Akt EN LOS MECANISMOS DE INVASION Y

DE RESPUESTA A TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE MAMA.

Memoria presentada por:

Alberto Gallardo Alcañiz

2012

Para optar por el grado:

Doctor en Medicina y cirugía por la Universidad Autónoma de Barcelona.

Tesis realizada bajo la dirección del Dr. Enrique Lerma Puertas en el servicio de

Patología del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Tesis en Morfología y Patología Estructural y Molecular adscrita al departamento

de ciencias morfológicas de de la facultad de Medicina de la

Universidad Autónoma de Barcelona.



3

 Agradecimientos:
Durante estos años han sido muchas personas las que me han ayudado a finalizar
esta tesis doctoral, a todos ellos les agradezco sinceramente su apoyo,
comprensión e infinita paciencia.



4

INDEX



5

I Introducción.
1 EL CANCER DE MAMA (Pág.7).

1.1 Anatomía e histología (Pág.7).

1.2 Epidemiología (Pág.10).

1.3 Factores pronósticos del carcinoma de mama (Pág.11).

1.4 Subtipos histológicos del carcinoma de mama  (Pág.17).

1.5 Estadio del cáncer de mama (Pág.20).

1.6 Tratamiento (Pág.22).

1.7 Clasificación molecular del carcinoma de mama (Pág.24).

2 Factores de crecimiento en el carcinoma de mama (Pág.26).

2.1 Receptores de crecimiento epidérmico (EGFR, HER2, HER3, HER4) (Pág.26).

2.2 Factor de crecimiento similar a insulina (IGFR) (Pág.31).

3 La vía de señalización PI3K/AKT en el carcinoma de mama (Pág.32).

4 El receptor relacionado  con la lipoproteína de baja densidad 1 (LRP-1) y

             metabolismo del colesterol en el carcinoma de mama (Pág.35).

II Objetivos (Pág.39).

III Resumen global y discusión. (Págs.41).

IV Publicaciones (Pág.47).

V Conclusiones (Pág. 70).

VI Material suplementario (Pág.72).

VII. Bibliografía  (Pág.81).

- Relación de figuras: 10

- Relación de tablas: 4



6

I Introducción.



7

1 EL CANCER DE MAMA

1.1 Anatomía e histología.

La mama femenina “normal” pesa entre 50 y 400 gramos, la mama no lactante

entre 150 y 250gramos. Las medidas habituales son entre 10 y 12 cm de diámetro

y de 5 a 8 cm de grosor. Se localiza habitualmente entre las costillas 2ª y 6ª. El

tejido mamario se divide en los cuadrantes superior, inferior, interno, externo

región retroareolar y la “cola” axilar. Las  arterias que irrigan las mamas son la

arteria axilar, la intercostal y la mamaria interna. El drenaje venoso se realiza

mediante la vena axilar y mamaria interna.

Estructura de la glándula mamaria

La glándula mamaria esta constituida por entre 15 y 20 lóbulos mamarios. Estos

se distribuyen de forma cónica con el apex situado en la proximidad del pezón.

Los ductos colectores, que son los de mayor tamaño próximo al pezón, se

continúan por los senos lactóforos que se dividen en los ductos segmentarios y

subsegmentarios que posteriormente originan pequeños dúctulos. Los dúctulos se

dividen en pequeñas proyecciones glandulares digitiformes que formarán parte del

lobulillo mamario. La unidad ducto terminal-lobulillo está constituida por los ductos

extralobulillares que se dividen en los lobulillos (acinos). Estos constituyen la

porción secretora del árbol glandular.

Histología del arbol glandular

La parte más externa de los ductos colectores están recubiertos por un epitelio

escamoso estratificado que está en continuidad con la epidermis. El epitelio

escamoso finaliza antes del seno lactóforo. El resto de la glándula esta revestida

por un epitelio bicúbico constituido por células luminales y mioepiteliales rodeadas

por una membrana basal.
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La célula luminal

La célula luminal puede ser columnar o cuboidea, están ancladas a la membrana

basal o las células mioepiteliales. El citoplasma es abundante y contiene la

habitual dotación de organelas incluidos gránulos secretores en la porción luminal.

El núcleo está localizado en la porción media de la misma. La citoqueratina 19

aparece en los “buds” mamarios en la semana 19 de gestación y su expresión se

mantiene constante desde la semana 16 de la vida fetal (1). Las citoqueratinas 8,

15, 16 y 18 también están presentes en las células luminales (2).

La célula mioepitelial

Localizada entre las células secretoras y la membrana basal a la que se ancla. Se

extienden desde los ductos colectores hasta los acinos y finalizan abruptamente

en la unión escamo-columnar. Las células mioepiteliales son contráctiles y

aparecen en la semana 23-24 de gestación. Facilitan el flujo de las secreciones al

incrementar la presión intraluminal en la unidad excretora. La contracción esta

inducida por la oxitocina para la que tiene receptores (3). Las células

mioepiteliales pueden no ser visibles en las tinciones de hematoxilina eosina. El

núcleo es delgado y alongado y está centrado circunferencialmente con el

citoplasma. Cuando la glándula está dilatada o es atrófica las células

mioepiteliales tienen un núcleo redondo con citoplasma eosinofílico. Las tinción

inmunohistoquímica para p63 y miosina sirven para detectar las células

mioepiteliales (4).

La célula apocrina

Las células apocrina son columnares, cuboidales o aplanadas dependiendo de la

localización en acinos o quistes. Se pueden diferenciar en dos tipos; la tipo A

muestra citoplasma eosinofílico o granular con una vacuola supranuclear (5). La

tipo B se puede incluir dentro de la categoría de las células claras. El citoplasma

es granular y microvaculoado y corresponden a vesículas vacías (6).
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 Células madres (“stem cells”)

Aunque todavía no está totalmente establecida cual es la célula madre de la

mama si que se han realizado numerosos estudios para identificarlos. Estudios de

pérdida de heterozigosidad han encontrado el mismo patrón en las células

mioepiteliales y luminales lo que sugiere que se trata de una población clonal y por

lo tanto del mismo origen (7) y que probablemente existe una única célula que dio

origen a ambas poblaciones. Sapino y colaboradores obtuvieron dos líneas

celulares una epitelial y otra mioepitelial de un tumor que posteriormente

transplantaron a animales singénicos que, a su vez, originaron células epiteliales y

mioepiteliales. Por lo tanto concluyeron es posible que las células epiteliales y

mioepiteliales tiene capacidad de diferenciarse entre si (8).

Drenaje linfático del parénquima mamario

El drenaje linfático de la mama es complejo porque resulta  de la  conexión del

plexo subepitelial y del drenaje linfático del parénquima mamario. No esta claro si

los dos sistemas linfáticos están interconectados o fluyen separadamente. Los

vasos linfáticos se localizan en el estroma especializado periductal, la linfa fluye

hacia el plexo retroareolar profundo y a los ganglios linfáticos regionales. Estos

están constituidos por los ganglios axilares en un 97% de los casos y por extra-

axilares en el 3%. Los ganglios linfáticos intramamamarios están presentes en el

28% de los casos (9). Los ganglios linfáticos de la mamaria interna suelen ser de

pequeño tamaño (de 2 a 5 mm). En la práctica clínica los ganglios linfáticos

axilares se subdividen en los niveles I a III de acuerdo con el drenaje linfático. Sin

embargo se han detectado ganglios linfáticos centinelas en el nivel II hasta el 23%

de los pacientes sin afectación del nivel I (10). En un estudio que incluía 195

linfadenectomías la media de ganglios linfáticos fue de 24 (11).
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1.2 Epidemiología.

El carcinoma de mama es la neoplasia maligna mas frecuente de la mujer y es la

segunda causa mas frecuente de muerte en la mujer.  Representa el 23% de

todos los canceres diagnosticados en 2008, y el 14% de las muertes debidas por

tumores (12).

La incidencia muestra amplias variaciones con la mayor tasa en Europa y la menor

en África y Asia (13). La incidencia del carcinoma de mama se ha ido

incrementando en los países desarrollados. Por ejemplo la tasa Europea

estandarizada por edad se ha incrementado el 65% desde los  del año 1979 (75

casos por 100.000) hasta el 2008 (124 por 100.000).

El incremento de la incidencia del cáncer de mama registrado entre las décadas

de lo 80 y 90 en los países occidentales se ha relacionado con el cambio de los

hábitos reproductivos (incluida la terapia hormonal en la postmenopausia) y a la

implementación de técnicas de cribado (12). Parte del incremento observado en

los años 90 se ha atribuido al empleo de la terapia hormonal sustitutiva (14). Sin

embargo, desde el año 2002 se ha observado una leve disminución de la

incidencia del cancer de mama a raíz del menor uso de tratamiento hormonal

combinado en la postmenopausia, que se relacionaba con mayor riesgo de cáncer

de mama (15).

 La disminución del número de muertes atribuidas al cáncer de mama en los

países desarrollados se ha relacionado con la detección precoz  por los programas

de cribado y a la mejora en el tratamiento (16).
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1.3 Factores pronósticos del carcinoma de mama.

Los factores pronósticos son aquellos datos obtenidos en el momento del

diagnóstico que se relacionan con el pronóstico en ausencia de terapia adyuvante.

Los factores predictivos son los que están relacionados con el grado de repuesta

al tratamiento. Habitualmente el valor de cualquiera de ellos se establece en

relación a la supervivencia en el análisis multivariado. Los factores pronósticos y

predictivos mas aceptados en el cáncer de mama son la edad, afectación de los

ganglios linfáticos, tamaño tumoral, grado histológico, tipo tumoral y receptores

hormonales (17).

Edad

En el carcinoma de mama la edad de presentación del tumor se ha asociado

clásicamente al pronóstico; por ejemplo la supervivencia a los 5 años en pacientes

con carcinoma de mama antes de los 40 años es del 84% mientras que la

supervivencia a los 5 años de las pacientes de 40 o mas es 90%, estos hallazgos

pueden ser debidos a mayor agresividad de los tumores  o a peor respuesta a

tratamiento (18, 19). Múltiples estudios han  corroborado la menor mortalidad en

las pacientes de mayor edad con carcinoma de mama (20-22). Sin embargo,

recientemente algunos estudios han observado una mayor incidencia de

mortalidad debida a enfermedad en las pacientes de edad avanzada (23, 24).

Ganglios linfáticos

La afectación de los ganglios linfáticos axilares se ha considerado el factor

pronóstico aislado más importante que predice la supervivencia global y libre de

enfermedad (25). Mientras que solo el 20-30% de las pacientes con ganglios

negativos desarrollarán metástasis en los 10 años siguientes. Hasta el 70% de las

pacientes con metástasis ganglionares presentarán recidivas o recurrencias de su

enfermedad. La presencia de mayor número y el tamaño de los ganglios linfáticos

afectos se ha relacionado con peor pronóstico (26). El nivel de afectación axilar
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también influye y las pacientes con afectación del nivel III axilar presentan peor

pronóstico. Aunque la afectación extracapsular de la neoplasia no está totalmente

aceptada como factor de mal pronóstico, la presencia de tumor en los linfáticos

aferentes se ha relacionado con peor pronóstico

El estudio del ganglio linfático centinela es un test diagnóstico para  establecer el

estado del primer ganglio linfático al que drena el tumor. Se realiza mediante la

inyección de un contraste radiactivo en el tumor o en la región periareolar, este se

desplaza hasta el primer ganglio linfático que recibe el drenaje del tumor (27).

Todavía no se ha establecido cual es el mejor método para evaluar el ganglio

centinela, algunos autores han propuesto el uso exclusivo de cortes congelados,

otros secciones congeladas y posterior estudio en material parafinado, otros

estudio citológico y finalmente la detección mediante técnicas moleculares de

citoqueratina 19. La mejor manera de cortar el ganglio linfático es mediante

secciones perpendiculares al eje mayor del ganglio. El uso de anticuerpos

anticitoqueratina incrementa la sensibilidad en el 20% (10).

Tamaño tumoral

El tamaño tumoral es uno de los marcadores más fidedignos que predicen la

presencia de metástasis ganglionares y la supervivencia. Los tumores son de

menor tamaño en la población sometida a cribado (28). Se recomienda medir el

tumor macro y microscópicamente, el tamaño del tumor infiltrante es el que mejor

se correlaciona con la supervivencia (25). El informe patológico debe incluir

también el tamaño del componente intraductal.

Grado histológico

Hace más de 100 años los patólogos ya conocían que el alto índice mitótico así

como el pleomorfismo nuclear se relacionaban con un curso clínico agresivo en los

carcinomas de mama (29). El sistema de gradación más aceptado es el propuesto
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por Elston y Ellis (30), que en realidad resulta de una modificación del de Bloom y

Richardson (31). El sistema se basa en la evaluación de tres categorías formación

de ductos, atipia nuclear y mitosis. Las glándulas se definen como estructuras

tubulares con una luz central, se ha de evaluar todo el tumor y se asigna un 1

punto a los tumores con formación de mas de 75% de glándulas, 2 a los que

presentan entre 10% y menos de 75% de glándulas y finalmente 3 puntos a los

tumores que forman menos del 10% de luces glandulares. La atipa celular se

evalúa comparado el tamaño nuclear de las células tumorales con las normales.

Cuando las células tumorales son similares a las normales se asigna una

puntuación de 1. Cuando los núcleos son mayores con nucleolo único y visible se

asigna un 2 y finalmente si hay una gran variabilidad nuclear y pleomorfismo

franco 3. La actividad mitótica se cuenta en mitosis por 10 campos de gran

aumento en la periferia del tumor, los valores asignados varían según el área del

microscopio empleado (32). Finalmente para obtener el grado tumoral se obtiene

una puntuación de 3 a 9 sumando la de los tres apartados. Los tumores con una

puntuación de 3 a 5 son grado1; los que tienen una puntuación de 6 a 7 grado 2 y

finalmente, grado 3 los que tienen una puntuación de 8 y 9. En los tumores

heterogéneos se recomienda evaluar la zona menos diferenciada. Existe una

buena correlación entre el grado tumoral y el pronóstico (32).

Receptores hormonales

Los receptores hormonales son los únicos marcadores moleculares que tienen la

categoría I de marcador pronóstico del colegio de Patólogos Americanos (25). El

tratamiento adyuvante con inhibidores hormonales solo debe ser ofrecido si se ha

demostrado que el tumor tiene expresión de receptores hormonales.

El receptor de estrógenos alfa (REα) esta codificado por el cromosoma 6 q25. El

REβ esta codificado por el cromosoma 14 q22-q24. A pesar que existe evidencia

de que la actividad del estradiol depende de la expresión relativa de ambos

receptores, al no haber un anticuerpo fiable contra el REβ en la clínica solo evalúa

la expresión del REα. También existen dos isoformas del receptor de progesterona
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RP el α y el β, están codificados por un gen situado en el cromosoma 1. Los

anticuerpos comerciales que se usan habitualmente son capaces de reconocer

ambos receptores. Se recomienda incluir en el informe de patología la intensidad y

el porcentaje de células positivas. Se ha demostrado que el tratamiento hormonal

es efectivo hasta en las pacientes que presentan un 1 % de positividad de

receptores de estrógenos (33). Habitualmente las células que son positivas para

estrógenos también lo son para progesterona.

Aproximadamente el 60% de los carcinomas infiltrantes de mama son

intensamente positivos para receptores de estrógenos, el 20% son débilmente

positivos y el 20% negativos. La expresión de los receptores hormonales son

similares en el tumor primario y en las metástasis ganglionares. El 80% de las

pacientes con tumores con receptores hormonales positivos responden a terapia,

mientras que las pacientes con tumores con receptores de estrógenos negativos

pero de progesterona positivos responden el 45%. En el grupo de tumores de tipo

HER2 positivos se ha observado una disminución del porcentaje de tumores con

receptores hormonales, aun así una parte importante siguen expresándolos (34).

Invasión vascular

La presencia de invasión vascular no es exclusiva de procesos malignos en la

mama. Por ejemplo se han encontrado casos de invasión vascular en casos de

adenosis esclerosante (35), desplazamiento de células epiteliales en el trayecto de

la biopsia (36) y también se ha demostrado que estas células pueden ser

transportadas al ganglio linfático, sin que esto afecte al pronóstico de las pacientes

(37). De todas maneras la presencia de invasión vascular asociada a un proceso

neoplásico se ha asociado a metástasis ganglionares, mayor tamaño tumoral y

alto grado histológico en el análisis univariado (38). La invasión vascular es un

factor pronóstico independiente en el análisis multivariado que predice recurrencia

local y supervivencia, especialmente en pacientes sin metástasis ganglionares

(39). Existen dificultades a la hora de evaluar la presencia de invasión vascular o

linfática. El porcentaje de casos con invasión linfática es muy variable desde el
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36% al 88% en las diferentes series (38). Lo mismo ocurre para la invasión

vascular. Además existe una baja concordancia entre estudios comparativos entre

diferentes patólogos (40).

Angiogénesis

Angiogénesis o neoangiogénesis se define como el crecimiento de nuevos vasos

asociados al tumor. Esta se puede identificar en los carcinomas de mama (mas

frecuentemente en los de alto grado) (41), en procesos inflamatorios, asociados al

carcinoma intraductal de alto grado, en ganglios linfáticos metastáticos y reactivos

(42). La proliferación vascular se puede resaltar mediante tinciones

inmunohistoquímicas para factor VII, CD31 y CD34 (43). Diferentes estudios han

demostrado que la angiogénesis es necesaria para el crecimiento tumoral y para

la diseminación metastásica. Sin embargo existen datos contradictorios en la

literatura; mientras algunos autores han relacionado la angiogénesis con peor

pronóstico (43), otros no la han encontrado (44).

El factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF) y sus receptores (VEGFR)

juegan un papel importante en la angiogénesis tanto en la tejidos normales como

tumorales. La activación de esta vía, promueve múltiples vías de señalización que

resultan en supervivencia de las células endoteliales, mitosis, migración,

diferenciación, permeabilidad vascular y movilización de de células progenitoras

endoteliales. La sobreexpresión de VEGF se ha asociado a progresión tumoral en

el carcinoma de mama (45, 46).
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Células tumorales circulantes.

La presencia de células tumorales circulantes en pacientes con carcinoma de

mama se ha relacionado con progresión tumoral. Aunque la presencia de células

tumorales circulantes no predicen la presencia de metástasis, si que se ha

observado disminución de la supervivencia y el intervalo libre de progresión en

pacientes con carcinoma de mama metastático (47, 48). Recientemente, también

se ha relacionado la presencia de células tumorales circulantes en pacientes con

carcinoma de mama no metastático con peor supervivencia global y supervivencia

libre de progresión (49). También se han observado diferentes patrones de

expresión de HER2 entre las células del tumor primario y las células circulantes

(50).
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1.4 Subtipos histológicos del carcinoma de mama.

Los subtipos histológicos mas frecuentes del carcinoma de mama son el

carcinoma ductal infiltrante y el carcinoma lobulillar infiltrante. Es importante

identificar algunos subtipos histológicos de carcinoma de mama ya que se han

asociado a mejor pronóstico, sobre todo cuando se presentan de forma pura (no

asociados a carcinoma ductal convencional). El carcinoma tubular (51, 52), el

carcinoma mucinoso (53), el carcinoma cribiforme (54, 55), el carcinoma adenoide

quístico (56), el carcinoma acinar (57), y el carcinoma secretor (58) presentan

mejor pronóstico y menor número de recurrencias que los carcinomas ductales

convencionales. El carcinoma medular, a pesar de ser un carcinoma de alto grado

, también se ha relacionado con buen pronóstico (59). Como son tumores poco

frecuentes  solo comentaré los tipos histológicos mas frecuentes.

Carcinoma ductal infiltrante

El carcinoma ductal infiltrante comprende un grupo heterogéneo de tumores y

representa del 41% al 71% del total (60). La edad más frecuente de presentación

es entre los 50 y 69 años. Solo el 6% se presenta en pacientes menores de 39

años (60). Las pacientes de menos de 39 años presentan  carcinomas de grado 3

en el 65% de los casos, mientras que en las pacientes de más de 70 años

representan el 38%.

Macroscópicamente en el 60% de los casos son tumores de márgenes irregulares

y en el 40% son bien circunscritos (61). Microscópicamente son tumores

heterogéneos, que varían desde tumores bien diferenciados hasta tumores

claramente pleomórficos. Las células tumorales crecen formando nidos, cordones,

trabéculas o glándulas. La presencia de invasión perineural se ha observado en el

28% de los casos (61). En el 86% de los casos se observa un área central de

elastosis (62), la necrosis está presente en el 33% de los casos y las

microcalcifaciones en el 60% de los casos (61). En el 30% de los casos se asocia
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a carcinoma ductal in-situ (63). Se han observado mayor frecuencia de

recurrencias locales cuando el componente in-situ supera el 25% del tumor (64).

Las células tumorales son positivas para citoqueratina 7/8, 18 y 19 en el 98.3%,

88.7% y 92.8% respectivamente. Prácticamente todo los casos son positivos para

e-cadherina y la pérdida de expresión de esta se ha asociado a peor pronóstico

(65)

Carcinoma lobulillar infiltrante

El carcinoma lobulillar infiltrante se define como un carcinoma invasor constituido

por células no cohesivas (y e-cadherina negativas). La incidencia varía en las

diferentes series desde el 0.7 al 14.7% de los casos según los criterios

diagnósticos empleados (66). De todas maneras en la mayor parte de las series

representa el 10% de los casos (67). En el 55% de los casos la primera

manifestación clínica es la presencia de una masa en la mama, en el 10% se

palpan múltiples nódulos mal delimitados en un área extensa de la mama y en el

resto de las pacientes se observa un aumento difuso de la mama con

endurecimiento de la misma. En estos casos hasta en el 46% de estos casos la

mamografía puede ser negativa.

Macroscópicamente en el 50% de los casos el tumor es un nódulo de márgenes

irregulares mientras que aproximadamente en el 30% de los casos la mama es

macroscópicamente normal, con un sutil endurecimiento. El tamaño medio es de

1.53 cm (68). Microscópicamente el carcinoma lobulillar infiltrante en el 38% de los

casos muestra un patrón de crecimiento infiltrativo que simula una “tela de araña”

que se suele asociar a desmoplasia del estroma. En otros casos las células

tumorales se distribuyen de forma difusa en un área extensa sin destruir el

parénquima preexistente.

La variante clásica del carcinoma lobulillar infiltrante es el subtipo histológico mas

frecuente y representa el 3% de todos los carcinomas invasores de la mama (67).
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Habitualmente muestra un patrón de crecimiento difuso, las células tienen un

núcleo redondo u ovalado con ocasionales indentaciones. El citoplasma es pálido

o eosinofílico y puede mostrar luces intracitoplasmáticas con una inclusión

eosinofílica central. Las mitosis y la necrosis son poco frecuentes. Los receptores

de estrógenos y progesterona suelen ser intensamente positivos, mientras que

HER2 y EGFR suelen ser negativos (69). Otros tipos histológicos incluyen las

variante alveolar, pleomórfica, histiocitoide y de células en anillos de sello.

No se han encontrado diferencias en la supervivencia entre las pacientes con

carcinomas ductales y lobulillares infiltrantes del mismo estadio, tan solo se ha

sugerido que las pacientes con carcinomas lobulillares infiltrantes de estadio I

probablemente presenten mejor pronóstico (67). La figura 1.4-1muestra un

ejemplo de un carcinoma ductal infiltrante y un carcinoma lobulillar infilltrante.

Figura 1.4-1: Ejemplo de un carcinoma ductal infiltrante (a) y un carcinoma

lobulillar infiltrante (b).
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1.5 Estadio del cáncer de mama.

El estadiaje de un tumor es la evaluación de la extensión de un tumor y por lo

general este se correlaciona con el pronóstico. Existen limitaciones  a la hora de

estadiar el carcinoma de mama ya que no existe solo un tipo de cáncer de mama y

que su comportamiento puede cambiar según el grado, tipo histológico y extensión

anatómica. El sistema de estadiaje aceptado actualmente es el propuesto por la

American Joint Committee of Cancer (AJCC) y la Union Internationale Contre le

Cancer (UICC) en el año 2002 (Tabla 1.5-1). El sistema se basa en las

características del tumor primario (T), la extensión a ganglios linfáticos (N) y la

presencia de metástasis a distancia (M). Los cambios con respecto a la

clasificación previa de 1997 son la presencia de la categoría de las

micrometástasis, para las metástasis ganglionares entre 0.2 mm a 2 mm que se

definen como pN1mi. Estas deben ser diferenciadas de las células aisladas, que

se definen como presencia de células aisladas o pequeños grupos tumorales en

los ganglios linfáticos que no superen los 0.2 mm. Este grupo se clasifica como

pN0(itc). Además en la nueva clasificación se han añadido nuevos códigos que

permiten identificar el método de detección de las metástasis. Cuando la detección

se ha realizado mediante immunohistoquímica se añade la terminación (i+),

cuando es mediante estudio molecular (mol+). Cuando la evaluación de la

afectación ganglionar se ha realizado mediante ganglio centinela se añade la

terminación (sn).
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Tabla 1.5-1: Clasificación TNM 2002.

Clasificación de la TNM 2002.
Tumor primario (T).

Tx: El tumor primario no puede ser evaluado.
T0: No evidencia de tumor primario.
Tis: Carcinoma “in situ”. Incluye carcinoma ductal y lobulillar  “in situ” y enfermedad

 de Paget sin tumor asociado.
T1: Tumor de 2cm o menos.

T1mic: Microinvasión de 0.1 cm o menos.
T1a: Tumor de mas de 0.1 pero no mas de 0.5 cm.
T1b: Tumor de mas de 0.5 pero no mas de 1 cm.
T1c: Tumor de mas de 1pero no mas de 2 cm.

T2: Tumor de mas de 2cm pero no mas de 5 cm.
T3: Tumor de mas de 5cm de diametro máximo.
T4: Tumor de cualquier tamaño con extensión directa a (a) pared torácica (b) piel.

T4a: Extensión a pared torácica, sin incluir músculo pectoral.
T4b: Edema (“incluye piel de naranja”), ulceración de la piel de la mama o

 nódulos satélites cutáneos en la misma mama.
T4c: T4a mas T4b.
T4d: Carcinoma inflamatorio.

Ganglios linfáticos regionales (N).
pNX: No se puede determinar la afectación ganglionar.
pN0: No metástasis ganglionar, no examen adicional para células aisladas (itc).

Nota: Las células tumorales aisladas se definen como células aisladas o pequeños grupos de células que no
son mayores de 0.2 mm  ni superan las 220 células. Usualmente se detectan mediante inmunohistoquímica
(IHQ) o métodos moleculares que se pueden validar mediante HE.
pN0(i-): No metástasis ganglionar, IHQ negativa.
pN0(i+): No metástasis ganglionar por HE, IHQ positiva, tumor no mas grande
              de 0.2 mm.
pN0(mol-): No metástasis ganglionar, técnicas moleculares negativas (RT-PCR).
pN0(mol+): No metástasis ganglionar, técnicas moleculares positivas (RT-PCR).

La clasificación se basa en disección ganglionar axilar, si la clasificación se basa en el ganglio linfático centinela se
debe añadir (sn).

pN1: Metástasis de 1 a 3 ganglios linfáticos axilares, y o ganglio linfático de cadena mamaria interna con enfermedad
microscópica detectada mediante ganglio centinela pero no clínicamente aparente.
pN1mi: Micrometástasis, mayor de 0.2 mm ninguna mayor de 2.0mm.
pN1a: Metástasis de 1 a 3 ganglios linfáticos axilares.
pN1b: Metástasis en ganglio linfático de cadena mamaria interna con enfermedad

 microscópica detectada mediante ganglio centinela pero no clínicamente aparente.
pN1C: Metástasis de 1 a 3 ganglios linfáticos axilares y metástasis en ganglio linfático de

cadena mamaria interna con enfermedad microscópica detectada mediante ganglio
                     centinela pero no clínicamente aparente.
pN2: Metástasis de 4 a 9 ganglios linfáticos axilares, y o ganglio linfático clínicamente aparente de cadena mamaria

interna en ausencia de metástasis ganglionares axilares.
pN2a: Metástasis de 4 a 9 ganglios linfáticos (al menos una mayor de 0.2 cm).
pN2b: Metástasis clínicamente aparente de ganglio de mamaria interna en ausencia de

 metástasis de ganglios linfáticos axilares.
pN3: Metástasis en 10 o mas ganglios linfáticos axilares, o en ganglios infraclaviculares, o ganglios linfáticos de la

cadena mamaria ipsilateral en presencia de 1 o mas metástasis ganglionar axilar; o mas de 3 ganglios
linfáticos axilares positivos en ausencia clínica de metástasis en ganglios de cadena mamaria interna pero
afectación microscópica; o en ganglios linfáticos supraclaviculares.
pN3a: Metástasis en 10 o mas ganglios linfáticos axilares (al menos una mayor de 0.2 cm.) o

 metástasis de ganglios linfáticos infraclaviculares.
pN3b: Metástasis en ganglios linfáticos clínicamente aparentes de la cadena mamaria ipsilateral en presencia

 de 1 o mas metástasis ganglionar axilar; o mas de 3 ganglios linfáticos axilares positivos en ausencia
                      clínica de metástasis en ganglios de cadena mamaria interna pero afectación microscópica.

pN3c: Metástasis en ganglios linfáticos supraclaviculares ipsilaterales.

Metastasis a distancia:
MX: No se puede determinar la diseminación a distancia.
M0: No metástasis a distancia.
M1: Presencia de metástasis a distancia.
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1.6 Tratamiento.

En la actualidad el tratamiento de las pacientes con carcinoma de mama intenta

ser lo menos agresivo posible, lo que incluye cirugía conservadora (tumorectomía)

(70, 71), biopsia de ganglio centinela (72)), radioterapia (72) y tratamiento

adyuvante adecuado a la necesidad de las pacientes (73-75)

Las principales guías para el tratamiento del carcinoma de mama son las guías

Europeas para el control de calidad en el cribado y diagnóstico del cáncer de

mama, las conferencias de St. Gallen (75) y las conferencias de consenso

internacional (72). Estas guías son revisadas y actualizadas periódicamente.

La cirugía se emplea para el diagnóstico y tratamiento del cáncer de mama. El

tratamiento conservador se emplea para el tratamiento de tumores unifocales y de

pequeño tamaño (generalmente inferiores a 4 cm). Posteriormente se irradia la

mama. La mastectomía se reserva para tumores de más de 5 cm, con metástasis

ganglionares extensas (mas de 4), presencia de invasión vascular-linfática o

invasión de piel o músculo.

Habitualmente la quimioterapia suele preceder a la radioterapia en el tratamiento

del cáncer de mama, aunque no existe consenso sobre la secuencia del

tratamiento (75). Los esquemas de tratamiento habituales suelen incluir

ciclofosfamida, metrotexate, flouracilo y tamoxifen (u otro tratamiento hormonal).

Las pacientes se han estratificado en según la respuesta al tratamiento hormonal

basado en la expresión de los receptores hormonales del tumor (75). También se

han propuesto tres categorías (alto, intermedio y bajo riesgo) en función del

tamaño del tumor, la presencia de metástasis ganglionares, invasión vascular,

positividad para HER2 y edad mayor o menor de 35 años (75). Las pacientes

incluidas en el grupo de bajo riesgo suelen ser tratadas con terapia hormonal. Por

otro lado  a las pacientes de alto riesgo con receptores hormonales negativos se

las trata con quimioterapia (75). El tratamiento neoadyuvante se emplea en
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tumores demasiado grandes para el tratamiento conservador (76, 77). En estos

casos se ha observado remisión tumoral en el 80% de los casos que es total en el

7 al 15% de los casos (76, 77).

En la conferencia de St. Gallen de 2011, se recomendaba la realización de

receptores hormonales, determinación de HER2 y Ki67 para subclasificar los

diferentes subtipos tumorales. No se consideró necesaria la expresión de EGFR ni

la determinación de la queratina 5/6 para subclasificar los tumores (78). La

siguiente tabla (tabla 1.6-1) incluye las últimas recomendaciones de las

conferencias de St. Gallen 2011 en relación a los subtipos tumorales (78).

Tabla 1.6-1: Recomendaciones de las conferencias de St. Gallen 2011 en relación a los

subtipos tumorales y tratamiento.
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1.7 Clasificación molecular del carcinoma de mama.

El carcinoma de mama, como ya se ha comentado previamente, se ha clasificado

en tres grupos de alto, intermedio y bajo riesgo dependiendo de la afectación

ganglionar, grado histológico, tamaño tumoral, expresión de receptores

hormonales y sobreexpresión de HER2. Sin embargo, se ha observado que

aproximadamente el 15% de las pacientes de bajo riesgo recurren a pesar del

tratamiento y que, por el contrario, el 15% de las pacientes de alto riesgo no

presentarán recurrencias del tumor. Además se ha sugerido que

aproximadamente en el 70 % de las pacientes tratadas con quimioterapia u

hormonoterapia no hubiera sido necesaria (79). Por lo tanto son necesarios

nuevas herramientas para el clasificar los carcinomas de mama.  El estudio

mediante “arrays” cDNA ha permitido una nueva clasificación del carcinoma de

mama, que ha clasificado a los tumores de mama en 5 subgrupos: luminal

(posteriormente subdividido en A y B), HER2 positivo, triple negativo y “normal”.

Aunque esta última categoría no ha podido ser reproducida en posteriores

estudios (80) y hay autores que sugieren que se trata de tejido normal.

En el primer estudio publicado por Perou y Sorlei (81) se analizó el patrón de

expresión de 42 tumores constituidos por 36 carcinomas ductales infiltrantes, 2

carcinomas lobulillares, 1 carcinoma ductal in situ, 1 fibroadenoma y 3 muestras

de mama normal. Mediante “arrays” de cDNA inicialmente seleccionaron un grupo

de 1753 genes que redujeron a 496 genes. Mediante estudio de conglomerados

jerárquicos se definieron 4 grupos: luminal, HER2, triple negativo y “normal”. En un

trabajo posterior, publicado en 2001, aumentaron el número de tumores y se

correlacionó el subtipo molecular con la supervivencia. En este estudio las

pacientes con los subtipos triple negativo y HER2 presentaron el peor pronóstico.

Además dentro del grupo de tumores del tipo luminal se podían subdividir en A y

B, siendo estos últimos de peor pronóstico (82). Estudios posteriores han

encontrado correlación entre los subgrupos tumorales definidos por las técnicas

moleculares y la inmunohistoquímica (83).
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Recientemente se han comercializado dos test diagnósticos basados en la

expresión de diferentes genes como son MammaPrinttm  Oncotypedx y PAM50 que

están basados en datos de expresión de diferentes genes. El MammaPrinttm

analiza un conjunto de 70 genes y predice aquellas pacientes que desarrollarán

recurrencias. Oncotypedx incluye la expresión de 16 genes y asigna un “score” de

recurrencia, tiene la ventaja que permite emplear material parafinado. Por último

PAM50 analiza 50 genes y permite el empleo de material parafinado. Este test

además de clasificar en los subtipos moleculares proporciona valores cuantitativos

de proliferación, la expresión de genes luminal, ESR1, la PGR, y ErbB2.

Utilizando metodología similar se ha propuesto un nuevo subgrupo tumoral

constituido por tumores con baja expresión de claudina (claudin-low). Este se

caracteriza por una baja expresión de moléculas de adhesión (claudinas 3, 4 y 7 y

e-cadherina). Estos tumores se cree que están originados por células madre y

corresponden histológicamente a carcinomas metaplásicos (84).

De todas maneras la clasificación molecular del carcinoma de mama no esta

totalmente establecida, por ejemplo un estudio reciente que ha analizado la

genómica y transcriptómica de un gran número de tumores de mama han

propuesto hasta 10 subtipos tumorales con diferente con implicación pronostica

(85). Además el estudio mediante ultrasecuenciación ha demostrado la presencia

de un gran número de mutaciones y alteraciones moleculares en un solo tumor de

mama (86, 87).
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2 Factores de crecimiento en el cáncer de mama.

Diferentes modelos experimentales han demostrado que las células del carcinoma

de mama requieren la activación de factores de crecimiento para proliferar, invadir

y diseminarse (88). La tabla 2-1 incluye un resumen de algunos de los receptores

de crecimiento descritos en el cáncer de mama.

Tabla 2-1: Factores de crecimiento en el carcinoma de mama.

2.1 Receptores de crecimiento epidérmico humano
(HER1/EGFR, HER2, HER3, HER4).

La familia de los receptores de crecimiento humano (epidermal growth factor

receptors) incluye HER1 o EGFR, HER2, HER3 y HER4. Son receptores

transmembrana del tipo tirosin quinasa que tienen homología parcial y regulan el

crecimiento, supervivencia, adhesión, migración, diferenciación y otras respuestas

celulares (93). Todos los componentes de esta familia incluyen un dominio de

unión extracelular, un dominio transmembrana y, excepto HER3, un dominio

funcional de tipo tirosin quinasa. Los dominios tirosin quinasa pueden ser

Receptor % de expresión Referencia

HER2 20-25% (89)

EGFR 18-35% (90)

HER3 20-70% (91)

HER4 7-18% (91)

IGF-IR 40-82% (92)
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activados mediante homodimerización o heterodimerzación que habitualmente se

produce en respuesta a la unión con un ligando. El receptor de HER2 también

puede adoptar una configuración similar a la activada incluso en ausencia de

unión al ligando (94).

HER2.

El gen que codifica neu se descubrió en tumores químicamente inducidos en

modelos experimentales realizados en ratas (95). El homólogo humano o cerb2-

HER2 se identificó en tumores humanos mediante hibridación in-situ con sondas

para v-erbB y EGFR en los que se observó amplificación del gen (96). El gen que

codifica HER2 está situado en el cromosoma 17q11-q12 y codifica una proteína

transmembrana de 185 Kd. La amplificación de este gen se traduce en un

incremento de los niveles de mRNA y proteína. Se ha demostrado la amplificación

de HER2 en el 20 a 25% de los carcinoma de mama y esta se ha asociado a un

fenotipo agresivo con metástasis (97), peor supervivencia , intervalo libre de

enfermedad más corto (89) y resistencia a quimioterapia (98). HER2 es una buena

diana terapéutica ya que se asocia a mal pronóstico (89), la sobreexpresión esta

presente en la mayor parte de las células tumorales (99), es difusa e intensa (100)

y está presente tanto en el tumor primario como en las metástasis (101).
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Trastuzumab.

Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra la porción

extracelular  de la proteína HER2. La tasa de respuesta es del 12 al 40%

dependiendo del método de detección de HER2 y el tratamiento previo recibido

(102, 103). La combinación de Trastuzumab con doxorubicina y ciclofosfamida o

plaxitacel en monoterapia demostraron mejores tasas de respuesta y

supervivencia que la quimioterapia (104). En este estudio también se detectó que

la combinación de Trastuzumab con doxorubicina y ciclofosfamida producían

cardiotoxicidad severa, esto ha conducido a desarrollar terapias sin antraciclinas.

La FDA aprobó el uso de Trastuzumab en el año 1998 para el tratamiento del

carcinoma de mama metastático. En el año 2005 también aprobó la indicación en

le tratamiento inicial. Una de las lecciones aprendidas durante el desarrollo del

trastuzumab es la importancia de la sobreexpresión de HER2, ya que está

aceptado que solo las pacientes cuyos tumores sobreexpresan HER2 (ya sea

mediante sobreexpresión demostrada por inmunohistoquímica 3+ o amplificación)

se benefician del tratamiento (103, 105, 106). La figura 2-1 muestra un ejemplo de

una tinción inmunohistoquímica para HER2 3+ y FISH amplificado.

Figura 2-1: Tinción inmunohistoquímica para HER2 3+ (a) y FISH amplificado (b).
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Resistencia a trastuzumab:

Los mecanismos de acción de trastuzumab incluyen citotoxicidad dependiente de

unión al anticuerpo, interferencia de la vía de señalización, inhibición del ciclo

celular y efecto antiangiogénico (107). Otros mecanismos propuestos son

desregulación de la expresión en la superficie celular por endocitosis y

degradación (108).

A pesar de la eficacia del tratamiento con trastuzumab una proporción de las

pacientes con tratamiento inicial con trastuzumab y casi todas las pacientes con

enfermedad metastática progresarán. Los potenciales mecanismos de resistencia

a este fármaco incluyen:

 Separación del dominio extracelular. En estos casos la proteína truncada

resultante (p95) retiene la actividad quinasa (109).

 Heterodimerización o interacción de la vía de IGFR-1R (110) o miembros de

la familia HER (111).

 Activación de la vía PI3K (112) que puede incluir mutaciones de AKT o

disminución de los niveles de PTEN (113).

 Inhibición de la unión del anticuerpo al receptor mediante la sobreexpresión

de MUC4 (110).

Se han descrito un incremento del número de metástasis cerebrales en las

pacientes tratadas con trastuzumab (114), aunque las causas no están claras. Se

han propuesto diferentes teorías, entre ellas algunos autores sugieren que la

terapia con trastuzumab selecciona células con mayor potencial metastático (115),

otros que la mayor supervivencia de estas pacientes permitiría que pequeñas

micrometástasis cerebrales se desarrollen. Finalmente otros autores lo atribuyen a

la pobre capacidad de penetración de la barrera hematoencefálica de

trastuzumab.



30

EGFR (HER1, Epidermal growth factor receptor).

EGFR fue relacionado con el carcinoma humano al descubrirse que tenía

homología parcial con el gen v-erb y presentaba una actividad quinasa similar a la

de SRC (116). La sobreexpresión de EGFR (Figura 2-2) y la expresión de una

forma truncada de la proteína (EGFR vIII) se ha relacionado con el carcinoma de

mama (90). Se ha asociado la expresión de EGFR con los tumores de tipo triple

negativo (90), y se ha relacionado con peor pronóstico en el subgrupo de los

tumores HER2 positivos (112).

Figura 2-2: Ejemplo de sobreexpresión de EGFR mediante inmunohistoquímica

de un carcinoma de mama.
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2.2 Factor de crecimiento similar a insulina (IGFR).

La vía de activación del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) se

encuentra frecuentemente activada en el carcinoma de mama y se ha asociado a

proliferación celular y metástasis (117). El sistema de los IGF esta constituido por

dos ligandos IGF I e IGF II y al menos seis proteínas capaces de actuar como

receptores. Entre ellos el receptor IGF1R está frecuentemente expresado en el

carcinoma de mama, mientras que las pérdidas alélicas para IGF2R son comunes.

IGF1R.

El receptor IGF1R se ha asociado al inicio y progresión del carcinoma de mama

(118). IGF1R es un heterotetrámero constituido por dos subunidades

extracelulares (subunidades a) y dos subunidades transmembrana (subunidades

b) con actividad tirosin quinasa. Cuando el receptor se une a un ligando este se

autofosforila activando la vía de PI3K bloqueando la apoptosis y promoviendo la

proliferación celular (119). La sobreexpresión de IGF1R se ha descrito en múltiples

tumores malignos humanos (120, 121). Se ha demostrado la sobreexpresión de

IGF1R en el 40 al 80% de  todos los carcinomas de mama (figura 2-3) (92).

Además, la sobreexpresión de IGF1R se ha asociado con la resistencia a

trastuzumab en líneas celulares de carcinoma de mama (122).

Figura 2-3: Ejemplo de sobreexpresión de IGFR1R en un carcinoma de mama

(tinción inmunohistoquímica).
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3 La vía PI3K/AKT.

En 1988 se co-purificó una fosfatidilinositol quinasa con receptores tirosin quinasa,

además se demostró que fosforilaba lípidos de tipo fosfatidilinositol en posición 3’

hidroxilo (123). Esta enzima, una fosfatidilinositol 3’ quinasa de clase I (PI3K), era

la responsable de fosforilar PIP2 y transformarlo en PIP3 (123). La PI3K esta

constituida por una subunidad catalítica (p110α) y una subunidad reguladora

(p85 α) y actúa en respuesta a múltiples factores de crecimiento. Tras la

interacción de numerosos factores de crecimiento y de otros mecanismos, se

produce activación de PI3K, el que a su vez activa/fosforila Akt y secundariamente

a otras proteínas asociadas a vías de señalización y/o apoptosis y/o ciclo celular

(Bad, caspasa-9 y caspasa-3, p53, p27, MAPK, mTOR, etc.). Todo ello resulta en

un incremento de la síntesis de proteínas, de proliferación, crecimiento,

supervivencia (bloqueo de la apoptosis) y de motilidad celulares (124).

PIK3CA.

El gen PIK3CA, que codifica p110α o la subunidad catalítica de PI3K, se identificó

como un oncogén del virus del sarcoma aviar (125). Se han descrito mutaciones

de este gen en múltiples neoplasias humanas (126). Las mutaciones de este gen

se concentran en dos “hotspots” uno localizado en la porción helical, típicamente

E542K o E545K, y otra localizada en la porción quinasa H1047R (126).

Sorprendentemente, mientras que se ha demostrado que ambas mutaciones

incrementan la actividad catalítica de p110α, presentan diferentes requerimientos

para la activación in vivo. Las mutaciones de la porción helical dependen de la de

rasGTP para la activación y no de p85α. Lo contrario ocurre con las mutaciones de

la porción quinasa que es independiente de rasGTP pero necesita de la activación

de p85α (127).

A pesar de que en el carcinoma de mama se han descrito múltiples mutaciones un

pequeño porcentaje de casos (128) existen dos genes que están frecuentemente
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mutados y estos son p53 y PIK3CA (128). La frecuencia de mutaciones de

PIK3CA varía desde el 18% al 40% según la serie (126, 129-136). Las mutaciones

se distribuyen con la misma frecuencia en  la porción helical y quinasa. Las

mutaciones de PIK3CA se han descrito prácticamente en todos los subtipos

moleculares de carcinoma de mama. Se calcula que la frecuencia de mutaciones

es del 35% de los carcinomas de mama positivos para receptores de estrógenos,

el 23% de los tumores HER2+ y el 8% de los carcinomas triples negativos. La

mayor frecuencia de mutaciones se ha descrito en los carcinomas metaplásicos

(47%) (137).

Existen datos contradictorios en la literatura en cuanto al impacto de las

mutaciones de PIK3CA en la supervivencia. Mientras que algunos estudios han

encontrado asociación de las mutaciones con peor pronostico (131, 135), otros

autores han encontrado asociación con buen pronóstico (134, 136). También hay

autores que han encontrado asociación de las mutaciones de la porción helical

con peor pronóstico y mejor pronóstico para las pacientes cuyos tumores

presentaban mutaciones en la porción quinasa (132).

PTEN.

PTEN (MMAC1/TEP) es un gen supresor tumoral (10q23) que codifica una

fosfatasa bifuncional capaz de defosforilar fosfoserinas en proteínas y los fosfatos

del PI3K. Contrarresta directamente la actividad de PI3K previniendo la activación

de Akt/PKB, modulando la progresión del ciclo celular y supervivencia (figura 3-1).

La pérdida de su función resulta en un incremento del tamaño y crecimiento

celulares (138, 139).

La inactivación del gen puede ser debida a:

1) Mutaciones germinales (S. de Cowden o S. de Bannayan-Zonana);

2) Mutaciones/deleciones somáticas en tumores esporádicos

 3) Hipermetilación del promotor del gen.
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Ellos conllevan a una pérdida de expresión de la proteína y por lo tanto de su

función. La incidencia de mutaciones/ausencia de expresión más elevada se

observa en carcinomas de endometrio (30-50%), y ocurren sobre todo en tumores

con inestabilidad de microsatélites (121). Sin embargo, la frecuencia de

mutaciones de PTEN es baja en el carcinoma de mama (menos del 5%) (133), lo

que contrasta con la elevada pérdida de expresión de PTEN (30-50% de los

casos) (140). Perren y cols. (141) encontraron pérdida de expresión total en 15%

de los tumores y parcial en 18%, asociado a deleción homicigota (LOH). La

hipermetilación podría ser un alternativo de inactivación de PTEN, lo que tiene su

importancia, considerando que éste es un fenómeno reversible. Además la perdida

de expresión de PTEN se ha asociado a peor pronóstico en el carcinoma de

mama (140).

Figura 3-1: Esquema representativo de la interacción entre PTEN y PIK3CA
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4 El receptor relacionado  con la lipoproteína de baja densidad 1

(LRP-1) y metabolismo del colesterol en el carcinoma de mama.

LRP-1 es un receptor de membrana celular que pertenece a la familia del receptor

de lipoproteína de baja densidad (LDLR). LRP-1 se expresa en gran variedad de

células que incluyen macrófagos, monocitos, fibroblastos, hepatocitos, células de

la placenta, adipocitos, neuronas, astrocitos, células epiteliales del tracto

gastrointestinal y células del músculo liso. Se trata de un receptor multifuncional

que reconoce un gran número de ligandos, incluyendo la apolipoproteína E,

lipoproteínas, proteasas, complejos inhibidor de proteasas, factores de

crecimiento, metaloproteasas de matriz extracelular (MMP), uroquinasa activador

del plasminógeno (uPA), etc. (142). La diversidad de los ligandos y la variedad de

tipos celulares que expresan LRP-1 confieren al LRP-1 un amplio espectro de

funciones biológicas (figura 4-1)

Figura 4-1: Funciones biológicas de LRP1.
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El LRP-1 participa en la captación de colesterol, en la regulación del proteoma de

la membrana plasmática, en la regulación de la respuesta celular a factores de

crecimiento y a las interacciones con la matriz extracelular y el estroma. LRP-1

regula la señalización celular de las vías MAP/ERK quinasas, Wnt, PI3K y JNK

(142) y también controla la migración celular y la proliferación mediante la

regulación de la expresión de tres MMPs (MMP-2, MMP-13 y MMP-9) y de los

receptores que participan directamente en estos procesos, como el receptor del

activador del plasminógeno uroquinasa (uPAR) y el receptor del factor de

crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR) y algunas proteasas como la

catepsina B.

Papel del LRP-1 y el colesterol en cánceres humanos.

El LRP-1 modula importantes funciones celulares entre las cuales están la

invasión y migración celular. El LRP-1 constituye un sensor del medio extracelular

y un regulador de la dinámica del proteoma de la membrana que regula la

dinámica del citoesqueleto y la composición de las adhesiones focales.

Inicialmente, se consideró que el LRP-1 era un gen supresor tumoral implicado en

la eliminación de proteasas extracelulares implicadas en la metástasis. Sin

embargo, hay resultados contradictorios y los datos más recientes invitan a

replantear las propiedades antitumorales inicialmente atribuidas al LRP-1, dado

que la expresión de LRP-1 se ha asociado a mal pronóstico y a mayor capacidad

invasiva de las células tumorales (142).

Estudios preclínicos relacionados con el control de la progresión tumoral han

confirmado que la reducción de la expresión del LRP-1 evita la invasión y la

metástasis de células tumorales (143-146). Un estudio en fibroblastos peri-

tumorales sugiere que el LRP-1 podría facilitar la invasión, así como activar la neo-

angiogénesis tumoral (147), mientras que en las células tumorales, el LRP-1

facilitaría el crecimiento y la invasión celular modulando los niveles de MMPs (148)

y la degradación de la membrana basal y de la matriz extracelular por medio de la
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activación del metabolismo de catepsina B y del receptor de la uroquinasa

activadora del plasminógeno (u-PAR) (142). Por otra parte, la expresión de LRP-1

en las células tumorales no es frecuente y su significado es contradictorio. Por

ejemplo, en adenocarcinomas de pulmón su presencia es rara y se asocia a buen

pronóstico (149) y en melanomas se ha observado una reducción de su expresión

durante la progresión del tumor (150). Sin embargo, la expresión de LRP-1 se ha

relacionado con mayor agresividad en gliomas (151), adenocarcinomas de colon

(152), endometrio (153) y tumores de Wilms (154).

En el caso de los carcinomas de mama, hay pocos datos acerca de la actividad

del LRP-1. Recientemente se ha confirmado in vitro que el LRP-1 promueve la

invasión y regula la supervivencia de las células tumorales y el desarrollo de

metástasis. En esta línea, estudios recientes en carcinomas de mama evidencian

que muchos de los genes controlados por el LRP-1, incluyendo las MMP-2 y

MMP-9, están sobreexpresadas en los carcinomas ductales infiltrantes (147, 155)

y que la expresión del LRP-1 es importante en la agresividad de los tumores en

pacientes con cáncer de mama y se asocia con niveles elevados de colesterol

(147). La relación entre los niveles de colesterol y el cáncer de mama es

controvertida. Mientras que dos estudios epidemiológicos no encontraron ninguna

asociación (156, 157), un reciente meta-análisis identificó un mayor riesgo de

cáncer de mama en mujeres post-menopáusicas con colesterol elevado (158).
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II Objetivos.
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Objetivos

1.- Interrelación entre los diferentes receptores de membrana en la serie de

pacientes con carcinoma de mama HER2+ tratadas con trastuzumab (EGFR,

HER2, IGFR-1R).

2.- Determinar las alteraciones genéticas y/o nivel de activación/fosforilación de

factores de crecimiento y proteínas implicadas en la vía de señalización de

PI3K/Akt/mTOR y su interrelación, en una serie de pacientes con carcinoma de

mama HER2+ tratadas con trastuzumab.

3.- Estudiar la expresión de LRP-1 en el carcinoma de mama y analizar las

interacciones entre LRP-1 y los otros receptores de membrana (EGFR, HER2).

4.- Correlacionar los datos inmunohistoquímicos y moleculares previos con los

factores clínico-patológicos.

5.- Determinar su valor predictivo en cuanto a la progresión/recidiva de la

enfermedad local o a distancia (metástasis) y de supervivencia global.
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III Resumen global.
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Resumen global y discusión.

El carcinoma de mama es una de las enfermedades malignas mas frecuentes de

la mujer y es la segunda causa de muerte debida a neoplasia en la mujer adulta.

Se trata de una enfermedad de origen multifactorial y en el pronóstico de las

pacientes influyen múltiples variables. La clasificación del carcinoma de mama en

los subtipos moleculares ha mejorado notablemente la comprensión de esta

neoplasia. El carcinoma de mama ha sido clasificado en los subtipos luminal

hormono dependientes (posteriormente subdividido), HER 2 + y triple negativo.

Los diferentes factores de riesgo, historia natural y respuesta al tratamiento de

estos subtipos tumorales hacen que considerar que el carcinoma de mama cómo

una sola enfermedad no se sostenga.

En la presente tesis doctoral el objetivo era estudiar los mecanismos de invasión,

el papel de diferentes factores de crecimiento (algunos ya descritos y otros no) y

evaluar la respuesta al tratamiento en el cáncer de mama.

Previamente habíamos estudiado las mutaciones del PIK3CA en el carcinoma de

mama en una serie de 56 pacientes en las que estaban representados los

diferentes subgrupos tumorales (luminal, HER2 + y triple negativo). PIK3CA es un

oncogén que cuando esta constitutivamente activado fosforila PIP2

(fosfatidilinositol 4,5 bifosfato) y genera un segundo mensajero PIP3

(fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato) que activa la vía de AKT y promueve la

proliferación celular e inhibe la apoptosis. PTEN es un gen supresor tumoral que,

entre otras funciones, contrarresta la acción de PIK3CA.  Secuenciamos los

exones 9 y 20 de PIK3CA y estudiamos la expresión de diferentes receptores de

membrana EGFR, IGFR1R, HER2, la expresión de p110α (la subunidad catalítica

de PIK3CA), la expresión de PTEN, Ki67 y p53. Encontramos mutaciones de

PIK3CA en el 12.5% de los tumores pero estas eran mucho mas frecuentes en el

grupo de los tumores HER2 + (22%) y todas en el exón 20. Además las pacientes

con tumores con mutaciones en el exón 20 se asociaron con peor supervivencia.
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Sin embargo, la existencia de  datos contradictorios en cuanto a la asociación de

las mutaciones de PIK3CA y supervivencia y el escaso número de pacientes en

nuestro estudio preliminar nos animó a ampliar la serie. Como la introducción de

Trastuzumab ha cambiado la historia natural de las pacientes con tumores HER2+

decidimos incorporar al estudio pacientes que habían recibido este fármaco.

Incluimos pacientes tratados con Trastuzumab en la enfermedad metastásica (75

pacientes), así como en el tratamiento inicial (67 pacientes). Decidimos también

estudiar los mismos marcadores del estudio previo, pero lo ampliamos con el

análisis de metilación del promotor de PTEN, mutaciones de PTEN e

incorporamos otras proteínas relacionadas con la vía del PI3K/Akt. Encontramos al

menos una alteración en la vía de señalización de PI3K o alguno de sus

activadores o efectores en gran parte de los tumores (figura III-1).

Figura III-1: Principales alteraciones moleculares en la serie de carcinomas

tratadas con trastuzumab.
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PI3K/Akt es una de las vías de señalización que están mas involucradas en la

carcinogénesis, ya sea mediante la sobreexpresión de factores de crecimiento

(EGFR, IGF1R, HER2, etc.) o la inactivación de PTEN (159), y recientemente se

considera un determinante de la resistencia a trastuzumab (113, 160-162).

Además la coexpresión de HER2 y EGFR ha demostrado un marcado efecto

inhibitorio de trastuzumab (163). En nuestra serie la coexpresión de ambos

receptores la encontramos en el 15% de los casos, y además se asoció a

mutaciones de PIK3CA. IGF1R tiene un papel importante en el crecimiento e

invasión en el carcinoma de mama (92, 164) y también se ha relacionado con la

resistencia a trastuzumab (122, 165, 166), de echo en nuestros casos, la

sobreexpresión de este receptor se encontró en el 25% de los tumores,

especialmente en pacientes con tumores de estadios precoces que se asociaron a

recurrencias. Es de destacar que existe evidencia que IGFR1R y EGFR

interaccionan entre sí y que su coactivación se asocia a mal pronóstico (122, 165,

167, 168). Por lo tanto sería de esperar que estos pacientes mostraran resistencia

a trastuzumab.

PTEN codifica una proteína que inhibe la activación de la vía PI3K/Akt/mTOR

(169). La inactivación de PTEN se ha relacionado con las mutación (que ocurre en

menos del 5% de carcinomas de mama esporádicos) (170), metilación del

promotor (20%)(130), que resulta en pérdida de expresión que ocurre en

aproximadamente el 50% de los tumores (113, 131, 160, 161). Estudios

experimentales con líneas celulares y modelos animales han demostrado la

reducción de PTEN se relaciona con resistencia a trastuzumab, datos que fueron

confirmados en un grupo de pacientes (160). En nuestro estudio la metilación del

promotor de PTEN y la pérdida de expresión se encontraron en el 20% de los

casos, sin asociación con peor supervivencia, a pesar que la pérdida de expresión

de PTEN se asoció a metástasis ganglionares e invasión vascular. Sin embargo,

los pacientes con enfermedad metastática y mutaciones de PTEN (26%)

mostraron peor intervalo libre de progresión, lo que podría estar relacionado con

resistencia a trastuzumab.
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Las mutaciones que activan constitutivamente PIK3CA se agrupan en los exones

9 (domino helical) y 20 (dominio quinasa), estas se han descrito en el 18 a 40% de

los carcinomas de mama, asociadas en algunos casos con tumores HER2

positivos (133) y recurrencias (161). Encontramos mutaciones de este gen en el

17% de los tumores sin asociación con supervivencia. Por el contrario

demostramos que la sobreexpresión de p110α (que se encontró en el  19% de los

casos) se asoció a peor supervivencia libre de enfermedad. La activación de Akt,

presente en el 28% de los tumores se asoció a recurrencia y peor supervivencia y

que potencialmente se relaciona con resistencia a trastuzumab.

Diferentes estudios in vitro han confirmado la relación de mTOR con HER2 (171) y

resistencia a trastuzumab (172). En nuestra serie el 23% de los tumores

mostraban expresión de mTOR, estos tumores eran predominantemente

pleomórficos y se asociaban a metástasis ganglionares. También confirmamos

que la expresión de mTOR se encontraba modulada por la vía de PI3K/Akt ya que

esta se correlacionaba con la expresión de p110α y Bad. Además en el grupo de

pacientes con terapia adyuvante la mayor parte de las pacientes con tumores que

expresaban mTOR se encontraban vivas, mientras que solo el 77% de las

pacientes cuyos tumores expresaban mTOR estaban vivas.

En resumen, a pesar de que no encontramos asociación con la supervivencia y las

mutaciones PIK3CA o PTEN, si que encontramos correlación de la pérdida de

expresión de PTEN con la presencia de metástasis ganglionares y la presencia de

invasión vascular y peor intervalo libre de progresión para las pacientes con

trastuzumab en tratamiento de la enfermedad metastática con mutaciones de

PTEN. En las pacientes con Trastuzumab en el tratamiento inicial encontramos

peor supervivencia libre de progresión asociada a la sobreexpresión de IGF1R o

pBad. Además, las metástasis en el sistema nervioso central o hígado, la

sobreexpresión de p110 α y mTOR se asociaron a peor supervivencia global. En el

grupo de pacientes con enfermedad metastásica, el análisis multivariado demostró

peor supervivencia para invasión vascular, metástasis en el sistema nervioso

central y EGFR, mientras que la sobreexpresión de p110 α y las metástasis en el
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sistema nervioso central se asociaron a peor supervivencia libre de enfermedad.

Nuestros datos ponen de relieve las complejas interacciones entre EGFR, IGF1R y

la vía de señalización PTEN/PI3K/Akt/Bad y mTOR y su posible implicación en los

mecanismos de resistencia a Trastuzumab.

 Para completar el estudio decidimos analizar otro receptor de membrana, como

LRP-1 o “low density lipoprotein receptor-related protein 1”. Este es un miembro de

la familia de receptores de colesterol que está implicado en el metabolismo de

colesterol pero también se ha relacionado con las neoplasias. Se trata de un

receptor que presenta homología parcial con EGFR (173) y es capaz de modular

el citoesqueleto, la adhesión y proliferación celular (142, 174-176). Además es

capaz de reconocer ligandos extracelulares y modular la actividad de integrinas y

tirosin quinasas (177). Seleccionamos de nuevo un grupo de 81 pacientes con

carcinomas ductales infiltrantes de mama que incluían tumores de tipo luminal

HER2+ y tumores triple negativos.  Encontramos  la expresión de LRP1 mediante

inmunohistoquímica en el 14% de los tumores. LRP1 se correlacionaba con alto

grado nuclear, alto índice mitótico y Ki67 elevado.

A pesar de que existen estudios “in vitro” que sugerían la relación de LRP-1 con

supervivencia celular, invasión, supervivencia y peor pronóstico (145, 174, 178,

179), no existía, hasta la fecha de publicación de este artículo, ningún estudio de

LRP1 en una serie de pacientes con carcinoma de mama. Aunque los

mecanismos de invasión tumoral son complejos, recientemente se ha publicado

que nexin-1 controla las metástasis de cáncer de mama mediante la expresión de

LRP-1 y MMP-9 (145). En nuestro estudio, los tumores con expresión de LRP-1 se

asociaron a la expresión de MMP9. Además LRP1 se asoció a tumores de tipo

triple negativo que sobreexpresaban EGFR y HER2+ siendo negativo en los

tumores de tipo luminal.

El síndrome hipermetabólico (obesidad, intolerancia a la glucosa, bajo HDL,

hipertrigliceridemia e hipertensión) se ha asociado a tumores de tipo triple negativo
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(180). En nuestra serie las pacientes con tumores de tipo triple negativo y HER2+

mostraron mayores niveles de colesterol. Se ha relacionado la sobreexpresión de

LRP1 con hipercolesterolemia en estudios “in vivo”. En nuestra serie encontramos

mayores cifras de colesterol en las pacientes que sobreexpresaban LRP1, aunque

los resultados no fueron estadísticamente significativos.

En conclusión hemos corroborado la importancia que tienen los receptores de

membrana en el cáncer de mama. También que el estado de activación de los

diferentes efectores de la vía del PI3K/akt/mTOR pueden influir en la resistencia a

fármacos como Trastuzumab. También hemos demostrado que otros receptores

de membrana como LRP1 (con homología parcial con EGFR) están implicados en

el carcinoma de mama, se relacionan con la invasión y además es muy

interesante la relación de este último con los niveles de colesterol y el síndrome

hipermetabólico.
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IV Publicaciones.
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Artículo 1:
Titulo:
El incremento de la vía de señalización de EGFR y IGFR1R y la desregulación de
PTEN/PI3K/Akt se relacionan con la resistencia a trastuzumab en carcinomas de
mama de tipo HER2.

Introducción:
El tratamiento con trastuzumab es muy efectivo en el tratamiento de las pacientes
con carcinoma de mama de tipo HER2 positivo, sin embargo gran parte de las
pacientes con enfermedad metastática acaban progresando.

Material y métodos:
Seleccionamos 155 pacientes tratadas con trastuzumab como terapia
adyuvante/neoadyuvante o en la enfermedad metastática. Estudiamos diferentes
receptores de membrana así como la expresión mediante immunohistoquímica de
diferentes moléculas relacionadas con la vía PIK/akt/mTOR así como mutaciones
de PIK3CA y PTEN y metilación del promotor de este.

Resultados
El 46% de los tumores presentaban receptores de estrógenos o progesterona. El
15 % de los tumores presentaban expresión EGFR mientras que la
sobreexpresión de IGF1R  se detectó en el 25% de los tumores. En cuanto a las
proteínas de la vía de PI3K/Akt/mTOR, p110α estaba sobreexpresado en el 19%
de los tumores, pAkt en el 28%, pBad  en el 22%, pmTOR en el 23% y pMAPK  en
el 24% de los tumores. La pérdida de expresión de PTEN estaba presente en el
20% de los tumores mientras que la metilación del promotor de este gen se
encontró en el 20% de los casos. Finalmente las mutaciones de PIK3CA y PTEN
se detectaron en el 17% y 26% de los tumores respectivamente.

Supervivencia
Para realizar el análisis de supervivencia separamos a las pacientes en las que el
tratamiento con trastuzumab se había realizado en la enfermedad metastática de
las pacientes con tratamiento adyuvante con trastuzumab. También eliminamos de
esta sección del estudio a las pacientes con estadio IV y las pacientes que habían
recibido tratamiento neoadyuvante, pues no son comparables. La siguiente tabla
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incluye el resumen de los resultados del análisis univariado (tabla IV-1).

En el análisis multivariado en las pacientes con trastuzumab en la enfermedad
metastática la peor supervivencia global se asoció a invasión vascular (p .015, HR
3.36 C.I. 1.22-8.94) metástasis en SNC (p .009, HR 4.22 C.I. 1.44-12.38) y
expresión de EGFR (p .019, HR 5.25 C.I. 1.32-20.92). Mientras que las metástasis
en el SNC (p .020, HR 3.59 C.I. 1.23-10.51) y sobreexpresión de p110α (p .024,
HR 2.75 C.I. 1.14-6.49) se asociaron a un intervalo libre de progresión mas corto.

Tabla IV-1: Resumen del análisis univariado de supervivencia (Kaplan Meyer).
SG: supervivencia global. SLP: supervivencia libre de progresión. SLE:
supervivencia libre de enfermedad.

Conclusión:
Aproximadamente el 25% de los tumores HER2 positivos presentan al menos una
alteración de la vía PI3K o alguno de sus efectores/activadores. Nuestros datos
apoyan la presencia de interacciones complejas entre EGFR, IGFR1R y la vía de
señalización PTEN/PI3K/Akt/Bad y mTOR, y que la desregulación de estas vías
moleculares pueden estar relacionadas con los mecanismos de resistencia a
trastuzumab.
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BACKGROUND: Trastuzumab resistance hampers its well-known efficacy to control HER2-positive breast cancer. The involvement of
PI3K/Akt pathway in this mechanism is still not definitively confirmed.
METHODS: We selected 155 patients treated with trastuzumab after development of metastasis or as adjuvant/neoadjuvant therapy.
We performed immunohistochemistry for HER2, ER/PR, epidermal growth factor 1-receptor (EGFR), a-insulin-like growth factor
1-receptor (IGF1R), phosphatase and tensin homologue (PTEN), p110a, pAkt, pBad, pmTOR, pMAPK, MUC1, Ki67, p53 and p27;
mutational analysis of PIK3CA and PTEN, and PTEN promoter hypermethylation.
RESULTS: We found 46% ER/PR-positive tumours, overexpression of EGFR (15%), a-IGF1R (25%), p110a (19%), pAkt (28%), pBad
(22%), pmTOR (23%), pMAPK (24%), MUC1 (80%), PTEN loss (20%), and PTEN promoter hypermethylation (20%). PIK3CA and
PTEN mutations were detected in 17% and 26% tumours, respectively. Patients receiving adjuvant trastuzumab with a-IGF1R or pBad
overexpressing tumours presented shorter progression-free survival (PFS) (all Pp0.043). Also, p110a and mTOR overexpression, liver
and brain relapses implied poor overall survival (OS) (all Pp0.041). In patients with metastatic disease, decreased PFS correlated with
p110a expression (P¼ 0.024), whereas for OS were the presence of vascular invasion and EGFR expression (Pp0.019; Cox analysis).
CONCLUSION: Our results support that trastuzumab resistance mechanisms are related with deregulation of PTEN/PI3K/Akt/mTOR
pathway, and/or EGFR and IGF1R overexpression in a subset of HER2-positive breast carcinomas.
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Breast cancer (BC) is one of the most frequent malignancies in
women (Jemal et al, 2008). HER2 overexpressing and/or gene
amplified tumours represent approximately 25% of all BC, and
they are associated with an aggressive phenotype, metastases,
resistance to chemotherapy (CT), and poor prognosis (Slamon
et al, 1987, 1989; Peiro et al, 2007; Nguyen et al, 2008). Never-
theless, the outcome has changed dramatically with the introduc-
tion of trastuzumab, a humanised monoclonal antibody that
targets the HER2 extracellular domain (Murphy and Modi, 2009).
It is very effective in combination with CT for the treatment of
early stages (Viani et al, 2007) or metastatic BC (Pegram et al,
2004; Brufsky et al, 2005), and even as a single-agent for the later
group (Vogel et al, 2002), showing in both groups of patients a
substantial decrease in cancer recurrence and mortality (Slamon
et al, 2001; Piccart-Gebhart et al, 2005; Joensuu et al, 2006; Untch
et al, 2008). Despite its demonstrated clinical benefit, about
30–50% of patients do not respond, and those with metastasis that

achieved an initial response to trastuzumab-based regimens will
develop drug resistance.

Currently, in clinical practice there are not conclusive biomar-
kers that allow the selection of patients who will respond to
trastuzumab and the exact molecular mechanisms are still not well
defined. Several growth factor receptors and signalling molecules
have been proposed to be responsible for trastuzumab resistance,
such as downregulation of the surface HER2 protein by endocytosis
and degradation (Austin et al, 2004), p27 downregulation (Lane
et al, 2001; Nahta et al, 2004), activation of insulin-like growth
factor 1-receptor (IGF1R) (Lu et al, 2001; Nahta et al, 2005),
interaction between HER2 and epidermal growth factor 1-receptor
(EGFR) (Diermeier et al, 2005), phosphatase and tensin homologue
(PTEN) loss (Nagata et al, 2004), phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/
Akt activation (Esteva et al, 2011; Razis et al, 2011), MUC1 (Fessler
et al, 2009) and MUC4 upregulation (Nagy et al, 2005), and the
crosstalk with the ER signalling pathway (Slamon et al, 2001). More
recently, the non-receptor tyrosine kinase c-SRC (SRC) has been
suggested as a potential key modulator of trastuzumab response
(Zhang et al, 2011).

Therefore, the aim of our study was to evaluate the relevance of
alterations in the PI3K/Akt/mTOR and Ras/mitogen-activated

Received 12 December 2011; revised 10 February 2012; accepted 20
February 2012; published online 27 March 2012

*Correspondence: Dr E Lerma; E-mail: elerma@santpau.cat

British Journal of Cancer (2012) 106, 1367 – 1373

& 2012 Cancer Research UK All rights reserved 0007 – 0920/12

www.bjcancer.com

C
li
n

ic
a
l

S
tu

d
ie

s

http://dx.doi.org/10.1038/bjc.2012.85
http://www.bjcancer.com
mailto:elerma@santpau.cat
http://www.bjcancer.com


protein kinase (MAPK) signalling pathways, given their role in cell
cycle progression. We performed an extensive immunohistochem-
ical and molecular analysis of several biological markers related
with these pathways, in a series of patients with HER2-positive BC
in stage I-IV, to determine their prognostic relevance, and as a
result, their potential involvement in the mechanisms of response
to trastuzumab.

PATIENTS AND METHODS

Tumour samples and patients’ follow-up

The study was conducted according to the Declaration of Helsinki
principles, with approval from the local ethics committees. A total of
155 tumour samples from HER2-positive patients were retro-
spectively collected from the Department of Pathology of the
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (n¼ 103) and University
General Hospital of Alicante (n¼ 52). Patients were staged according
to the WHO system, and tumours were histologically graded
according to Elston and Ellis method. After pathological diagnosis,
patients were treated according to standard protocols. All patients
received trastuzumab for the treatment of metastatic disease (n¼ 75)
after failure of conventional CT with anthracyclines and/or taxanes,
or for early stages either adjuvant (n¼ 40) or neoadjuvant (n¼ 27)
therapy. In 13 patients the type of treatment was unknown. Median
follow-up was 5.3 years (range 0.17–31 years).

We considered response or non-resistance to trastuzumab
treatment when no progression of stable disease occurred.
Progression-free survival was defined as the length of time after
treatment during which a patient survived with no signs of the
disease, and OS as the time to the patients’ death or last follow-up.

Immunohistochemistry

Tissue microarrays were prepared from paraffin-embedded tissue
taken from three representative tumour areas. Sections were
stained using the Envision method (Dako, Glostrup, Denmark).
HER2 protein and EGFR protein determinations were performed
using HercepTest and EGFR pharmaDx (Dako; Glostrup, Denmark),
respectively. Antibodies, dilutions, antigen retrieval methods, and
suppliers are listed in Table 1. ER/PR and HER2 were evaluated by
standard protocols. The EGFR expression was considered positive
when complete membrane staining is 410% of tumour cells. The
PTEN, pAkt, pBad, p110a, p-mTOR, a-IGF1R, MUC1, and pMAPK
(cytoplasm) scores were calculated by multiplying the percentage of
labelled cells by the staining intensity (range 0–300). Loss of PTEN
was considered for cutoff scores o75; and overexpression of p110a,
MUC1, pMAPK, p27 and pAkt were considered for scores X150.
Positive a-IGF1R and mTOR were considered for scores X220 and
X30, respectively. The percentage of stained nuclei was evaluated

independently of the intensity for Ki67 (cutoff 20%) and p53 (cutoff
10%). Consensus between three pathologists (AG, EL, and GP) was
done for the immunohistochemical results.

Mutational analysis of PIK3CA

Genomic DNA was extracted from frozen tumour or paraffin-
embedded tissues and mutational analysis of PIK3CA was
performed by PCR and direct sequencing using primers for exons
9 and 20 as previously described (Samuels et al, 2004).

Phosphatase and tensin homologue mutation and
promoter hypermethylation

Mutational analysis was performed using previously reported PCR
conditions and primers for exons 3, 5, 7, and 8 (Bussaglia et al,
2000). Methylation-specific PCR was used to assay CpG island
methylation status of the PTEN promoter gene using the
Methylamp One-Step DNA Modification kit (Epigentek, Brooklyn,
NY, USA). Three primers sets were used for the PCR as previously
reported (Soria et al, 2002).

In situ hybridisation analysis

HER2 gene status was confirmed by fluorescence in situ
hybridisation (Dako pharmaDx) or chromogenic in situ hybridisa-
tion (Spot light; Zymed, Paisley, UK) in equivocal cases.

Statistical analyses

They were performed with the SPSS/win 17. 0 statistical software
package (SPSS, Chicago, IL, USA). Qualitative variables were
compared with the X2/Fisher tests. A receiver operating char-
acteristic curve and area under the curve were generated to
determine a cutoff value of the expression of several biomarkers
and the potential clinical utility to predict prognosis. The Kaplan–
Meier method and the Cox regression model were used to estimate
survival. P-values o0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

Clinicopathological data

The clinicopathological data is summarised in Table 2. Patients
were classified into two groups: group A (n¼ 75) included patients
where trastuzumab was included for treatment of metastatic
disease and group B (n¼ 67 patients) those with trastuzumab in
the adjuvant/neoadjuvant setting. Median age was 55 years (range
31–92 years) and median tumour size was 2.5 cm (range 1– 20 cm).
Histological grade 1 was seen in 7 (5%) cases, grade 2 in 50 (32%),

Table 1 Panel of antibodies for the immunohistochemical analysis

Antibody Clone Dilution Supplier Pretreatment

ER 6F11 1 : 40 Novocastra (Newcastle, UK) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 8 min
PR 16 1 : 200 Novocastra (Newcastle, UK) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 8 min
aIGF1R 24–31 1 : 200 Neomarkers (Freemont, CA, USA) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 8 min
PTEN 6H2.1 1 : 50 Cascade Biosciences (Winchester, MA, USA) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 40 min
p110a Rabbit polyclonal 1 : 25 Cell Signaling (Beverly, MA, USA) EDTA buffer pH 8. Autoclave, 8 min
pAkt Rabbit monoclonal 1 : 50 Cell Signaling (Beverly, MA, USA) EDTA buffer pH 8. Autoclave, 8 min
pBAD Sc-12969-R 1 : 40 Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) EDTA buffer pH 8. Autoclave, 8 min
mTOR Rabbit polyclonal 1 : 50 Cell Signaling (Beverly, MA, USA) EDTA buffer pH 8. Autoclave, 8 min
MUC1 BC-2 1 : 40 Signet (Dedham, MA, USA) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 8 min
pMAPK Rabbit IgG monoclonal 1 : 100 Cell Signaling (Beverly, MA, USA) EDTA buffer pH 8. Autoclave, 8 min
Ki67 MIB-1 Prediluted Dako (Carpinteria, CA, USA) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 8 min
p53 DO-7 Prediluted Dako (Carpinteria, CA, USA) Citrate buffer pH 6. Autoclave, 8 min
p27 SX53G8 1 : 50 Dako (Carpinteria, CA, USA) EDTA buffer pH 8. Autoclave, 8 min
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and grade 3 in 98 (63%) tumours. Vascular invasion was found in
32% (47 of 145) cases. Axillary lymph node dissection was
performed in 135 patients, being positive in 89 cases (66%).
Tumour stage was IA in 17 (11%) patients, IIA in 29 (18.8%), IIB in
15 (9.7%), IIIA in 42 (27%), IIIB in 18 (11.6%), IIIC in 12 (7.7%),
IV in 13 (8.4%), and was unknown in 9 (5.8%) patients. A total of
11 patients were lost in the follow-up, and among those remaining,
56 (39%) were alive with no evidence of disease, 31 (21.5%) alive
with disease, and 57 (39.5%) died of the disease (DOD).

Tumour molecular features

Table 3 includes the relationship between clinicopathological and
molecular data for all patients. Examples of relevant immunohis-
tochemical images are shown in Figure 1.

Hormonal receptors (HR) The HR (either ER or PR) were positive
in 46% (67/145) of the tumours, and they were associated with
ductal formation (P¼ 0.024) and histological grade 1 (P¼ 0.048).

Growth factor receptors Increased EGFR expression was found in
15% tumours (21/141) and correlated with high mitotic index
(P¼ 0.013) and negative HR (Po0.000), and there was a trend
towards higher tumour grade (P¼ 0.061).

Staining of a-IGF1R was strong and diffuse (overexpression) in
25% tumours (34/138), in association with high grade (P¼ 0.001),
high mitotic index (P¼ 0.004), and vascular invasion (P¼ 0.005).

Biomarkers associated with the PI3K/Akt/mTOR and MAPK
signalling pathways Phosphatase and tensin homologue loss
was found in 20% of the tumours (30/149), PTEN promoter
hypermethylation in 20% (22/110) and mutations in 26% (8/30).
Phosphatase and tensin homologue loss was associated with
vascular invasion (P¼ 0.047) and higher grades (P¼ 0.065), but

Table 2 Summary of the main clinicopathological data

All cases
(n¼ 155)

Trastuzumab in
the metastatic
disease (n¼ 75)

Trastuzumab in
the first-line
treatment

(n¼67)

Age
(median and range)

55 years
(31 –92 years)

59 years
(31 –92 years)

54 years
(33 –88 years)

Tumour size
(median and range)

2.5 cm
(1–20 cm)

2.8 cm
(1–11 cm)

2.4 cm
(4–20 cm)

BC subgroups
HER2+/HR+ 67 35 29
HER2+/HR� 78 33 37
Unknown 10 7 1

Lymph node status
Negative 46 20 24
Positive 89 47 36
Unknown 20 8 7

Stage
IA 17 8 8
IIA 29 10 17
IIB 15 8 6
IIIB 42 22 17
IIIA 18 13 5
IIIC 12 9 3
IV 13 3 7
Unknown 9 2 4

Histological grade
1 7 1 4
2 50 24 23
3 98 50 40

DCIS
o25% 25 12 12
425% 22 9 13

Follow-up
NED 56 5 50
AWD 31 21 10
DOD 57 49 7
LFU 11 0 0

Abbreviations: AWD¼ alive with disease; BC¼ breast carcinoma; DCIS¼ ductal
carcinoma in situ; DOD¼ dead of the disease; HR¼ hormonal receptors; LFU¼ lost
of follow-up; NED¼ no evidence of disease.

Table 3 Statistical correlations between clinicopathological, immunohis-
tochemical and molecular data for all tumours

Histological
grade

Ductal
form

Nuclear
grade Mitosis

Lymph
node +

Vascular
invasion

HR� 0.080a 0.024a NS 0.091a NS NS
EGFR+ 0.061 0.083 NS 0.013 0.088 NS
aIGF1R+ 0.001 NS 0.07 0.004 NS 0.005
PTEN loss 0.065 NS NS NS NS 0.047
PIK3CA mut NS NS 0.043 NS NS NS
pAkt+ NS NS NS NS NS NS
pBad+ 0.001 NS 0.008 0.002 NS 0.006
mTOR+ NS NS 0.034 NS 0.12 NS
MAPK+ 0.029a NS NS NS NS NS
Ki67 420% 0.087 NS NS 0.021 NS 0.082
p53 410% NS NS 0.009 0.076 NS NS
p27+(nuclear) NS NS NS NS NS NS

Abbreviations: EGFR¼ epidermal growth factor 1-receptor; HR¼ hormonal recep-
tors; IGF1R¼ insulin-like growth factor 1-receptor; MAPK¼mitogen-activated
protein kinase; NS¼ non-significant; PTEN¼ phosphatase and tensin homologue.
aInverse relationship.

EGFR

p110a pAKT

PTEN pBAD

�IGFR

Figure 1 Immunohistochemical expression of EGFR, aIGFR, p110a,
pAKT, pBad, and loss of PTEN in HER2-positive breast carcinomas.
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neither association with PTEN mutation nor hypermethylation was
found.

p110a (PI3K catalytic subunit) overexpression was present in 19%
of the tumours (24/125), and PIK3CA somatic missense mutations
were identified in 17% (24/142): in exon 20 (nucleotide A3140G,
amino acid H1047R) in 15% of the tumours (21/142), whereas
mutations in the helical domain of exon 9 (nucleotide G1635C,
amino acid E545D) were detected in only 6% (3/50). Interestingly,
mutations were present more frequently in tumours with EGFR
expression (33%; P¼ 0.016) and higher nuclear grade (P¼ 0.043),
but there was no correlation with p110a protein expression.

pAkt overexpression was found in 28% of the tumours (40/143)
and phosphorylated (inactive) Bad in 22% (30/139) in association
with high nuclear (P¼ 0.008) and histological grades (P¼ 0.001),
elevated mitotic index (P¼ 0.002), and vascular invasion
(P¼ 0.006). mTOR overexpression was detected in 23% (33/142)
of the tumours, predominantly with high nuclear grade tumours
(P¼ 0.034), and in association with a-IGF1R (47%; Po0.000),
p110a (64%; P¼ 0.028) and pBad (65%; P¼ 0.027).

Strong pMAPK expression in 24% (22/93) of the tumours
predominated in those of low grade (P¼ 0.029); MUC1 was
overexpressed in 80% of the analysed tumours (77/96) but without
significant association with clinicopathological features.

Cell proliferation and apoptosis markers Ki67 420% was seen in
51% of the tumours (73/144), related with high mitotic index
(P¼ 0.021). p53 overexpression was found in 30% of the tumours
(42/139) associated with HR-negative status (P¼ 0.022) and high
nuclear grade (P¼ 0.009). Only 17% (16/94) of the cases showed
p27 nuclear expression but unrelated with any clinical-pathological
factors.

Relationship between biomarkers and recurrence

In all, 61% of the patients developed distant metastases, which
were located in the liver (35%), bone (35%), lung (27%), lymph
nodes (21%), pleura (18%), central nervous system (CNS; 16%),
and skin (14%). Patients with HR-positive tumours presented
more frequently bone metastases (P¼ 0.008) compared with those
with HR-negative status. In contrast, tumours with a-IGF1R
overexpression rarely metastasised to the liver (P¼ 0.009), lung
(P¼ 0.002), bone (P¼ 0.031) or lymph nodes (P¼ 0.007). Patients
with p110a-positive tumours developed more frequently CNS
metastases (P¼ 0.029). The remaining proteins studied here

showed a trend or were not associated with any specific site of
dissemination (see Table 4).

Survival analyses

In order to perform the survival analysis in similar patients
groups, we excluded those that received neoadjuvant CT or stage
IV. Therefore, 51 patients remained in group A and 38 patients in
group B. Supplementary Figures 1 and 2 include the Kaplan–Meier
curves for both groups. Table 5 shows the results of the
multivariate analysis.

Metastatic BC (group A) A total of 47 patients (92%, 47/51) had
tumour recurrence with a median PFS of 2.6 years (range 1.01 to
11.64 years) and 65% (33/51) of the patients DOD with a median
OS of 7.5 years (range 0.17 to 21 years).

Univariate analysis (Kaplan– Meier; log rank test) showed that
shorter PFS was associated with vascular invasion (P¼ 0.042),
mutated PTEN (P¼ 0.045), EGFR (P¼ 0.026), p110a (P¼ 0.004),
pAkt overexpression (P¼ 0.016), and CNS metastases (P¼ 0.002).
Poor OS correlated with positive lymph node status (P¼ 0.013),
EGFR (P¼ 0.006), p110a (P¼ 0.079), pAkt overexpression
(P¼ 0.042), tumour stage (P¼ 0.003), and tumour relapses in the
liver (P¼ 0.059) or in CNS (P¼ 0.005).

Multivariate analyses for PFS revealed that only the presence of
metastases to the CNS (P¼ 0.020, HR 3.59, CI 1.23–10.51) and
p110a overexpression (P¼ 0.024, HR 2.75, CI 1.14–6.49) emerged

Table 4 Statistical significance according to metastatic site for all patients. (Note: EGFR, p53, p27, and MAPK expression levels were unrelated with
metastases)

Liver Bone CNS Skin and soft tissue Lung Pleura Lymph nodes

HR+ NS 0.008 NS 0.069a NS NS NS
ER+ NS 0.004 NS 0.082 NS NS NS
PR+ NS 0.044 NS 0.090 NS NS NS
aIGF1R+ 0.009a 0.031a NS NS 0.002a N.S. 0.007a

PTEN
� Loss expr NS NS 0.058 NS NS NS NS
� Mutat NS NS NS 0.065 NS 0.099 NS

p110a NS NS 0.0029 NS NS NS NS

PIK3CA
� Mutat NS NS NS NS 0.087 NS NS

pAkt+ NS 0.085 NS NS NS NS NS
mTOR+ 0.069 NS NS NS NS NS NS
Ki67 420% 0.011 0.011 0.037 NS NS 0.049 0.096
pBad+ 0.068 NS NS NS NS NS NS

Abbreviations: CNS¼ central nervous system; ER¼ oestrogen receptor; HR¼ hormonal receptors; IHC¼ immunohistochemistry; mutat¼mutations; NS¼ non-significant;
PR¼ progesterone receptor. aInverse relationship.

Table 5 Multivariate analysis of histological and biological factors for
patients with trastuzumab treatment in the metastatic disease (group A)
(Cox model)

Variables ß Hazard ratio 95% CI P-value

Disease-free survival
CNS metastasis 1.128 3.59 1.23–10.51 0.020
p110a 1.269 2.75 1.14–6.49 0.024

Overall survival
Vascular invasion 1.17 3.36 1.22–8.94 0.015
CNS metastasis 1.406 4.22 1.44–12.38 0.009
EGFR 1.630 5.25 1.32–20.92 0.019

Abbreviations: CNS¼ central nervous system; EGFR¼ epidermal growth factor
1-receptor.
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as significant predictors of relapse. Worse OS was seen for vascular
invasion (P¼ 0.015, HR 3.36; CI 1.22– 8.94), EGFR expression
(P¼ 0.019, HR 5.25; CI 1.32– 20.92), and metastases to the CNS
(P¼ 0.009, HR 4.22; CI 1.44– 12.38) (Cox regression model).

Early-stage BC (group B) Only 11% (4/38) of the patients had
tumour recurrence and 5% died from the tumour. These events
might be, however, related to the short follow-up of the majority of
the patients (median 2.82 years). Median PFS was 2.81 years (range
1.00–8.28 years) and for OS was 2.82 years (range 1.00–8.42 years).

Shorter PFS was associated with a-IGF1R (P¼ 0.028), pBad
overexpression (P¼ 0.003), and tumour recurrence in the liver
(P¼ 0.003) or the bone (P¼ 0.001). Poor OS correlated with high
tumour grade (Po0.000), overexpression of p110a (P¼ 0.041) and
mTOR (77 vs 100% in negative cases; P¼ 0.006), and tumour
recurrence in the liver (P¼ 0.009) and CNS (P¼ 0.011) (Kaplan–
Meier; log rank test). Nevertheless, the multivariate analysis (Cox
regression) showed that these results did not reach any statistically
significance, probably due to the small number of events in this group.

DISCUSSION

In the current study, we performed an extensive immunohisto-
chemical and molecular analysis of biological markers related with
the PI3K/Akt/mTOR and Ras/MAPK signalling pathways in a
series of HER2-positive BC patients who received trastuzumab for
metastatic disease or as first-line therapy in earlier stages. We
found that patients with primary tumours showing alterations in
EGFR and PTEN/PI3K/Akt had shorter PFS and OS despite
trastuzumab treatment when given at advanced stage (metastatic
disease), supporting their role in the mechanisms of response. Our
results in the group of patients in earlier stages who received
trastuzumab as adjuvant/neoadjuvant therapy demonstrated that
those having tumours with IGF1R overexpression and inactive Bad
had shorter PFS. Poorer OS was seen in patients who developed
metastatic disease especially in the brain and liver, and with p110a
and mTOR overexpressing tumours. Nevertheless, none of the
factors had an independent prognostic value, probably related with
the small number of events and short follow-up of this group.

PI3K/Akt signalling is one of the most critical cancer-promoting
pathways through upregulation of growth factor receptors (EGFR,
IGF1R, HER2, etc) or PTEN inactivation (Lu et al, 1999) and
recently considered a major determinant of trastuzumab resistance
(Nagata et al, 2004; Berns et al, 2007; Esteva et al, 2011; Razis et al,
2011). HER2 and EGFR coexpression has a considerable inhibitory
effect on this drug (Diermeier et al, 2005) and are associated with
poor prognostic factors such as high grade, negative HR status,
and vascular invasion (Abd El-Rehim et al, 2004). In agreement
with these findings, we found coexpression in 15%, which in turn
was related with PIK3CA mutations. Insulin-like growth factor
1-receptor has an important role in growth and invasiveness of BC
(Peiro et al, 2009, 2011) and recently has also been involved in
trastuzumab resistance (Lu et al, 2001; Nahta et al, 2005; Harris
et al, 2007). In fact, we found IGF1R overexpression in 25% of the
tumours, especially in those of early stage patients who developed
recurrences. Of note, there is considerable evidence that both
IGF1R and EGFR crosstalk in BC cells and their coactivation
occurs in approximately 25% of BC, related with poor outcome
(Harris et al, 2001, 2007; Lu et al, 2001; Abd El-Rehim et al, 2004).
Therefore, it would be expected that those patients would be more
likely to be resistant to trastuzumab.

PTEN encodes a protein that inhibits activation of the PI3K/Akt/
mTOR signalling pathway (Panigrahi et al, 2004). The PTEN
inactivation may be related with gene mutations (o5% of sporadic
BC) (Vanhaesebroeck and Alessi, 2000) or promoter hypermethy-
lation (20%) (Saal et al, 2005), resulting in PTEN loss that occurs
in about half of the tumours (Nagata et al, 2004; Lerma et al, 2008;

Esteva et al, 2011; Razis et al, 2011). Prior experimental studies
with SKBR3 and BT474 BC cells and in breast tumour xenografts
demonstrated that PTEN reduction confers resistance to trastuzu-
mab’s antitumour function, and this data was subsequently
confirmed in a group of patients (Nagata et al, 2004). In the
current study, PTEN loss or promoter hypermethylation were
observed both in 20% of the tumours but without association with
patient’s survival, despite their correlation with other adverse
clinicopathological data, such as vascular invasion and lymph
node metastases. Nevertheless, tumours with PTEN mutations
(26%) recurred more frequently in patients with metastatic
disease, supporting its contribution to trastuzumab resistance.

The PI3K/Akt pathway activation blocks apoptosis and promotes
cellular proliferation through interaction with different down-
stream effectors (Stemke-Hale et al, 2008; Di Cosimo and Baselga,
2008; Nahta and O’Regan, 2011; Margariti et al, 2011). PIK3CA
activating mutations, clustered in exons 9 (helical domain) and 20
(kinase domain) have been reported in 18–40% BC, occasionally
associated with HER2 phenotype (Stemke-Hale et al, 2008) and
tumour recurrence (Razis et al, 2011). We found PIK3CA mutations
in 17% of the tumours, unrelated with trastuzumab clinical benefit.
In contrast, p110a overexpression (19%) had an independent poor
prognostic value for progression in patients with advanced stage.
Moreover, active Akt in 28% of our tumours, correlated with
recurrence and poor patients’ survival, supporting that activation of
this pathway contributes to tumour growth and therefore to
trastuzumab resistance. Further, inactive Bad seen in 22% of the
tumours in association with adverse prognostic parameters, such as
high tumour grade, high mitotic index and vascular invasion,
predicted shorter survival as a result of non-response, in early stage
patients. In partial agreement with our data, Esteva et al (2011),
in a previous series of 137 metastatic BC, found that PI3K path-
way activation (defined as PTEN loss and/or PIK3CA mutation)
significantly contributed to worse response to trastuzumab and
shorter OS. Moreover, pAkt and PTEN status combination showed
more power than PTEN loss alone.

mTOR is a key regulator of multiple cell stimuli integrating
growth factor and cytokine signals. In vitro studies and recent
clinical data have confirmed a relationship between mTOR and
HER2 (Morrow et al, 2011) as well as its role in trastuzumab
resistance (Nahta and O’Regan, 2011). In our series, 23% of
predominantly pleomorphic tumours contained increased mTOR,
and these patients had lymph-node metastasis. Of note, we found
that mTOR modulation by PI3K/Akt-dependent mechanisms
reflected by its positive correlation with p110a and Bad is
influenced by IGF1R. Further, supporting its involvement in the
mechanisms of trastuzumab responsiveness, all our patients from
the group B and negative mTOR tumours were alive at the last
follow-up compared with only 77% for those with positive
tumours. This is of interest as preclinical models have shown that
dual inhibition of both IGF1R – with either monoclonal antibodies
or tyrosine kinase inhibitors – and mTOR results in a superior
antiproliferative effect over each single strategy, and this
combination is now under evaluation in phase I/II trials in
patients with BC (Di Cosimo and Baselga, 2008). Nevertheless, the
mechanisms of how mTOR inhibitors reverse resistance to
trastuzumab still remain unexplained (Nahta and O’Regan, 2011).

The antiproliferative effect of trastuzumab has been also linked
to p27, cyclin E-CDK complex or IGF1R interaction in clinical and
in vitro studies (Lane et al, 2001; Lu et al, 2004; Nahta et al, 2004).
Nevertheless, we were not able to demonstrate any significant
correlation between p27, biomarkers or clinicopathological data.

MAPK/ERK pathway stimulation has been related with the
oncogenic potential of HER2 and trastuzumab resistance (Berns
et al, 2007; Yao et al, 2009). Nevertheless, recent data support the
assertion that trastuzumab has less effect on this cell cycle kinetics
pathway (Dave et al, 2011), and therefore, not relevant in the
development of resistance, in line with our study.
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Using a full-length MUC1 antibody, we found expression in 80%
of the tumours, with neither correlation with prognostic indicators
nor survival. Recent studies have now shown it is not related to
tumour growth but it is present in newly differentiated stem cells.
However, the cleaved form of the MUC1 protein (MUC1*) has
growth factor receptor-like activity on tumour cells and is detected
in populations of pluripotent stem cells (Hikita et al, 2008; Mahanta
et al, 2008). Fessler et al (2009) showed upregulation of MUC1* in
HER2-amplified/trastuzumab-resistant BC cells. Further treatment
with MUC1* antagonists in addition to trastuzumab reversed that
resistance (Fessler et al, 2009). Therefore, further studies on
MUC1* are needed to confirm the previous data in clinical series.
Finally, p53 and Ki67, two well-known prognostic factors (Jansen
et al, 1998; Yamashita et al, 2004) that were increased in a
significant number of tumours and associated with poor patholo-
gical features, lacked significance with respect to survival.

The results reported here mostly agree with those reported in
the literature derived from experimental and clinical series.
Nevertheless, our study was not conducted in patients included
in a clinical trial, and a control (no-trastuzumab) group was not
included. Therefore, the additional influence of CT and poor
prognostic factors to the markers associated with trastuzumab
resistance cannot be stated with certainty.

In summary, we found in about one-forth of HER2 tumours at
least one molecular alteration in the PI3K pathway and/or its
upstream or downstream effectors. Our data support the complex
interactions between EGFR, IGF1R, and the PTEN/PI3K/Akt/Bad

and mTOR signalling pathway, which in turn are potentially
related with the mechanisms of trastuzumab response. Never-
theless, some of these biomarkers need to be further validated in
larger series and introduced into the clinical practice to carefully
select patients on the basis of tumour molecular alterations. This is
of relevance as novel combinations for targeting simultaneously
several factors might suggest another strategy to overcome
trastuzumab resistance and enhance response rates.
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Figura IV-1: Figura suplementaria 1: Análisis univariado (Kaplan Meier) de la

supervivencia en el grupo de pacientes con trastuzumab en el tratamiento de la

enfermedad diseminada.
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Figura IV-2: Figura suplementaria 2: Análisis univariado (Kaplan Meier) de la

supervivencia en el grupo de pacientes con trastuzumab en el tratamiento

adyuvante.
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Figura IV-3: Expresión de EGFR, αIGFR, p110a, pAKT, pBAD y pérdida de PTEN

en carcinomas de mama HER2 positivos (figura 1 del artículo en color).
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Artículo 2:
Titulo:
El receptor relacionado  con la lipoproteína de baja densidad 1 (LRP-1) se asocia

con proliferación e invasión en los carcinomas de mama de tipo Her-2/neu y triple

negativo.

Introducción:
LRP1 o el receptor de lipoproteína de baja densidad 1 es un miembro de la familia

de receptores de colesterol que contribuye a la incorporación celular de colesterol

y que se expresa en respuesta a la hipercolesterolemia. También se ha asociado a

las neoplasias en las que modula la composición de la membrana plasmática, la

respuesta a factores de crecimiento y regula los niveles de las metaloproteinasas

(principalmente MMP2 y MMP9). Su papel en los carcinomas de mama todavía no

esta establecido.

Material y métodos:
Seleccionamos una serie de tumores procedentes de 81 pacientes con

carcinomas ductales infiltrantes que incluían los subtipos luminal, HER2 y triple

negativos. Determinamos la expresión de LRP1 mediante inmunohistoquímica y lo

correlacionamos las diferentes variables clinicopatológicas, la expresión de

receptores de membrana (HER2, EGFR), receptores de estrógenos, progesterona,

Ki67, p16, MMP2 y MMP9.

Resultados
Encontramos sobreexpresión de LRP1 en el 14% de los tumores, estos eran de

alto grado nuclear (p=0.043), con alto índice mitótico (p=0.06) y Ki67 elevado

(p=0.047). La expresión de LRP1 se relacionó con los tumores de tipo HER2+ y

triple negativo, mientras que LRP1 fue negativo en los tumores de tipo luminal

(p=0.040). No encontramos correlación de LRP1 con supervivencia, aunque entre

las pacientes con tumores que expresaban este receptor mostraron mayor número

de recurrencias. También observamos relación de LRP1 con la expresión de
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MMP9 y EGFR aunque esta asociación no fue estadísticamente significativa. Por

ultimo los niveles de colesterol fueron mas elevados en las pacientes con tumores

del tipo HER2+ y triple negativo que las pacientes con tumores de tipo luminal

(p=0.046). Observamos mayores niveles de colesterol en las pacientes con

tumores que sobreexpresaban LRP1, aunque esta asociación no fue

estadísticamente significativa.

Conclusión:
En resumen nuestros resultados nos indican que la sobreexpresión de LRP1 esta

relacionada con la proliferación de los tumores de tipo HER2 y triple negativo y

que la sobreexpresión de este receptor de membrana se asocia a tumores

agresivos de mama con alto grado histológico, elevado índice mitótico, Ki67

elevado y se asocia a recurrencia tumoral.
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Summary Low-density lipoprotein receptor–related protein 1, a member of the low-density lipoprotein
cholesterol receptor family, has been implicated in the progression of certain tumors; but it remains
unclear whether it plays a role in infiltrating ductal breast carcinomas. We studied a series of 81 ductal
breast tumors to determine the correlation of low-density lipoprotein receptor–related protein 1
overexpression with clinicopathologic and immunohistochemical characteristics associated with
prognosis. Low-density lipoprotein receptor–related protein 1 overexpression was identified in 14%
(11/81) of tumors and was correlated with a high nuclear grade (P = .043), high mitotic index (P = .006),
and Ki-67 greater than 20% (P = .047). Furthermore, low-density lipoprotein receptor–related protein 1
expression was associated with aggressive carcinomas (triple-negative tumors [21%, 7/33] and
Her-2/neu tumors [17%, 4/24]) but not with hormone-dependent carcinomas (0%, 0/24) (P = .040). There
was no correlation between low-density lipoprotein receptor–related protein 1 expression and survival,
but a trend was found between low-density lipoprotein receptor–related protein 1 overexpression and
tumor recurrence. Low-density lipoprotein receptor–related protein 1 overexpression was related to
proliferation and invasiveness in Her-2/neu and triple-negative breast carcinoma. Moreover, patients
with low-density lipoprotein receptor–related protein 1–positive tumors had higher cholesterol levels
(62.5%, 5/8) than those with low-density lipoprotein receptor–related protein 1–negative tumors (40%,
19/47). Nevertheless, the correlation between low-density lipoprotein receptor–related protein 1 and
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hypercholesterolemia was not statistically significant; but cholesterol levels were higher in patients with
triple-negative breast carcinoma (60%, 15/25) and Her-2/neu carcinomas (40%, 6/15) than in luminal-A
carcinomas (20%, 3/15) (P = .046). These findings suggest a relationship between hypercholesterolemia
and aggressiveness of ductal breast carcinomas.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Breast cancer ranks second among cancer deaths in
women and accounts for 27% of all new cancer cases in
women [1]. It represents a heterogeneous group of tumors
of diverse morphology and behavior. Nearly 80% of
breast cancers are histologically classified as invasive
ductal carcinoma [2], and tumor grading helps to predict
prognosis with relative accuracy in these cases [3]. Breast
cancers are currently tested for the expression of the
estrogen receptor (ER), progesterone receptor (PR), and
Her-2/neu receptor because these markers have important
implications in prognosis and treatment [4-12]. Prognostic
factors also include staging (ie, tumor size, location,
grade, and whether disease has spread to other parts
of the body), recurrence of the disease, and age of patient.
Nevertheless, many issues concerning tumor biology
remain unanswered.

Low-density lipoprotein receptor–related protein 1
(LRP-1) has recently been described as a key receptor in
cancer. However, results from in vitro experiments are
controversial because they have shown both protumor and
antitumor properties of LRP-1. LRP-1, a large endocytic
receptor belonging to the low-density lipoprotein receptor
family, modulates the proteoma composition of plasma
membrane and the response to growth factors. It also
modulates the levels of extracellular matrix proteins
through metalloproteinases (MMPs) [13-16]. MMPs,
especially MMP-2 and MMP-9, are considered pivotal in
cancer invasiveness. Both are regulated by LRP-1 [17].
Whereas some investigators have stated that LRP-1
induces the expression of MMP-9 [18], promoting
invasiveness and metastasis of breast cancer cells [19-21],
others have associated LRP-1 with the clearance of
extracellular proteases involved in metastatic spread of
several neoplasms [22-25].

LRP-1 is upregulated by hypercholesterolemia in
human vascular smooth muscle cells [26]. In addition,
LRP-1 contributes to cholesterol intake in several cell
types [27] and modulates postprandial lipid transport and
glucose homeostasis in mice [28]. In the present work, we
sought to investigate the relationships between LRP-1
expression and proliferative markers, serum cholesterol
levels, and other clinicopathologic features associated
with prognosis in a series of patients with infiltrating ductal
breast carcinomas.

2. Materials and methods

2.1. Patients, tissue samples, and DNA isolation

This study was conducted according to the Declaration of
Helsinki principles, with approval from the local ethics
committee. We studied tumor samples from 81 infiltrating
ductal breast carcinomas from the Frozen Tumor Tissue Bank
in the Pathology Department of Hospital Santa Creu i Sant
Pau, Barcelona, Spain. Based on standard determination of
ERs, PRs, and Her-2, we established 3 groups of tumors: 24
ER/PR+ or luminal-A tumors, 24 Her-2/neu tumors, and 33
triple-negative breast carcinomas. For this comparative
clinicopathologic and molecular genetic study, we selected a
similar number of each variety of breast carcinomas. All
hematoxylin and eosin slides were reviewed to confirm
conventional morphologic parameters. Patients were staged
according to the World Health Organization system, and
tumors were classified according to the Elston-Ellis grading
system [3]. The mitotic index was scored by counting the
number of mitoses per 10 high-power fields (HPF) with an
estimated area of 0.0625 mm2. We considered mitotic index
scores less than 7 as low, scores between 7 and 13 as
intermediate, and scores more than 13 as high. Patient serum
cholesterol levels, including low-density lipoprotein and high-
density lipoprotein, at the time of breast cancer diagnosis,
before chemotherapy, were retrieved from the clinical records.

Serum cholesterol levelmore than 6.21mmol/L (240mg/dL)
was considered high in accordance with the American Heart
Association guidelines (http://www.americanheart.org).

2.2. Tissue microarray design

Tissue microarrays were prepared with 3 representative
areas of each infiltrating ductal breast carcinoma. Tumor
areas were selected from hematoxylin and eosin slides and
marked on the corresponding paraffin blocks. One-millime-
ter tissue cores were precisely arrayed in a paraffin block
using a tissue microarray workstation (Beecher Instruments,
Sun Prairie, WI).

2.3. Immunohistochemical analysis

Protein expression was evaluated by immunohistochem-
istry on 4-μm sections obtained from each tissue microarray
mounted on charged slides. Immunohistochemical staining
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was performed using a Dako Autostainer (Dako, Glostrup,
Denmark). Mouse monoclonal primary antibodies anti–
LRP-1 (dil.1:50; RDI; Fitzgerald Industries International,
North Acton, MA), anti–MMP-9 (diluted 1:50; Novocastra;
Leica, Wetzlar, Germany), anti–Ki-67 (prediluted; Dako),
and anti-p16 (prediluted; MTM, Heidelberg, Germany) were
used. Antigen retrieval was achieved in a PT module with
Dako high-pH buffer (MMP-9 and p16) or Dako low-pH
buffer (LRP-1 and Ki-67). LRP-1, MMP-9, and p16 were
also incubated with Dako EnVision+ Linker mouse. The
detection system used was Dako EnVision+ Flex, and
visualization was done with 3,3-Diaminobenzidine/horse-
radish peroxidase (DAB/HRP) and hematoxylin as a
counterstain. Immunohistochemical staining for epidermal
growth factor receptor (EGFR) was performed according to
the kit instructions (Dako phDx). Moderate or strong staining
in more than 10% of tumor cells was the cutoff for LRP-1
cytoplasmic positivity. Immunostaining scores for MMP-9
and p16 were calculated by multiplying the cytoplasmic
staining intensity (0, no staining; 1, weak; 2, moderate; and
3, strong) by the percentage of immunoreactive tumor cells
(0-100). The H-score was obtained on the 3 tissue cores from
each selected area, and the mean value was considered the
final H-score. H-scores 100 or greater for MMP-9 and 150 or
greater for p16 were considered positive. The cutoff for the
high proliferative index measured with Ki-67 was estab-
lished in more than 20% of tumor cells. Membranous EGFR
was considered positive when expressed in more than
10% of tumor cells. The stained sections were evaluated by
3 pathologists (A. G., E. L., and G. P.). Discordances were
reviewed to achieve agreement.

2.4. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with the SPSS/win
18.0 statistical software package (SPSS, Chicago, IL).
Continuous and ordinal variables between the 2 groups
were compared using the Student t test. Dichotomous
variables were compared with Fisher exact test. Follow-up
was obtained and evaluated with regard to each antibody.
The Kaplan-Meier method was used to estimate survival, and
the log-rank test was performed to assess survival
differences between groups. For quantitative variables, the
Cox regression was used to estimate survival differences. A
2-sided P = .05 was considered significant.

3. Results

3.1. Clinical and pathologic findings

The clinicopathologic features of 81 invasive ductal
breast carcinomas are summarized in Table 1. Briefly, the
mean age was 67 years (range, 38-89 years). Tumor size
ranged from 0.7 to 20 cm (mean, 4 cm). All carcinomas were

of ductal type (not otherwise specified). Seven tumors (9%)
were grade 1; 25 (31%), grade 2; and 49 (60%), grade 3.
Adjuvant chemotherapy or radiotherapy was given according
to standard protocols. Follow-up information was obtained
in 72 patients (mean follow-up, 49.7 months; range, 8-180
months). Fourteen patients died of their disease, and 29
presented with tumor progression.

Table 1 Clinicopathologic features of 81 invasive ductal
breast carcinomas

Age (y), mean (range) 67 (38-89)
Tumor size (cm), mean (range) 4 (0.7-20)
Breast carcinoma types
Luminal-A 24 (30)
Her-2/neu 24 (30)
TNBC 33 (40)

Lymph node status
Negative 43 (61)
Positive 28 (39)

Staging
Ia 5 (7)
Ib 1 (1)
IIa 21 (30)
IIb 23 (32)
IIIa 10 (14)
IIIb 7 (10)
IV 4 (6)
Grading
1 7 (9)
2 25 (31)
3 49 (60)

Ductal formation
N75% 4 (5)
25%-75% 13 (16)
b25% 64 (79)
Nuclear atypia
1 2 (2)
2 20 (25)
3 39 (73)

Mitoses
b7/10 mm2 22 (27)
7-13/10 mm2 29 (36)
N13/10 mm2 30 (37)

DCIS
N10% 23 (28)
Follow-up
NED 43 (60)
AWD 15 (21)
DOD 14 (19)
LFU 9

Serum cholesterol levels
Normal (b6.21 mmol/L) 31 (56)
Elevated (N6.21 mmol/L) 24 (44)

NOTE. Values are presented as number (percentage), unless otherwise
indicated.
Abbreviations: TNBC, triple-negative breast carcinoma; DCIS, ductal
carcinoma in situ; NED, no evidence of disease; AWD, alive with
disease; DOD, died of disease; LFU, loss to follow-up.
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3.2. Serum cholesterol level

Total serum cholesterol levels, including low-density
lipoprotein and high-density lipoprotein, at the time of breast
cancer diagnosis were found retrospectively in the clinical
history of 55 patients, with a mean level of 5.92 mmol/L
(range, 3.21-8.61). Of 55 patients, 24 (44%) had elevated
serum cholesterol levels (N6.21 mmol/L); these were more
frequently related with nuclear grade 3 tumors (52%, 22/42)
than with nuclear grade 2 tumors (15%, 2/13) (P = .026,
Fisher test). We also found an association with tumor
subtype: patients with triple-negative breast carcinomas had
higher serum cholesterol levels (60%, 15/25) than Her-2/neu
carcinomas (40%, 6/15) and hormone-dependent carcinomas
(20%, 3/15) (P = .046, Fisher test).

3.3. Immunohistochemical analyses and correlations

Cytoplasmic LRP-1 overexpression was identified in
tumor cells and in nonneoplastic stromal cells, whereas
normal ductal cells were always negative (Fig. 1). LRP-1 was
positive in 14% (11/81) of cases and was associated
exclusively with triple-negative (21%, 7/33) and Her-2/neu
breast carcinomas (17%, 4/24) (P = .040, Fisher test). LRP-1
overexpression was more commonly found in grade 3 tumors
(20%, 10/49) than in grade 1 or 2 (3%, 1/32) carcinomas (P =
.043, Fisher test). Most tumors with LRP-1 expression had
elevated mitotic index (N13 mitosis per 10 HPF) (P = .006,
Fisher test) (Fig. 2). Patients with LRP-1–positive tumors
had higher cholesterol levels (62.5%, 5/8) than those with

LRP-1–negative tumors (40%, 19/47), although the differ-
ence did not reach statistical significance (P = not significant
[NS]). No correlations were found between LRP-1
immunoexpression and other clinicopathologic parameters.
Furthermore, no correlation was seen between LRP-1
expression and overall survival using the Kaplan-Meier
method and Cox regression; but a trend was found
between LRP-1 overexpression and tumor recurrence.

Cytoplasmic MMP-9 staining was localized in tumor
and in stromal cells in a significant percentage of
cases. The H-score ranged from 0 to 300 (mean, 109.1).
MMP-9–positive staining (H-score ≥100) was detected in
38% (28/73) of cases, more commonly in neoplasms with
LRP-1 expression (67%, 6/11) than in those without LRP-1
expression (35%, 22/62), although these associations did
not reach statistical significance (P = NS).

The percentage of Ki-67–positive cells ranged from
0 to 90 (mean, 28.4). A Ki-67 index greater than 20%
was detected in 51% (37/72) of cases, and it correlated
with LRP-1 overexpression (P = .047, Fisher test; r = 0.303,
P = .010, Spearman test).

p16 was positive in 48% (21/43) of tumors, more
frequently in LRP-1–positive tumors (75%, 6/8) than in
those lacking LRP-1 expression (43%, 15/35), but only as a
trend (P = .1, Fisher test). Similarly, EGFR staining detected
in 21% (17/81) of the tumors was associated with positive
LRP-1 overexpression in 57% (4/7) of triple-negative breast
carcinomas (P = .1, Fisher test).

Fig. 3 shows images of the immunohistochemical
stainings of LRP-1, MMP-9, Ki-67, and EGFR in a breast

Fig. 1 Distribution and expression pattern of LRP-1 in breast carcinomas investigated using immunohistochemistry: negative (A), weak (B),
and strong (C).
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carcinoma. A summary of the relationships between the
LRP-1 expression and clinical and molecular features is
shown in Table 2.

4. Discussion

In this study, we found that LRP-1, an important
cholesterol receptor, is overexpressed in breast carcinomas,
playing a role in the invasiveness and proliferation of
Her-2/neu and triple-negative breast carcinomas, but not in
hormone-dependent tumors.

LRP-1 recognizes extracellular ligands and cytoplasmic
adaptor proteins and modulates the activity of other
transmembrane receptors, such as integrins and tyrosine
kinase receptors [13]. In cancer cells, LRP-1 can be
considered a key factor in cytoskeleton dynamics modula-
tion, focal adhesion, and cellular proliferation [20,29-31].
The association between LRP-1, urokinase, urokinase
receptor, and plasminogen activator inhibitor 1 in the
filopodia of breast cancer cells is related to in vitro
attachment and cell migration [21]. Taken together, these
results point to LRP-1 as a key receptor in cancer. In the
present work, we analyzed LRP-1 expression in a series of

human breast carcinomas and its relationship with tumor
invasion, proliferation, and prognosis. Our results show that
LRP-1 overexpression is present in 20% of aggressive
human breast carcinomas and generally associated with high
histologic grade, elevated mitotic index, and Ki-67 greater
than 20% (P b .05 in all). Previous in vitro studies have
shown LRP-1 expression in breast cancer cell lines
[18,19,21,32]. However, LRP-1 expression has not been
reported in in vivo studies to date [33]. In our series,
cytoplasmic LRP-1 immunostaining was identified in tumor
cells and in nonneoplastic stromal cells (fibroblasts and
macrophages), whereas normal ductal cells were always
negative. It is well known that LRP-1 receptor is expressed
by diverse stromal cell types, including fibroblasts and
macrophages [13,34]. Many studies have shown that tumor
progression occurs as a consequence of stroma-cancer cell
interactions. Tumor-associated macrophages can promote
tumor cell motility through activation of angiogenesis,
extracellular matrix breakdown, and tissue remodeling.

To our knowledge, this is the first histopathologic
confirmation of a relationship between LRP-1 expression
and aggressiveness in a series of patients with breast
carcinomas. Our results are in agreement with recent data
from in vitro studies showing that LRP-1 promotes
invasiveness and cell survival, suggesting that LRP-1

Fig. 2 Graphs representing the percentage of positive LRP-1 immunoexpression tumors with the breast-type carcinoma, tumor grade,
mitotic index, and Ki-67 protein expression. P values were calculated using Fisher test.
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overexpression is associated with tumor cell invasion and
poor prognosis [18-21]. Mechanisms of tumor invasion
seem complex, but it has recently been published that
nexin-1 controls mammary cancer metastasis through
LRP-1–mediated MMP-9 expression [18]. Results from
our present study show that MMP-9 expression was more
commonly found in carcinomas with positive LRP-1
expression than in those without LRP-1 expression.

Other recent evidence from in vitro studies also suggests
a protumor role of LRP-1. It is known that LRP-1 is a
receptor with partial sequence homology with EGFR [35],
which is frequently expressed in triple-negative breast
carcinoma [36]. EGFR appears to induce breast carcinoma
cell proliferation by the potential formations of heterodimers
with Her-2 [37]. It will be interesting to know whether Her-2
may also form heterodimers with LRP-1. In the present
work, we found coexpression of EGFR and LRP-1 in 57%
of triple-negative breast carcinomas (P = .1). Furthermore,
we were able to correlate LRP-1 overexpression with a
high mitotic index (N13 mitosis per 10 HPF) and an
elevated Ki-67. A high Ki-67 index, a well-known marker
of proliferation, has been associated with shorter disease-
free survival and overall survival and more frequent
tumor recurrence in a meta-analysis of 46 studies including
12 155 patients with early breast carcinoma [38].

Interestingly, the results from the present study show that
patients with LRP-1–positive tumors had higher cholesterol
levels (62.5%, 5/8) than those with LRP-1–negative tumors
(40%, 19/47). These findings suggest a relationship between
hypercholesterolemia and aggressiveness of ductal breast
carcinomas. Nevertheless, the sample size of our series is
small; and more investigations with an independent large
sample set of breast carcinomas are needed to clarify this
point. These results are in agreement with previous studies
suggesting that high proliferative cells from colorectal
carcinomas show LRP-1 overexpression to cover cholesterol
cellular needs for membrane production [25]. Moreover,
LRP-1 expression is upregulated by lipoproteins in vitro and
by diet-induced hypercholesterolemia in vivo [26,27,39].
Lipid profile alterations significantly correlated with breast
cancer risk [40] and the metabolic syndrome (obesity,
glucose intolerance, low serum high-density lipoprotein
cholesterol, high serum triglycerides, and hypertension)
alterations have been related with triple-negative breast
carcinomas [41]. LRP-1 may thus be an intermediate effector
in the deleterious effect of lipid metabolic alterations in
breast cancer. In addition, the prevention of LRP-1 over-
expression may be useful as a potential therapeutic strategy
to control tumor progression in patients with dyslipidemia.
Indeed, it has already been described that lipophilic statins

Fig. 3 Panel of immunoreactions for LRP-1, MMP-9, EGFR, and Ki-67 in the same case of breast carcinoma.
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exert direct anticancer activity by reducing tumor cell
proliferation in a mouse Her-2/neu breast cancer model and
in vitro cell lines [42]. These findings could provide support
for future statin trials in breast cancer patients with altered
lipid profile levels because these drugs may play a dual role
in the prevention of heart disease and breast cancer [43,44].

In summary, our results show that LRP-1 overexpression
seems to be involved in the proliferation of Her-2/neu and
especially triple-negative tumors, but not in hormone-related
breast carcinoma. Increased LRP-1 expression is predictive
of aggressive neoplasms because it is associated with high
histologic grade, elevated mitotic index, Ki-67 greater than
20%, and tumor recurrence.
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Conclusiones:

1.- La coexpresión de HER2 con EGFR o IGFR1R se asocian a peor pronóstico

en nuestra serie de pacientes con carcinomas HER2+ tratadas con trastuzumab y

por lo tanto podría ser un mecanismo de resistencia a este fármaco.

2.- Las alteraciones de la vía PI3K/Akt/bad y mTOR son frecuentes en los

carcinomas de mama de tipo HER2 +. Algunas de ellas se asocian peor pronóstico

y por lo tanto pueden estar relacionadas con resistencia a trastuzumab..

2a.- La sobreexpresión de p110α se asoció a peor pronóstico. No encontramos

asocición de mutaciones de PIK3CA con peor pronóstico.

2b.- Las mutaciones de PTEN se asociaron a peor intervalo libre de progresión y

la pérdida de expresión de PTEN se asoció a invasión vascular y metástasis

ganglionares.

2c.- La sobreexpresión de pAkt se asoció a peor supervivencia global y

supervivencia libre de enfermedad.

3.- LRP-1 se encuentra sobreexpresado en el 14% de los carcinomas de mama,

principalmente en los subtipos HER2+ y triple negativo y se asocia a proliferación

e invasión. Nuestros datos sugieren una posible interrelación entre LRP1, HER2 y

EGFR.
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Artículo 3:
Titulo:

Las mutaciones del exón 20 de PIK3CA se asocian a peor
supervivencia en carcinomas de mama agresivos (HER2 positivos).

Resumen:
En este artículo analizamos la asociación de las mutaciones de PIK3CA en el en

una serie de 56 pacientes con carcinoma de mama y las correlacionamos con los

subtipos moleculares del carcinoma de mama, con la expresión de receptores de

membrana, expresión de PTEN, P110α, Ki67 y p53. Encontramos mutaciones de

PIK3CA en el 12.5% de los tumores y estas eran mucho mas frecuentes en el

grupo de los tumores HER2 + principalmente en el exón 20. Además las pacientes

con tumores con mutaciones en el exón 20 se asociaron con peor supervivencia.

Estos resultados nos animaron a ampliar la serie.
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Abstract PIK3CA mutations at 9 and 20 exons were
studied in a series of 56 selected aggressive breast
carcinomas (BC): 27 with Her-2 over-expression and
negativity for estrogen receptors (ER) and progesterone
receptors (PR), and 29 “triple negative” BC (negative for
ER, PR and Her-2). Also, immunohistochemical studies of
p53, ki-67, Her-1 (EGFR), pIGF-1R, PTEN, p110α, and
pAkt were performed. Six mutations in exon 20 PIK3CA
were identified among the 27 Her-2 positive BC, whereas
only one exon 9 PIK3CA mutation was detected in a triple
negative tumor (p=0.035). Furthermore, PIK3CA muta-
tions were associated with p110α over-expression (p=
0.001). Overall survival was shorter in cases with PIK3CA
mutations (p=0.015 in all series; and p=0.041 for Her-2+
tumors), although multivariate analyses did not show
statistical differences. No statistical significance was related
with disease-free survival. Exon 20 PIK3CA mutations are

relatively frequent in Her-2+ tumors and shorten survival,
whereas neither exons 9 and 20 mutations seem related
with “triple negative” breast carcinomas.

Keywords Breast carcinoma . Her2-neu . p110 .

PIK3CAmutations

Introduction

Although breast cancer (BC) survival is improving due to
more effective treatment and early detection, the incidence
of the disease has steadily increased throughout the world
over the past few decades [6]. Approximately two thirds of
BCs are hormone-dependent and a good response to endo-
crine therapy is achieved in a large proportion of tumors.
Hormone-independent tumors are usually more aggressive
and grow by activation of membrane growth factor receptors
or by unknown mechanisms. Nevertheless, membrane growth
factor receptors could interfere with estrogen-signaling path-
ways and thus play a role in endocrine therapy resistance in
hormone-dependent tumors [28].

The phosphatidylinositol 3′-kinase (PIK3)/AKT signal-
ing pathway is frequently activated in multiple human
epithelial cancers, including breast carcinomas [5, 8, 12, 14,
15]. PIK3 (p110α) phosphorylates PIP2 (phosphatidylino-
sitol 4,5-biphosphate) to generate the second messenger
PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate), in response
to diverse stimuli. These PtdIns(3,4,5)P3 signals are
localized in the inner leaflet of the plasma membrane, and
activate AKT counteracting PTEN activity. After AKT
activation, various downstream target genes inhibit apopto-
sis and promote cell proliferation [8, 27]. Besides PTEN,
there are several tumor suppresser genes in the PIK3
signaling pathway, such as TSC1, TSC2, LKB 1, Foxo1a,
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Foxo3a and possibly PHLPP. Most of these genes could
render cancers insensitive to PIK3 inhibitors [25].

PIK3CA (phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha
polypeptide) mutations may be an important event in
progression to the aggressive phenotype in low-grade
colorectal and lung tumors [18] while in gastric and liver
cancers they have a key role in earlier stage [12]. They may
also be seen in glioblastomas, medulloblastomas, ovarian
neoplasms, and acute leukemia [8].

Several works have studied PIK3CA mutations in BC [1,
4, 5, 14, 15, 17, 19, 21, 22, 27, 30] and in cell lines from
BC [1, 10, 29, 30]. According to one recent review [8],
these mutations may be present in ≈26% of BC, ≈85% of
which are located in the helical domain mutants E542K and
E545K and in the catalytic domain mutant H1047R. Their
significance however, is controversial. In the present paper,
we studied the mutations in these two exons to determine
their possible role in aggressive hormone-independent BC
with Her-2 over-expression or “Triple negative” tumors.

Material and methods

Material and histopathological analysis

A total of 56 breast carcinoma with negativity for estrogen
receptors (ER) and progesterone receptors (PR) were
collected retrospectively from two hospitals, 45 from the
Department of Pathology at Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, Autonomous University, Barcelona, Spain, and
11 from the Department of Pathology at the General
Hospital, Alicante, Spain. Tumors were fixed in 4%
formalin for 18–24 h. Most patients underwent a tumor-
ectomy or a modified radical mastectomy, with dissection
of axillary lymph nodes. Patients were staged according to
the WHO system and tumors were histologically graded.
After pathological diagnosis, adjuvant chemo or radiother-
apy was done according to standard protocols. Five patients
with Her-2+ tumors were also treated with Trastuzumab®.
Mean follow-up was 75 months (range, 9–180). Clinico-
pathological data were revised for the present study and the
patients were subclassified into two groups: one of 27
tumors with marked Her-2/neu over-expression (+++), and
another of 29 tumors with Her-2/neu negative (triple
negative, TN). None of these 29 tumors showed myoepi-
thelial differentiation as actin and S-100 were negative [13].

This work was approved by the ethical committees of
both institutions

Immunohistochemistry

Tissue micro-arrays (TMA) were prepared from paraffin-
embedded tissue taken from three representative areas of

each tumor. Serial, 5-μm thick sections were stained using
the Envision method (DAKO). Antibodies, dilutions, anti-
gen retrieval methods, and suppliers are listed in Table 1.
ER, PR and Her-2 (Ab A-0485, Herceptest®) were repeated
to confirm initial results, other membrane receptors such
as Her-1 (EGFR) and pIGF-IR were studied, as well as
p53 and Ki-67. Investigation of the PIK3/PTEN/Akt
pathway included analysis of PTEN, pAkt, and PIK3CA
(p110α). Previous BC with positivity for the Ab were
used as positive controls, and consecutive tissue section
from the TMA’s incubated without primary Ab were the
negative controls.

Distinct membrane staining in >10% of tumor cells for
EGFR, pIGF-IR was counted as positive for expression.
The percentage of stained nuclei was evaluated, indepen-
dently of intensity, for ki67 and p53. Immunostaining
cytoplasmic scores for PTEN, pAkt, and p110α were
calculated by multiplying the percentage of labeled cells
by the intensity of the staining (range 0–300). Loss of
PTEN were considered for Scores <150, whereas p110α
and pAkt over-expression for Scores >150. Three pathol-
ogists (EL, GP, and AG) separately evaluated the immuno-
histochemical staining, and discordant results were
reviewed to achieve agreement. These evaluations were
done before the statistical and survival analyses.

Mutational analysis of PIK3CA

Genomic DNAwas extracted by proteinase K digestion and
QUIAamp DNA Mini Kit (Quiagen, GmbH, Hilden,
Germany), following the manufacturer’s instructions, from
frozen tumor tissue. PIK3CA mutations were assessed on

Table 1 List of primary Ab for the immunohistochemical study

Antibody Clone Dilution Ag retrieval Supplier

ER 6F11 1:40 1 Novocastra
PR 16 1:200 1 Novocastra
Her-2 A-0485 1:1 Dako
S-100 Polyclonal 1:3000 4 Dako
Alpha-actin 1A4 1:100 1 Dako
EGFR 2–18C9 1:1 5 Dako
pIGF-IR Polyclonal 1:50 3 Cell Signaling
Ki-67 MIB-1 1:1 1 Dako
p53 BP53-12-1 1:150 1 Biogenex
PTEN 6H2.1 1:50 2 Cascade

Biosciences
p110α Polyclonal 1:50 3 Cell Signaling
pAKT Polyclonal 1:100 3 Cell Signaling

1 Citrate buffer pH 6, autoclave 8 min, 2 citrate buffer pH 6, waterbath
95°C 30 min, 3 EDTA buffer pH 8, autoclave 8 min, 4 pepsin 0.1%
30 min, 5 proteinase K 0.1% 5 min
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tumor DNA by PCR amplification and subsequent se-
quencing analysis, using previously reported PCR condi-
tions and primers for exons 9 and 20 of PIK3CA [23]. The
thermal cycling conditions included an initial cycle of
12 min at 94°C, followed by 40 cycles of 45 s at 94°C, 45 s at
specific annealing primer temperature of 52–62°C, 1 min
at 72°C, and a final extension of 10 min at 72°C. The
PCR conditions for exon 9 of PIK3CA were optimized to
avoid mispriming with the PIK3CA pseudogene spanning
exons 9 to 13 on chromosome 22. The PCR products
were purified using the exoSAP-IT (USB, Cleveland, OH)
and subjected to direct sequencing using ABI PRISMTM
Big Dye terminator v1.1 cycle sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Sequencing fragments were
detected by capillary electrophoresis using an automated
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Mutational analyses were done before knowing follow-up
and statistics.

Follow-up and statistical analyses

Statistical analyses were performed with the SPSS/win 15.0
statistical software package (SPSS, Chicago, IL, USA).

Continuous and ordinal variables between the two groups
were compared using the Student’s T test. Dichotomous
variables were compared with the Fisher exact test. The
overall survival analysis was estimated using the Kaplan–
Meier method and compared using the log-rank test. The
univariate and multivariate Cox regression analyses were
used to identify the independent predictive factors that
significantly influenced the overall survival. A p-value of
0.05 was considered significant.

Results

Both groups of tumors will be described separately and the
main clinico-pathological features are comparatively pre-
sented in Table 2.

Clinico-pathological characteristics of Her-2 positive
carcinomas

Twenty-seven patients were included in this group. The
mean age was 60 years and 9 months (range, 42–101
years). Axillary lymph node dissection at levels I and II was

Table 2 Pathological, immu-
nohistochemical and genetic
characteristics of both subtypes
of aggressive breast
carcinomas

Her-2 (n=27) TNC (n=29) Statistics
(comparison)

Size <2 cm 5 (18.5%) 0 Ns
2–5 cm 19 (70.4%) 22 (75.9%)
>5 cm 3 (11.1%) 7 (24.1%)

Stage I 2 (7.5%) 4 (13.8%) Ns
II 17 (63%) 15 (51.7%)
III 6 (22.2%) 6 (20.7%)
IV 2 (7.5%) 4 (13.8%)

Histol. grade II 8 (29.6%) 4 (13.8%) Ns
III 19 (70.3%) 25 (86.2%)

Ductal in
situ carc.

>10% 16 (59.3%) 10 (34.5%) Ns
>25% 8 (29.6%) 2 (6.9%)

Necrosis >10% 7 (25.9%) 19 (65.6%) 0.08
Vascular
invasion

Present 9 (33.3%) 8 (27.6%) Ns

EGFR
overexpr

>10% 4 (14.8%) 11 (38%) Ns

pIGF-IR >10% 6 (22.2%) 8 (27.6%)
Ki 67 Median 12 50 0.007
Ki 67 <20% 15 (55.5%) 4 (13.8%)

20–50% 9 (33.3%) 10 (34.5%)
>50% 3 (11.1%) 15 (51.7%)

P53 >10% nuclei 12 (44.4%) 16 (55.2%) Ns
PTEN loss <150 4 (14.8%) 3 (10.3%) 0.16
p110α Overexpres. 4 (14.8%) 0 0.23
pAKT >150 4 (14.8%) 1 (3.4%) 0.14
PIK3CA
mutations

Exon 9 G1633A 4 E545K 0 1 (3.4%) Ns
Exon 20 A3140G H1047R 6 (22.2%) 0 0.008
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performed in 15 patients with a mean of 14 nodes examined
per patient (median, 15; range 8–27)

Mean tumor size was 3 cm (range from 1.5 to 6 cm).
Five tumors (18.5%) measured less than 2 cm, 19 (70.4%)
between 2–5 cm and three (11.1%) were >5 cm. The
pathological stage at diagnosis was determined in all
patients: two patients were stage I (7.5%), ten were stage
IIA (37%), seven were IIB (25.9%), six were III (22.2%),
and two were IV (7.5%).

Most carcinomas were of the ductal type (NOS),
although two had mixed ductal–lobular differentiation.
Histological grading was II in eight (29.6%) tumors and
III in 19 (70.3%). A ductal “in situ” (DCIS) component
>10% was present in 16 (59.3%) tumors, and >25% in eight
(29.6%). Tumor necrosis was evident in seven (25.9%) and
vascular invasion was detected in nine (33.3%).

Exon 20 PIK3CA mutations in Her-2 positive carcinomas
are associated with poor prognosis and p110 over-expression

Considering the total series, seven out of 56 aggressive
BC had PIK3CA mutations (12.5%), but most of them
were related with Her-2+ carcinomas. Effectively, six
PIK3CA somatic missense mutations were identified
among the 27 Her-2 BC (22.2%). All occurred in the
kinase domain (exon 20, nucleotide A3140G, aminoacid
H1047R; Fig. 1), and none in the helical domain (exon 9).
These mutations were more frequent in Her-2 than in TN-
BC (p=0.035).

Among the Her-2+ tumors, other immunohistochemical
studies showed over-expression of EGFR in four (14.8%)
cases and of pIGF-IR in six (22.2%). The mean percentage
of Ki67 positive nuclei was 19.3% (range 10–80%) and the
median was 12; 15 cases had less than 20%, nine between
20–50% and only three tumors had a Ki67>50%. Aberrant
p53 expression (>10% of nuclei) was present in 12 (44.4%)
cases. Loss of PTEN expression was found in four cases.
p110α over-expression (Fig. 2) was found only in four
(14.8%) and pAKT in four (14.8%).

Kaplan Meyer’s survival analysis for all cases (Fig. 3),
as for patients with Her-2+ tumors (Fig. 4) showed shorter
mean survival in cases with PIK3CA mutations (mean
survival of 46 vs. 65 months in all cases, p=0.015; mean
survival of Her-2+ patients 42 vs. 87 months p=0.03, p=
0.041). Disease-free survival was unrelated with mutations,
because a significant number of patients were in advanced
stage at diagnosis. Response to transtuzumab was not
analyzed due to the scanty number of cases with this
treatment and these patients were excluded from survival
analyses. Furthermore, PIK3CA mutations were associated
with p110α over-expression (p=0.001), and some correla-
tion was also detected with p53 over-expression (0.068),
and EGFR over-expression (p=0.14).

Conventional clinico-pathological features or other im-
munohistochemical studied molecules were statistically
unrelated with PIK3CA mutations.

Clinico-pathological characteristics of triple negative
carcinomas

This group included 29 patients. Mean age was 53 years,
(range, 25–86 years). Tumorectomy or mastectomy was
done in all cases and axillary lymph node dissection at
levels I and II was performed in 27 patients, with a mean of
18 nodes per patient (median: 15; range 5–33). Mean tumor
size was 6 cm (range from 2.3 to 20 cm). No tumors
measured less than 2 cm, 22 (75.9%) were between 2–5 cm
and seven (24.1%) were >5 cm. The pathological stage at
diagnosis was determined in all patients: four were stage I
(13.8% %), nine were IIA (31%), six were IIB (20.7%), six
were III (20.7%), and four were IV (13.8%).

Most carcinomas were of the ductal type (NOS),
although four were of the medullar histological type.

Fig. 1 Exon 20 PIK3CA mutation (nucleotide A3140G, aminoacid
H1047R). Partial representative nucleotide sequence of sense strand
around codon 1047. Sequence analysis of PCR products of tumor
DNA (T) compared with normal DNA (N) revealed a missense
mutation (arrow)
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Histological grading was II in four (13.8%) tumors and III
in 25 (86.2%). A ductal “in situ” (DCIS) component >10%
was present in ten (34.5%) tumors, and >25% in two
(6.9%) of them. Necrosis >10% was detected in 19 (65.6%)
tumors and vascular invasion was detected in eight
(27.6%).

PIK3CA mutations are very uncommon in TN carcinomas,
and unrelated with other immunohistochemical
or clinico-pathological features

Only one PIK3CA somatic missense mutation was identi-
fied among the 29 triple negative breast neoplasms. This

occurred in the helical domain (exon 9, nucleotide
G1633A, aminoacid E545K). Over-expression of EGFR
was detected in 11 (38%) cases and pIGF-IR in eight
(27.6%). The mean percentage of Ki67 positive nuclei was
41.3% (range 13–90%) and the median was of 50; four
(13.8%) cases had less than 20%, ten (34.5%) between 20–
50% and 15 (51.7%) tumors had a Ki67 >50%. Figure 5
shows that triple negative tumors had a much higher Ki67
index than Her-2 tumors (p=0.007). Aberrant p53 expres-
sion (>10% of nuclei) was present in 16 (55.2%) cases.
Loss of PTEN expression was found in three (10.3%) cases.
p110α over-expression was not observed and pAKT was
detected in one case (3.4%). Conventional clinical varia-
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bles, pathological and immunohistochemical data did not
show relationship with PIK3CA mutations in these tumors.

Discussion

The c-DNA microchip analysis allow the identification of
three major subgroups of BC: a luminal one, equivalent to the
hormone-dependent tumors that is the most common variety,
and two more aggressive subgroups characterized either by
Her-2/neu over-expression or the denominated basal-like or
triple negative (TN) carcinomas (ER, PR, and Her-2 neg-
atives) with less defined growth stimulus [20, 24, 26]. In the
present work, we studied the significance of PIK3CA
mutations in these two subgroups of aggressive BC.

PIK3CA mutations were described in 20%–40% of BC
[1, 4, 5, 14, 15, 17, 19, 21, 22, 27, 30], and a recent review
[8] estimated that a mean of 26% breast cancers harbor
missense mutations. Approximately, 85% of these appear in
three hot spots: H1047R, located in the kinase domain and
coded by exon 20; E542K and E545K located in the helical
domain and coded by the exon 9. Mutations are distributed in
both exons with the same frequency (≈12%) [3, 4, 8, 17], and
the protein resulting from these mutations (p110α) has capa-
city to induce oncogenic transformation in chicken embryo
fibroblasts [7]. Relationship between PIK3CA mutations
with other BC prognostic features was not found in initial
studies [1, 5, 12]. Nevertheless, others associated these
mutations with nodal metastases, Her2 receptor over-expres-
sion /amplification [22], and good prognosis [4, 17, 19].

In our series, PIK3CA mutations were present in only
≈12% of cases. However, a significant (22.2%) proportion
of BC with Her-2 over-expression had exon 20 mutations.
This was higher than expected and in concordance with a
previous study by Saal et al. [22]. Furthermore, exon 20
mutations were associated with higher carcinogenic poten-
tial, aggressiveness [2] and, recently, with poor survival in
multivariate analyses of 152 patients with BC [11] as also
suggests the present study. Nevertheless, PIK3CA muta-
tions were exceptionally uncommon in TN-BC. The
aggressiveness of these tumors as well as the Ki67 index
higher than in Her-2 BC could be related with alteration of
other pathologic pathways, i.e., RAS mutations [10].
Indeed, TN-BC are not equivalent to “basal-like”, because
there are some differences in the histopathological pattern
and in the immunohistochemical expression of basal
cytokeratins or EGFR. These tumors do not constitute a
homogeneous group [13].

Exon 9 mutations have been associated with lobular
carcinomas [3, 4, 17], although most of these tumors are
ERα positive, with good prognosis. Nevertheless, these
mutations were recently related with aggressiveness [3] and
we found one mutation in a TN-BC.

p110α overproduction was clearly associated with
PIK3CA mutations in our series (p=0.001). Nevertheless,
the relationship between PIK3CA mutations or p110 over-
expression and loss of PTEN or Akt activation [9, 17, 22]
could not be demonstrated in our cases, as in other series
[4, 15, 19, 21]. It has recently been found that PIK3CA
mutations and PTEN loss are not mutually exclusive [19] as
was initially suggested [22]. Indeed, PIK3CA mutations
and PTEN loss should be associated with similar pathologic
factors [19] and both could have a relationship with Akt
activation, ER-α positivity [9, 17, 19, 22], low histologic
grades [17], and lobular histologic type [29].

Activation of the PIK3/PTEN/Akt pathway may also
play an important role to therapy resistance in BC [9].
PIK3CA mutations has been related with radiosensitivity
[19] and chemosensitivity [16], and a variety of molecules
that inhibit PIK3 [25] or Akt [29] are new potential tools
for the BC treatment.

In summary, TN breast carcinomas were very rarely
related with exon 9 and 20 PIK3CA mutations. Exon 20
mutations, however, are more frequent than previously
suspected and shorten survival of patients with Her-2 BC. It
could potentially open new ways for their treatment, but
further investigations with larger number of patients and
prospective studies are needed.
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