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RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia maligna masefnez@en la mujer. Identificar
el arreglo molecular del tumor se justifica paraaoir un diagndstico mas
completo e informacion mas cercana al comportamikimiogico de la neoplasia.
Objetivo: Establecer un perfil inmunohistoquimico del cavova de mama que
contribuya en la caracterizacion y el refinamied&la clasificacion molecular
partiendo del estudio de marcadores biolégicos coneinte determinados
(estrégeno, progesterona, Her2, Ki67, p53 y Bcl2¢alizando citoqueratinas 5,
6, 8, y 18, EGFR, p73 y CD10 en una poblacién Velzm con diagndstico de
carcinoma ductal infiltranteMaterial y métodos: Bajo la matriz epistémica
positivista y el paradigma cuantitativo, se reakt@resente estudio de disefio no
experimental, descriptivo, correlacional. De acuoerctiterios definidos, se
seleccionaron 149 muestras de tejido tumoral dealaa en parafina y su estudio
inmunohistoquimico para RE, RP, Her-2, Ki67, p53Bgi2. Se analizé6 la
expresion de 12 biomarcadores moleculares, 6 agllg previamente y 6 por
micromatrices de tejido, se compararon los reso#tadon los subtipos
moleculares definidos de acuerdo a la expresiOREBeRP y Her-2 y con las
caracteristicas de interés clinid®esultados Los tumores eran 34,22% luminal
A, 27,51% luminal B, 14,76% Her-2+ y 23,48% tripkegativo (TN). Los luminal
A, expresaron RE, RP, Bcl-2, Ck8, Ck18, p73, 47% p31% alto indice de Ki-
67. Los luminal B, expresaron RE o RP, Ck8, CkI®&, 4% Her-2 y p53, 44%
indice alto de Ki-67, 17% Bcl2. Los Her-2+ inmunao@aaon Her-2, indice de Ki-
67 alto, 77% Bcl2, 59% p53, 95% p73, CD10 32% y 16%%/6. Los TN
expresaron alto indice de Ki-67, 44% p53, 71% Bel26 p73y 52y 61% Ck8 y
Ck18. La expresion de Ck5/6 y CD10 distingui6é umotgpo distinto.Conclusion
La expresion de los biomarcadores moleculares nessudio proporcioné una
mejor definicion del tumor para completar el diésfico de la neoplasia por el
perfil de moléculas proteicas expresadas y la teniaacidon molecular resultante,
lo expuesto posibilita conocer aun mejor la agidaty tumoral y el riesgo
individual.

Palabras claves: Cancer de mama. Marcadores moleculares, Perfil
inmunohistoquimico, Caracterizacion molecular.
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ABSTRACT
Breast cancer is the most common malignancy in wom@u identify the

molecular basis of the tumor is justified to comigua closest to the biological
behavior of the neoplasm most comprehensive andndsic information.
Objective: To establish an immunohistochemical profile ofdstecancer that
contributes to the characterization and refinenoérthe molecular classification
commonly from the study of biological markers (egen, progesterone, HER2,
Ki67, p53 and Bcl2) and performing cytokerating$s8 and 18, EGFR, p73 and
CD10 in a Venezuelan population diagnosed withtrating ductal carcinoma.
Methods: Under the positivist epistemic matrix and the ditative paradigm, the
present study non-experimental, descriptive, cati@tal design was performed.
According defined criteria, 149 samples of breashdr tissue in paraffin and
immunohistochemistry for ER, PR, Her-2, Ki67, p3&d@cl2 were selected. 12
expression was analyzed molecular biomarkers, 6 Gamdade previously for
tissue microarrays, the results were compared ttecular subtypes defined
according to the expression of ER, PR and Her-2vatidthe features of clinical
interest.Results: The tumors were 34.22% luminal A, luminal B 27.51P4.76%
and Her-2 + 23.48% triple negative (TN). The lunhiAgexpressed ER, PR, Bcl-
2, Ck8, CK18, p73, p53 47% and 31% higher Ki-67eidThe luminal B,
expressed ER or PR, Ck8, CK18, p73, 54% Her-2 &8 p4% higher Ki-67
index, 17% Bcl2. The Her-2 + immunostained Her-2-6K index high, 77%
Bcl2, p53 59%, p73 95%, CD10 32% and 15% CKk5 /i TN expressed high
levels of Ki-67, p53 44%, 71% Bcl2, p73 and 91%ab2l 61% Ck8 and CK18.
Expression of Ck5 / 6 and CD10 saw a distinct phgre Conclusion: The
expression of molecular biomarkers in this studyvpgted a better definition of
the tumor to complete the diagnosis of neoplasiathey profile of protein
molecules expressed and the resulting molecularactaization, the above
possible to know even better tumor aggressivenassnaividual risk .

Keywords: Breast cancer. Molecular markers, Immunohistochamprofile,
Molecular characterization.



INTRODUCCION

El carcinoma de la glandula mamaria en la mujeressgnta un problema
de salud publica para la mayoria de los paisesode &l mundo, por su
frecuencia, mortalidad y los recursos sanitarioglitados para su asistencia. De
su comportamiento se ha desprendido que una dencada mujeres desarrolla la
neoplasia a lo largo de su vida y la tercera padetellas muere por su causa. En
Venezuela, en las ultimas décadas se ha observa@oiuento del numero de
casos que se diagnostican diariamente, donde kdrfatmentablemente fallece

por la enfermedad.

Paralelamente, no es menos cierto que en la lraramédica son
numerosos los articulos que sobre el carcinomaateanpodemos localizar desde
su descripcion por primera vez. El interés no deentée por conocer de su origen,
desarrollo y biologia ha logrado en las ultimas ttécadas progresos importantes
en la compresion de algunos de los mecanismos datjgs en su génesis,
progresion y evolucion. Sin embargo, en relaciGesi ultimo punto, el curso
clinico tan heterogéneo en pacientes con idéntieasacteristicas tumorales y
homogéneos factores prondsticos ha sugerido queasiilidad evolutiva es
producto de rasgos propios del tumor que le disengnas alla de su morfologia

o histologia, en relacion a la identidad de laslaélque conforman el mismo.



Al respecto fuera de nuestras fronteras, investgas en tumores de
mama histologicamente idénticos con técnicas deoamiays para el analisis
masivo de genes, que en definitiva son proteinagaces, mas el cruce de datos
clinicos, sefialan que existen diferencias tumoraésadas en la diversidad del
patrén de expresion génica o diferencias molecsildoeque ha proporcionado las
bases para hablar de heterogenidad tumoral y deolaicion, como también de
una nueva clasificacion de esta neoplasia, la miaecla cual distingue cuatro
clases (luminal A, luminal B, Her-2 positivo y bBdaasta el momento y que ha
sugerido considerar al carcinoma de mama como amdid de enfermedades,
cuya totalidad de miembros no esta clara. Al rasp&t analisis de expresion de
proteica por técnica inmunohistoquimica que tradgaalmente informacion del
perfil genético de la neoplasia ha contribuido temla la identificacion de dichas
firmas moleculares en investigaciones que detemminaotros marcadores
moleculares, distintos a los usuales solicitadoslaepractica estandar de su
manejo actualmente (RE, RP, Her-2, Ki-67), como @togueratinas y p63 entre
otros. La clasificacion molecular del carcinomantima, se ha desarrollado con
microarrays de expresion genética, y aunque éstmasecnica prometedora, es
sumamente costosa por la infraestructura y lad¢aam si, lo que significa que no

esta disponible ni al alcance de todas las pagente

En ese particular, el andlisis de la expresion ewat por
inmunohistoquimica sobre micromatrices de tejid@sapla caracterizacion

molecular de la neoplasia, es mas factible, incheaa nuestras pacientes hoy en



dia, mas aun por los posibles beneficios que dliede significar para una

medicina personalizada.

El siguiente estudio bajo la matriz epistémica fpasta, aborda al
carcinoma de la glandula mamaria desde una tenyatima conocida y explorada
en nuestras pacientes afectadas por la neoplasigl ®bjetivo de establecer un
perfil inmunohistoquimico de la misma que contridwgn la caracterizacion y el
refinamiento de su clasificacion molecular, en ywdlacion venezolana con

carcinoma ductal infiltrante.

Para tales efectos se presenta el mismo organiegadmapitulos: En el
Capitulo I,se expone el problema de estudio, presentandoameaxtualizacion
de la situacion, los objetivos, asi como los aleande la investigacion. El
Capitulo Il, compendia el marco teorico referendel proyecto, destacando los
antecedentes, y las bases tedricas. En el Capilulse describe el marco
metodoldgico de la investigacion, desarrollandoksenétodo, las técnicas de
recoleccion, procesamiento, y analisis de la infmidn. En el Capitulo IV, se
detallan los resultados como en V, la discusiomyek Capitulo VI, la teoria

derivada.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1Planteamiento y formulacion del problema

El carcinoma de mama es el tumor maligno mas fraeude la poblacion
femenina a nivel mundial (1-8). De las estadistioéarnacionales se desprende
que es la primera causa de mortalidad oncolégica @ mujer en paises

desarrollados y en vias de desarrollo.

En un recorrido por aquellos paises, una de caeeenmujeres desarrolla
la neoplasia a lo largo de su vida y la terceréepde ellas muere a consecuencia
de la misma. El marcado incremento del nUmero descauevos, aunque fue dos
veces mayor en los paises desarrollados, no deg&rdalarmante por las cifras

observadas en los paises en desarrollo (9-10).

Tal situacion ha llevado a considerar al carcina®anama un problema

de salud generalmente prioritario para las admaugines sanitarias en muchos



paises, debido a su frecuencia, mortalidad, caohiilk recursos que consume y la

alarma social que genera (1-11).

En Venezuela, en las ultimas décadas se ha obsenracumento del
namero de casos que se diagnostican diariamentaledde nueve pacientes
aproximadamente la mitad fallece por la enfermedagesar de los adelantos
técnicos y las campafas para la deteccion temml@ara neoplasia, la situaciéon
del diagnéstico se presenta de forma inversa abkergado en otros paises.
Alrededor del 70% de los casos al momento del distigo se clasifican superior
al estadio Ill. Sin embargo, la evolucién de lasi@ates con un estadio inferior e
idénticas caracteristicas clinicas e histologiaasiampre es la mas favorable en
todas, lo que sumado a un desenlace desafortumaldoneayoria con un estadio
clinico superior (1-7), sostienen la necesidad maliagnéstico mas completo e
informacion mas cercana al comportamiento biologieo la enfermedad en

nuestras pacientes.

La valoracion estandar de un paciente con la nsiagplancluye la
evaluacion del estadio clinico o TNM (tamafio turhaagectacion ganglionar y a
distancia), la evaluacién histopatoldgica (tipdytguo, grado histolégico, nimero
de ganglios infiltrados, émbolos linfaticos y heit@g entre otros) y desde hace
mas de dos décadas, la inmunohistoquimica que catasnte incluye la

determinacion de los receptores hormonales (estodg@rogesterona) y el Her-2



(12,13). En conjunto ciertamente las anterioresahgentas permiten diferenciar
y agrupar a los pacientes de acuerdo a las pradedeéls de respuesta a la

terapéutica, recidiva y sobrevida (13-14).

De una paciente a otra, el curso clinico del carogn de mama infiltrante
es muy heterogéneo, en relacion a las alteraciguesimplican su origen,

desarrollo y la gran diversidad geno y fenotipita17).

Para predecir el curso clinico de la enfermedddratamental conocer los
elementos del tumor que implican la capacidad podéncial de invasion del
mismo, como las caracteristicas morfoldgicas, ioks y aquellas de caracter
clinico, en relacion a factores pronosticos y tambpredictivos para cada

paciente (14-16,18,19).

Al respecto las clasificaciones clinicas, patolagiy sus modificaciones,
ya no son suficientes para tratar de predecir \liGpsu comportamiento e
independientementdel modelo predictivo utilizado existe una graniafaitidad
en la evolucion de la enfermedad que escapa daplaximaciones hechas a la

fecha. (14,20-25).

En tal sentido son numerosos los trabajos que sedeaarrollado y
publicado en la ultima década, aceptandose de dweera literatura, que los

cursos clinicos variados de pacientes con tumasgésidgicamente idénticos, son



el resultado de diferencias moleculares, basadds eiversidad del patron de
expresion geénica, por lo cual el analisis molecalana informacion no solo de

caracter pronaostico (23,26-32).

A propésito, las investigaciones iniciales sobredauencia y organizacion
del genoma humano con métodos de alto rendimiéfigh{throughput Analysis)
o técnica de microarrays para el analisis masivondiiples moléculas de ADN,
ARN o proteinas como marcadores genéticos, perotieentificar perfiles de
expresion de esta neoplasia, proporcionando lagsbaara un sistema de
clasificacibn molecular basado en un agrupamieatarguico de clases para
mejorar no solo su taxonomia, sino también la cesipn de los diferentes

resultados clinicos (31,33-35).

Por los hallazgos gendémicos y la convergencia desdalinicos en
pacientes con carcinoma de mama, se considerarhdiaeque ésta neoplasia es
una familia de enfermedades y aunque no esta plare@uantos miembros esta
conformada, se conocen al menos: el tipo lumiredah el Her-2 positivo y se ha
mencionado el parecido a la mama normal, el cuad@ no aceptado por todos
se considera podria representar solamente unasexiedel perfil de expresion

entre el Her-2 positivo y el tipo basal (27,28,32,3

Sobre la distincion de clases o subtipos del cancen de mama, otras

investigaciones posteriores con técnicas de miagary analisis de expresion



proteica por inmunohistoquimica han contribuidolign en su caracterizacion y
clasificacion, definiendo incluso las subclasesn@tuminal A expresan el RE y
RP positivoluminal B expresan RE o RP positivo con independencia detajea
de Her-2Her-2 positivo, RE y RP negativos y Her-2 positivo ylesal queno

expresa ni receptores hormonales (RE, RP) ni H&B30,34-36).

Por estudios de inmunohistoquimica algunas clasekcuoiares han
demostrado la expresion de otros marcadores coratiuas o citoqueratinas
(Ck) de alto o bajo peso molecular y la proteingd, mbservandose en particular
que la expresion de Ck7, Ck8, Ck17 y Ck18 se hantificado en los carcinomas
de mamduminales, los cuales tienen una mejor evolucién y las Ck3,Ck14
y p63 en lodasales los cuales son mas agresivos y de peor pronpstiemtras
en el tipoHer-2 positivo no esta clara la expresion de Ck y como el amtez®

mas agresivo (33,36-38).

Los resultados de casi todos los estudios a lafsobre la clasificacion
molecular del carcinoma de mama estan realizadost@mica de microarrays
génica, que permiten el estudio de la expresidomurdgran niumero de genes,
basados en poblaciones con una estructura pob#cmtinta a la nuestra por las
mezclas raciales (30,31,34-39). Los estudios m@dig con técnica de
microarrays génica, representan un alto costo goanffaestructura requerida y
técnica misma. Los tissue microarrays, microardeysejidos o micromatrices de

tejido (TMAS) han probado ser una herramienta efi@ en diversos estudios.



Empleados para el analisis de la expresion protgics técnica de
inmunohistoquimica de varios marcadores moleculass diversos tejidos
tumorales como de mama, rifion o prostata, hanidérdauenos resultados para
conocer aun mas a los mismos, incluso para lafickEsibn molecular de algunos,
revelando con ello la diversidad proteica y gemétie los tumores de estudio

(30,40).

Si partimos de la diversidad genotipica como origenla variabilidad
tumoral del carcinoma de mama y su comportamiegitoeto en su estudio y
tratamiento se basa en la resolucion de la heteeddgd molecular (31,34-37,39-

48).

Basados en el significado de la expresion protelea marcadores
moleculares por método inmunohistoquimico, que e&gdas proteinas presentes
de las células tumorales y que indirectamente poopea informacion relativa de
las alteraciones para su produccion y los genels deoplasia. Se plantean la
siguiente interrogante: ¢Sera que la expresion moemmgtoquimica de los
marcadores moleculares Ck5, Ck6, Ck8, Ck18, EGRE ypCD10 en conjunto al
RE, RP, Her-2, Ki67, p53 y Bcl2 permitira idertdr caracteristicas que
distingan diferencias en los subtipos moleculassk&deoplasia en una poblacion

venezolana con cancer de mama?
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1.2 Objetivos de la investigacion

General

Establecer un perfil inmunohistoquimico del carowaode mama que

contribuya en la caracterizacion y el refinamied®la clasificacion molecular

partiendo del estudio de marcadores bioldégicos coneinte determinados

(estrégeno, progesterona, Her2, Ki-67, p53 y BglP@alizando citoqueratinas 5,

6, 8, y 18, p73, CD10 y EGFR, en una poblacion ¥Yelama con diagndstico de

carcinoma ductal infiltrante.

Especificos

Clasificar los tumores de mama de acuerdo a lospssbmoleculares
segun la expresiéon de los marcadores RE, RP, Her-2.

Evaluar la expresion de los marcadores Ki-67, pB8I de acuerdo a los
subtipos tipos moleculares del carcinoma de mama.

Establecer la expresion de Ck5, Ck6, Ck8, Ck18, g&@FR y CD10 de
acuerdo a los subtipos moleculares.

Relacionar la expresién del subtipo molecular y d¢asacteristicas de
interés clinico edad, estadio y grado histoldgico.

Relacionar la expresion del subtipo molecular yelalucion clinica

considerando la recidiva tumoral y la supervivemgbodoal.

Relacionar la expresion de los marcadores del paorela supervivencia

global de cada subtipo.
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1.3 Justificacion

El conocimiento reciente sobre el carcinoma de mdraapermito
identificar subgrupos tumorales con caracteristicagleculares y clinicas
particulares, como el desarrollo de nuevas herraasede prediccion de riesgo y

tratamiento de las pacientes afectadas en otiaglk (26,35-39-42).

Conocer el perfil de expresién genética en el narna de mama, ha
abierto la puerta a un nuevo mundo al acercarno& @ompresion del
comportamiento de la enfermedad, conocer el mismongestras pacientes
impone un reto, para entender en ellas la evolud@neoplasia, y planificar su
tratamiento de forma mas individual con base alirtuty la nuevas dianas
terapéuticas. El analisis molecular de los tumalesnama por microarrays de
expresion génica, aunque presenta una prometedoyacgion en su utilidad
clinica futura, en la actualidad su aplicacion cotabno es factible dada la
infraestructura que se requiere, la cual no seodsen ninguno de los centros de
salud en Venezuela. La infraestructura, ademéas @derhplejidad y el alto costo
de la técnica por el momento nos alejan de la poksitl de clasificar la neoplasia
en las mujeres afectadas. El estudio inmunohistaigai por el contrario, es un
método realmente mucho mas asequible y viable apianteriores para conocer
la caracterizacion molecular del carcinoma de mamnanuestras pacientes

enfermas. De hecho en la rutina actual para su jmaéee@péutico adecuado, se
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solicitan desde hace un tiempo marcadores molesulaormonales (RE, RP) y

Her-2.

Ahora, se plantea conocer por dicho método la ehet@cion de otros
biomarcadores moleculares que pueden identificaxpaesion de proteinas de las
células tumorales, que reflejan informacion coddi@ del ADN de sus genes,
empleando  micromatrices de tejidos que posibilitaal analisis
inmunohistoquimico simultaneo de varias muestrasotales lo que favorece
menor tiempo para el estudio y la maximizacion aenmluestra y reactivos.
Ciertamente lo anterior es de gran importancia y®@frece una alternativa real
que posibilita conocer el arreglo molecular deldumara concluir un diagnostico
mas completo e informacion mas cercana al compatdm biolégico de la
neoplasia que afecta a cada paciente. El pressnidio aborda el carcinoma de
mama desde una nueva tematica no explorada emrasi@sicientes que merece

ser valorada.

Alcances y productos

Agrupar a las pacientes con carcinoma de mama Boai6fu de las
caracteristicas tumorales del perfil de expresiitera de acuerdo a los tipos
moleculares y sus variantes posibles, como herrdaenge valor para un adecuado

diagnéstico en la practica estandar de su mangjg.camo también, con el panel
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de biomarcadores del estudio contribuir a compretal evolucion clinica de la

enfermedad en nuestras pacientes.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

Son numerosos los trabajos que se han publicade sbbarcinoma de mama en
estas Ultimas dos décadas. Se conocen aproposttwrefa prondsticos y predictivos,
como caracteristicas morfolégicas, receptores hoales y otros marcadores
moleculares, algunas alteraciones genéticas declgescia de su desarrollo y progresion
(15-18), y mas recientemente perfiles o patronesxgeesion genética que distinguen

subclases tumorales (24,26,28,31,33,34,36,37).

En relacién a ese ultimo aspecto, los primerogdastgue dieron a conocer que
los tumores de mama podian agruparse o subdividirsease al andlisis de expresion
genética, se publicaron iniciando la década deD 20 Perou, Sorlie y su grupo (27,28).
En dichos estudios inicialmente utilizando 1753 ggery en base a algoritmo de
agrupamiento jerarquico, se mostraron dos ramaipéales de grupos de tumores de
acuerdo a la expresidn genética del receptor dedgesto y grupos adicionales
secundarios en las ramas mas largas del agrupantdertdograma). Esos datos llevaron

a la clasificacion de cuatro subtipos moleculangs expresaban igualmente otros genes:
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subtipo luminal (estrogeno positivo, citoqueratin@&8 positivas), subtipo basal
(estrégeno negativo, amplificacion Her-2, citoqtiaes 5/17 positivas), subtipo Her-2
positivo (estrégeno negativo con amplificacion Hgry subtipo parecido a mama

normal.

Modificando la lista de genes empleados de formaiain Sorlie y sus
colaboradores, utilizando 476 genes denominadasitsgenes intrinsecos”, (Figura 1,2)
expusieron en su siguiente articulo publicado, sy adicionales en la categoria del
tipo luminal (luminal A, B, C) o en la rama izquilerdel agrupamiento jerarquico, como
también, la expresion de la mutacion del gen p53nenor porcentaje en los tumores
luminales que en los basales (26,27). Un terceudmstdel mismo grupo de
investigadores, con una version modificada del tiegenes intrinsecos”, utilizando en
este caso 534 genes, observo nuevamente a lopasubtisal, parecido a mama normal,

Her-2 y dos categorias de tipo luminal (28).

Estudios posteriores mostraron esas misma difegrd® gran magnitud en la
expresion génica entre los tumores receptor dégesto positivo (principalmente de tipo
luminal) y los tumores receptor de estrégeno negdpredominantemente de tipo basal)
confirmando la existencia de los subtipos moleeslaidentificados inicialmente

(28,34,41).

Otras investigaciones se han realizado con el gitppde definir apropiada y

suficientemente los subtipos moleculares, empleatédnicas distintas en tumores
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previamente clasificados por microarrays (31,38842-44). Bajo técnica de
inmunohistoquimica con el método de estreptavitiinéina-peroxidasa, se ha intentado
caracterizar en particular algunos de los subtgefgidos previamente con los andlisis
masivos de ADN de tejidos tumorales de mama (micags) en funcion del

comportamiento biolégico de cada uno (31,33,374)2-4
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Figura 1. Patron de expresion génica del carcinalea mama por andlisis de
agrupamiento jerarquico de 476 genes del “set deggmtrinsecos” por Sorlie. Proc Natl
Acad Sci USA (26).
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Uno de los trabajos que inicialmente incluy6 ambésnicas anteriores,
correlaciono los resultados del perfil molecularat@lisis por microarrays de ADN vy el
resultante por inmunohistoquimica con la intendi@ncaracterizar mejor tanto clinica
como inmunohistoquimicamente al subtipo basal aalith el significado de la expresion.
De 2475 muestras de tumores de mama provenientpadientes con estadio | a lll,
incluidos en un ensayo clinico, se seleccionardh@8 la disponibilidad del bloque de
parafina y se distribuyeron en grupos de acuergerdl molecular por el primer estudio
de Sorlie y colaboradores, se identificaron lostipab luminal A, B, basal, Her-2 y
parecido a mama normal. En el subtipo en partiénlastigado, no solo se demostré por
inmunohistoquimica altos niveles de expresiéon dequeratina 5, 6, 17, CD-117,
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGBFRa negatividad del receptor de
estrogeno y el Her-2, como los marcadores que elefel tumor y se correlacionaron
mejor con su perfil de expresion génica. Por oairdepen relacién a la clinica, ésta resultd
distinta a conocida en los tumores distinguidosipexpresion del receptor de estrégeno,
con peor pronostico y menor sobrevida muy similersatumores Her-2. Resultados que
coincidieron con otros estudios (23,27,28), valdtaaun mas el significado clinico de la
identificacion del cancer de mama del subtipo bas#h aplicabilidad en muestras

incluidas en parafina (33).

Otros se han publicado utilizando esos y distim@scadores moleculares por
dicha técnica (33,37,42-44). En un estudio de 46otes de mama ductal infiltrante
clasificados previamente por andlisis de microargdnico en 18 basales, 16 luminales y
12 Her-2, empleando tincion inmunohistoquimica pasamarcadores RE, Her-2, EGFR,
actina del musculo liso (SMAgitogqueratinas 5, 6, 8 y 18, p63, CD10 y vimentise,

observé que la expresion en los basales exhibim&slelel marcaje conocido y de



19

citoqueratinas 5 y 6, también inmunotincion sigrmifiva para EGFR y vimentina y
menos significativa para SMA, p63, citoqueratinal8, y CD10. Entretanto en los
luminales sin discriminar en sus categorias (A,CB, se observd que ademas de la
expresion conocida de estos habia marcaje sigiificgpara citoquertinas 8 y 18,

mientras en los Her-2 se aprecio menor expresi@@GiR y p63 (37).

Posteriormente, otro estudio con dicho método drimohistoquimica utilizando
en particular p-cadherina (P-CD), citoqueratingp63, Bcl2 y Ki67 en 118 muestras
tumorales de carcinoma de mama ductal infiltraméipmente separados en grupos de
acuerdo al perfil genético por técnica de microgemrdemostré que los tumores basales y
Her-2 podian ser definidos también por la inmunoesipn de marcadores como p63,
citoqueratina 5 y p-cadherina, aparte de una mtga de proliferaciéon (mayor nivel
expresion de Ki67), mientras que los luminales Astrason ademds de la expresion al

RE, la del marcador Bcl2 en mayor frecuencia qaduminal B (42).

Otras publicaciones dieron a conocer la asociaeidre el subtipo molecular, el
prondstico, sensibilidad y respuesta a la quimaptier, exponiendo diferencias entre las
clases moleculares (27,33,35,36,38). Las investigas iniciales de Sorlie y sus
colaboradores, como de otros grupos posteriorgaisexon la distincion del perfil
genético y sus implicaciones clinicas, donde losotes basales y Her-2 presentaban
peor pronostico que los otros subtipos (27,35¢ulal de acuerdo a otras investigaciones
sucesivas, estaria relacionado a la fuerte asoOnia@ntre las clases definidas y las
variables histopatolégicas clasicas. Asi en un déstde 82 muestras tumorales

estratificadas en subtipos moleculares por el Ipgeénético, se demostré6 que los
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luminales eran de grado histolégico bajo o inteimeds decir tumores mejor
diferenciados y que los basales eran de alto grestiolégico o peor diferenciados, como
los primeros de mejor evolucion que los ultimos)(3binque de menor sensibilidad a la

quimioterapia que los basales (36).

En otra serie de 194 muestras de carcinoma de rdaatal infiltrante, esta vez
clasificados por inmunohistoquimica como luminalBA,C, basal y Her-2 se estudio la
asociacion con variables clinicas, histopatologieasmunohistoquimicas. En ésta se
destaco6 también la relacién entre los grupos hastdr-2 con formas histolégicas peor
diferenciadas (62% y el 60%, respectivamente) gataristicas clinicas asociadas de mal
prondstico como del grupo luminal A con tumoreskdderenciados y mejor prondstico,
ademas de una expresion mayor de Ki67 y p53 erruglogbasal y Her-2 (55,5%)

respecto a los otros grupos (43).

En relacion a la prediccion de la respuesta a lmigterapia, hay ejemplos de
investigaciones exitosas en este sentido. Un mquteldictor de prondstico se desarrollo
en base a 70 genes en 78 canceres de mama, se@eosieen dos grupos iguales, con o
sin recaida tumoral en 5 afios (23). Este preditdbprondstico general, funcioné bien en
la validacion con casos independientes (45,46)0investigadores tomaron una
aproximaciéon diferente e identificaron genes querdo asociados con la recaida,
separadamente para los subgrupos de pacientesoredegstrogeno negativo y positivo.
Los marcadores que fueron seleccionados para caga gueron entonces combinados
para formar una sefal pronostica de 76 genes ¢4d)dl también funcioné cuando fue

probado en 180 casos independientes (48).
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Varios analisis evaluaron la relacion entre sulstipmleculares del cancer de
mama, estado hormonal, raza y supervivencia (19R9Jno de ellos con 496 muestras
tumorales de mujeres menores y mayores a 50 afcdal#®, afroamericanas y no
afroamericanas clasificados de acuerdo a la expredel perfil por microarreglos de
ADN y por inmunohistoquimica; demostré que los toesduminales exhiban positividad
para el receptor de estrogeno o progesterona ddi@redose en la expresion del Her-2, el
cual es positivo en el subtipo B, entretanto lasales no expresan receptor de estrégeno,
progesterona ni Her-2 pero si citoqueratinas 5,B5¢R y p53, ademés de exhibir un
alto indice mitético. Igualmente sefalaron queuditipo basal es mas frecuente en las
mujeres afroamericanas pre-menopausicas que erpdsismenopausicas, como el
luminal en las no afroamericanas de cualquier edaliferencia del Her- 2 que no varia

con el estatus hormonal o la raza.

Uno de los trabajos mas reciente acerca de éstifiacdaion molecular del cancer
de mama se publico en el afio 2009 (49). En ést® pacientes con carcinoma ductal
infiltrante y un seguimiento de 5 afios aplicandolésificacion simplificada de Carey y
colaboradores (32) a las muestras tumorales denissios, se observo la asociacion
significativa de la sobrevida libre de enfermedadoprevida global con el subtipo
molecular, lo que otorgd como otros estudios (384895,47) significado clinico al
patron biolégico de cada uno y la utilidad de diclesificacion para la prediccion del

prondstico (47-49).

Es evidente que con las nuevas tecnologias eslgagib otros estudios en el
futuro logren definir nuevos agrupamientos y mejole clasificacion molecular de la

neoplasia (50).
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2.2 BASES TEORICAS

2.1 Definicién de carcinoma de mama

El carcinoma de mama representa una proliferaciatigna de las células

epiteliales que revisten los conductos o lobuliffeamarios.

2.2 Epidemiologia

El carcinoma de mama es el tumor maligno mas fréeude la poblacion
femenina a nivel mundial. De 6 millones de tumaredignos que se diagnosticaron en
las mujeres en el aflo 2007, el carcinoma de mamabisé en primer lugar con 1,3
millones, 27% de ellos en paises desarrollados % ¥ paises en desarrollo. El
incremento del nimero de casos nuevos entre el Y@0B7 en los paises desarrollados

fue dos veces mayor que el observado en los paisgssarrollo (8,9,51,52).

En un recorrido por los paises industrializadosa de cada nueve mujeres
desarrolla esta neoplasia a lo largo de su vida yeicera parte de ellas, muere a
consecuencia de ésta. En Esparia la incidenciaad@homa de mama varia entre 40y 75
por 100.000 mujeres, segun datos obtenidos podiktintos registros espafioles de
cancer de base poblacional. En lo que respecta task de mortalidad, en dicho

pais, se ha detectado una fluctuacion entre 26,7G#000 mujeres a 22 por 100.000 en
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las ultimas dos décadas. Sin embargo en el afio @8@8se situa en 28 por 100.000

mujeres lo que revela una tendencia al incremezgarslos registros publicados (3,4,9).

De acuerdo con la Sociedad Americana de Cancércidencia en los Estados
Unidos, ha experimentado un incremento del 2% adeatle 1980, estimandose que
alrededor del 3,5% de sus mujeres moriran de dicliermedad en los proximos afos

(10,53).

Cifras recientes muestran que la mortalidad poa ésoplasia en paises del
Caribe Ingles y el Cono Sur es la mas alta de batirérica y del Caribe, en contraste
con la que se registra en Centroamérica. Sin embaggios estudios confirman que la
mortalidad en la mayoria de los paises latinoameos va en aumento en particular en
los paises que hace unos afios contaban con madtat&lativamente baja, como

Colombia, Costa Rica, Ecuador, México y Venezuelal(,52).

En México segun datos del registro histopatologleoneoplasias y el sistema
nacional de informacién en salud, su incrementdasnestadisticas de morbilidad y

mortalidad es cada vez mas parecido al de lospdé&erimer mundo (8,51-54).

Asi mismo desde el 2001 al 2006 en Colombia, égpaesentaba la segunda
neoplasia maligna mas frecuente en mujeres, desfmiésarcinoma de cuello uterino;

siendo ademas, la mayor causa de muerte en mejaresios 15 a 54 afios, mientras que
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en Chile paso de ser la tercera causa de muentejnaotasa de 13 por 100.000 mujeres
para el 2001, a la segunda causa con una tasacsugeR5 por 100.000 mujeres para el

afio 2006 (9,11,52,55-60).

En Venezuela en las ultimas décadas, diariamenta pablacion femenina, se
diagnostican nuevos casos de carcinoma de mamalge daproximadamente la mitad
fallece por la enfermedad, engrosando las estealistie morbi-mortalidad. Asi tenemos
que durante el periodo 1998 al 2000, segun dagp®nibles del Ministerio de Salud y
Desarrollo Social, ésta neoplasia representabaelpunsla causa de muerte por
enfermedad maligna en las mujeres, con una tasaod@lidad de 11 por 100.000. A
partir del afio 2001 al 2003, la tasa de mortaliglguerimenté un aumento significativo
de 14 por 100.000 mujeres y en los siguientes &g} y 2005, segun la misma fuente
la situacién se modificé de forma notable, pasamdoupar la primera causa de muerte,

desplazando a un segundo lugar al carcinoma de auetino desde ese afio.

Al revisar los registros disponibles de las fuergetorizadas, se puede apreciar
un aumento del ndmero de casos nuevos y defuncjpmessta patologia. En el afio
2005, se registraron 3408 casos y 1.441 defuncgioeeganto en el 2007, se totalizaron
3549 casos y 1.465 defunciones y en el afio 20003 4uevos casos y 1.723

defunciones (5,60,61,62).

Si lo anterior es preocupante, lo es aun mas gu&03é de los casos que se

diagnostican en nuestro pais a diferencia de lmquee en otros desarrollados se realiza
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en estadios localmente avanzados (estadios 1B yillIB, 11IC) y metastasicos (IV) (3-

5,63).

2.3 GENERALIDADES DE GLANDULA MAMARIA

2.3.1 Embriologia

Hacia la cuarta semana de la gestacion, la primaradfestacion de las glandulas
mamarias se observa en forma de una invaginacidularo a lo largo de un
engrosamiento a manera de banda en la epidermisefamamaria o pliegue mamario.
En el embrion de siete semanas, ésta linea sed@xteeambos lados del cuerpo, desde la
base de la extremidad superior (axila) hasta l@mede la extremidad inferior (ingle).
Aun cuando la parte principal de la linea mamagsag@arece poco después de formarse,
persiste un pequefio segmento en la region torgciease introduce en el mesodermo
subyacente. En este sitio se forman 15 a 20 briwesguales a su vez dan origen a
pequefias evaginaciones macizas. Al final de la vittauterina los brotes epiteliales se
canalizan y forman los conductos galactoforos, traesn que las evaginaciones

constituyen los conductos de menor calibre y lesabs de la glandula (64).

En un principio los conductos galactéforos desemboen un pequefio
hundimiento epitelial, poco después del nacimigddgte hundimiento se convierte en

pezon por proliferacion del mesodermo subyacemt&t.
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2.3.2 Anatomia

La mama descansa sobre el masculo pectoral magendéndose verticalmente
desde el nivel de la segunda a la sexta o séptistdla y en sentido horizontal desde el
borde lateral del esternon hasta la linea anterimedia de la axila. A nivel del extremo
anterior mas distal del torax, a la altura deléesspacio intercostal, la piel se especializa

para formar la areola y el pezon (64,65).

Cada mama se ubica dentro de la aponeurosis stigede la pared toréacica
anterior, por lo que la superficie anterior de landula esti limitada por la capa
superficial y la superficie posterior por la capafpnda de dicha aponeurosis, a través de
la cual descansa sobre la aponeurosis profundaeyigte el misculo pectoral mayor,
serrato anterior, y oblicuo externo del abdomerm ydrte superior de la vaina de los
rectos (aponeurosis profunda de la pared tordcigajre la capa profunda de la
aponeurosis superficial y la aponeurosis del pattoayor y los madsculos contiguos se
encuentra la bolsa retromamaria la cual contricawy@ movilidad de la mama sobre la
pared torécica. La cola de la mama o cola de Speraextiende en el interior del pliegue
axilar anterior (65). Bandas fibrosas de tejido emivo (ligamento de Cooper) se
extienden entre el tejido parenquimatoso de ladylindesde la capa profunda de la
aponeurosis superficial a la dermis de la piel quere la mama brindando sostén y
movilidad. La glandula mamaria recibe su irrigackamguinea de ramas perforantes de la
arteria mamaria interna (torécica interna), ramadadarteria axilar como las toracicas

(tor4cicas altas y laterales) y el tronco toracoadal (64,65).
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El drenaje venoso es realizado principalmente @eeha axilar, aunque también

pueden participar las venas toracica interna ecostales.

Los linfaticos tienen su origen en redes cutangksdular y en los linfaticos de los
conductos galactoforos. La inervacion es dadagmordmas anteriores y laterales de los
cinco nervios intercostales correspondientes, dptaglavicular y del plexo cervical
superficial. El pezén es inervado por la distriBncdermatomica del nervio toracico T4

(64,65).

2.3.3 Histologia

La mama en el ser humano, es una glandula exo@inda cual existe tejido
epitelial, conjuntivo y adiposo. En la mujer aduliata se encuentra constituida por 15 a
20 I6bulos de tejido glandular de tipo tubuloaleedkistema independiente de conductos

muy ramificados).

En cada I6ébulo mamario se pueden diferenciar lgsiesites estructuras:
conducto galactéforo, conducto segmentario, comdustibsegmentario, conducto
terminal y acinos (Figura 3) (64). El tejido epaéksta formando los acinos glandulares,
donde se encuentran las células productoras de lgclos ductos o conductos, un
conjunto de estructuras tubulares y huecas, cwy@es Iconfluyen progresivamente en
canaliculos progresivamente mas gruesos hastantarmin uno de las doce a dieciocho

dilaciones excretoras denominadas conductos g&teosd o lactiferos situados
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inmediatamente detras del pezon. Cerca de su desadira los senos lactiferos estan

revestidos por un epitelio escamoso estratificarlquerantinizado (64,65).

El revestimiento epitelial de los conductos mansafoincipales es columnar
pseudoestratificado y muestra una transicion gildtasia que se convierte en un epitelio
de dos capas de células cubicas en seno galact@fsacélulas mioepiteliales (células
aplanadas) se localizan dentro del epitelio y esti células y las de la lamina basal.
Estas células que contienen miofilamentos se eteuedispuestas en forma similar a
una malla en la porcién secretora de la glandula p&s claramente en los conductos de

mayor calibre.

La lamina o membrana basal constituida por un congiado de fibras
colagenas y elasticas en proporcion diferente, res aapa de sostén sobre la cual
descansan las células parenquimatosas de las értdbuloalveolares, asi como las
epiteliales y mioepiteliales siguiendo a los cards (64,65). Los lobulillos estan
incluidos en un estroma laxo, delicado, mixomatqae contiene linfocitos dispersos
(tejido conectivo intralobulillar), y cada uno desllobulillos esta incluido en un estroma

interlobulillar méas denso, coldgenoso y fibros@(Fa 3).

Desde la semana 28 del desarrollo embrionariopitdl® de la mama humana
normal estdq formado por dos capas de células, apa interna o luminal y una capa
externa, junto a la membrana basal, denominadalzessd (Figura 3). Esta capa basal es

morfolégicamente heterogénea en cuanto a que lataséueden ser fusiformes o
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cuboidales, dependiendo de su localizacién en taiatsra ramificada de los ductos
mamarios y del estado hormonal o menopausico deloteEstas células pueden
distinguirse de las células basales del epitelcam@sso estratificado porque presentan
caracteristicas de células musculares lisas, ianllty expresion de actina de musculo
liso (SMA), miosina y endopeptidasa neutral (CDE)término de célula mioepitelial se
impuso para describir células con caracteristieasotepiteliales como con proteinas

contractiles (66,67).

Ducto colector
Seno lactifero

Ductos
Ducto segrment arjo|grande

Ducto
subsegmentario

Figura 3. Esquema del componente epitelial de lenananodificado por KorsCking.
Anticancer Res 2001 (77).
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2.4 CLASIFICACION DEL CARCINOMA DE MAMA

Dentro de la patologia mamaria en general y daimama de mama en
particular existen dos tipos de clasificacion gsiéngprescindible conocer: una es
la clasificacion clinica en base al TNM clinico § btra es la clasificacion
patolégica de los tumores (histopatolégica) (14,24)

2.4.1 Clasificacion clinica

La clasificacion clinica del carcinoma de mama sedamenta en el
sistema TNM clinico, el cual se basa en la evafuradiel tumor primario y los
sitios de diseminacion frecuente de la neoplasaadlips linfaticos regionales y

organos como pulmoén, higado y hueso) (14,24).

Cada letra del sistema de clasificacion tiene gnifstado, asi la letrd
acompafada de un namero entre 0 y 4 indica el atumfioral y la extension a la
pared toracica incluso su piel. Al aumentar el mamenayor es el tamafo del
tumor y/o extension a tejidos circundantes. Laalstracompafiada de un numero
de 0 a 3 indica si el tumor se ha extendido a gamdhfaticos regionales. La
letraM acompafiada de un niumero de 0 a 1 indica si elrtsmba extendido a
organos distantes. Valorada asi las caracteristeaarcinoma de mama se
establece el estadio clinico o extension de larmwe@gad al momento del

diagndstico, el cual comprende desde el estadid\0(@abla 1) (14,68).
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Estadio Q Indica que el tumor no es infiltrante (intraddickabular in situ,
Enfermedad de Paget del Pezén), por o que no imabe#astasis ni regionales ni

a distancia.

Estadio I: Indica que el tumor es menor de 2 cm (T1) y nprhatastasis

en ganglios linfaticos regionales ni a distancia.

Estadio Il: Comprende dos situaciones que dan lugar a la\gsideh del
estadio, asi observamos: 1. El tumor que mide merigsal a 2 cm (T0-1) pero
los ganglios linfaticos de la axila estan afecta@ils) o el tumor que mide entre 2
y 5 cm (T2) y no tiene extension regionalmente (M®ual corresponde al llA.
2. El tumor que mide entre 2 y 5 cm (T2) y presext@nsion regional (N1) y el
tumor que mide mas de 5 cm (T3) pero los gangiidaticos axilares no estan

afectados (NO), lo que corresponde al IIB.

Estadio Ill: comprende varias formas que dan lugar a la diviglel
estadio, asi observamos: 1. El tumor mide meno$ dan (T0-2) y se ha
diseminado a los ganglios linfaticos axilares, doales estan unidos entre si 0 a
otras estructuras (N2) o el tumor que mide mas adenx(T3) y los ganglios
linfaticos axilares estan afectados (N1-2), lo qagesponde al IlIA. 2. EIl tumor
que se ha extendido a otros tejidos cerca de laam@gmel, pared toracica,

incluyendo costillas y musculos del térax) (T4)uede o no presentar extension a
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ganglios linfaticos regionales (NO-2), lo que reserga el I1IB. 3. El tumor que
puede tener cualquier tamafo (cualquier T) peroasdiseminado a los ganglios
linfaticos infraclaviculares homolaterales o de dadena mamaria interna o

supraclaviculares homolaterales, correspondienttCal

Estadio IV: Indica que el tumor se ha extendido a distanciaek
organismo. Las zonas donde aparece con mayor freieua metastasis es en los
huesos, pulmones, higado o cerebro. También pueseler que el tumor haya

afectado localmente a la piel.

El sistema de clasificacion TNM ha sufrido reitermdmodificaciones
dirigidas a una mas completa y significativa esizatiion de los pacientes. La
version vigente desde el afio 2003 y propuestagdmerican Joint Committe
(AJCC) ha introducido cambios en razon de las muédenicas diagnodsticas de
mamografia (alta resolucion y digital), ganglio ttesla, de biologia molecular
(PCR) e inmunohistoquimica utilizadas para valetaamario tumoral y el estado

ganglionar.

La nueva version del TNM tiene la ventaja de cquesler exactamente
con la edicion actual del sistema de gradacioradeternational Union Against
Cancer (UICC) (Tabla 1), lo cual resulta muy pi@etpara el intercambio de

informacion entre centro oncolégicos (14,67).
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Los principales cambios introducidos con la dltinmaodificacion

consisten:

En la separacion de las micrometastasis y cétutasrales aisladas en base al

tamano y evidencia histolégica de actividad malignha

El uso de la diseccion del ganglio centinela yétmicas inmunohistoquimicas y

moleculares.

La clasificacion del estado ganglionar de acueddalanero de ganglios con
metastasis, identificados con hematoxilina eosin&E)( o con

inmunohistoquimica.

La reclasificacion de las metastasis en los gasiglola mamaria interna basados
en el método de deteccidn y ante la presencia enaizgsde afectacion de los
axilares. La met4stasis microscépica hallada caédiaica del ganglio centinela
se clasifica como N1. Si la metastasis se detectairpagen (excepto por
linfocintigrafia) o examen fisico como N2. Si haglemmas presencia de
metasatasis axilares es N3.

» La metastasis supra e infraclaviculares clasifmamo N3.



Cuadro 1. Agrupamiento por estadio del carcinoma denama
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AJCC 1997-2002 UICC 2002
Estadio O Tis, NO, MO Estadio O
Estadio | T1, NO, MO Estadio |
Estadio 1A T0, N1, MO Estadio IIA
T1, N1, MO
T2, NO, MO
EstadiollIB T2, N1, MO Estadio IIB
T3, NO, MO
Estadio IlIA  TO, N2, MO Estadio IlIA
T1, N2, MO
T2, N2, MO
T3, N1, MO
T3, N2, MO
Estadio IlIB T4, NO, MO Estadio 11IB
T4, N1, MO
T4, N2, MO
Cualquier T, N3, MO Estadio IlIC
Estadio IV Cualquier T, cualquier N, M1 EstadiolV

American Joint Committe (AJCC) e International Umid\gainst Cancer (UICC),
International Union Against Cancer (UICC). GonzalRev Esp Patologia 2004(67).

2.4.2 Clasificacion patolégica

Se basa en el origen de la neoplasia, distinguidndmres epiteliales,

mioepiteliales, mesenquimales, fibroepiteliales] gezon, linfoma maligno,
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metastaticos y de la mama masculina. Los mas fnéesieson los de origen

epitelial (carcinomas), los cuales se dividen diftiantes y no infiltrantes (24).

* No infiltrantes: Carcinoma intraductal y carcinoma lobular in situ.

« Infiltrantes: Carcinoma ductal infiltrante sin otra especificagi@arcinoma
lobular infiltrante, carcinoma tubular, carcinomaibiforme, carcinoma
medular, carcinomas con abundante mucina, carcimongroendocrinos,

carcinoma papilar infiltrante y otros 11 subtiposnos frecuentes.

2.4.3 Clasificacion molecular

El cancer de mama se divide en dos grupos prirdfgesados en la presencia de
expresion genética del receptor de estrogeno @Eyal se ha observado como el mayor
factor discriminador del subtipo molecular. De adoea lo anterior y la expresion de
otros genes los diversos subtipos moleculares $eredcian, situacién también
observable con la combinacion de la expresion dpatron de marcadores moleculares
por inmunohistoquimica (24,26,28,31,33,34,36,388B- Asi se distinguieron los
tumores receptor de estrogeno positivo (RE +),cqueprendieron los subtipos luminales
A, By C, este ultimo de estabilidad no muy clarbby tumores receptor de estrogeno
negativo (RE -), que incluye los subtipos Her-ZdbgTabla 2) y parecido a la mama
normal, caracterizado por expresar un gran nunderagyenes del epitelio mamario
normal, motivo que llevé a su eliminacion de lasifleacion molecular actual (26-29,34-

38).

Suptipo luminales: Tiene un patron que concuerda con el componeriteliap
de la glandula mamaria y expresan el receptor t®gemno (RE) o el receptor de

progesterona (RP) o ambos receptores hormonal#equeratinas 7, 8, 18 (Ck7, Ck8,
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Ck18), menos del 20% expresan p53 y pueden o nesxpHer-2. Diferenciandose en
A, B segun la expresion de los receptores hormengleel Her-2 de acuerdo
principalmente a los estudios de Perou, Sorlie,IsHie Livasy, Carey y sus

colaboradores (26-29,33,34,36-38,42,43,68).

Subtipo Her-2: No expresan receptores hormonales, pero si Haskcomo
otros genes localizados en el amplicon ERBB2 taic@l GBR7, ademas 40 a 80%
expresan mutacion del p53 de acuerdo a lo sefiglad®erou, Sorlie, Nielsen, Carey,

Livasy, Matos, Mufios y otros en sus trabajos (28283,37,42,68-70).

Subtipo basal: Tienen un patrén semejante al de las células émsala las
células mioepiteliales de la mama, expresan ericpkmt citoqueratinas 5, 6, 14 y 17
(CKk5, Ck6, Ckl14, Ck17), marcadores de proliferaci@ular como el Ki67, EGRF y
mutacion de p63 y p53, pero no expresan receplmngsonales ni Her-2, es decir, son
triple negativos en relacion a los estudios de ¥ aviatos, Jorge, Mufioz y otros (31,42-

44).

En el analisis solo por técnica inmunagsimica, se han admitido los

subtipos  moleculares: Luminal A y Bler-2 y Triple negativo (TN), que
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se ha subdividido en basal (TNB) y no basal (TNrB),acuerdo a la expresion de

marcadores caracteristicos de células basales leo@tts Ck6, p63, EGFR y otros.

Cuadro 2. Clasificacion molecular del carcinoma denama por diversos estudios

Analisis por expresion génica e inmunohistoquimica

RE(+) Luminal A:

Luminal B:

RE(-) Her-2:

Basal:

RE(+) RP(+) Her-2(3)

RE(+) RP(+) Her-2(-) Ck8(+) Ck18(%)

RE o RP(+) Her-2(+)

RE o RP(+) Her-2(-) Ck8(+) Ck18(%)

RE(+) RP(+) Her(#

RE(-) RP(-) Her-2(+)

RE(-) RP(-) Her-2(+) EGRF(%)

RE (-) RP(-) Her-2(+)

RE(-) RP(-) Her-2(-) Ck5(+) Ck6(+) p53¢+)

RE(-) RP(-) Her-2 (-) Ck5(+) Ck6(*+)Ck14

RE(-) RP(-) Her-2 (-) Ck5(+) Ck6(+) EGRF(+) CD103+
RE(-) RP(-) Her(-) EGRF ()

RE(-) RP(-) Her-2(-) C5(+) Ck6(+) p63(+) EGRF (+pC17
RE (-) RP(-) Her-2(-) p53 (+) EGFR&)

Andlisis por expression inmunohistoquimica

RE(+) Luminal A:

Luminal B:

RE(-) Her-2:

Triple negativo:

RE(+) RP(+) Her-2(3)

RE o RP(+) Her-2(#)

RE(+) RP(+) Her(#)

RE(-) RP(-) Her-2(+)

No basal: RE(-) RP(-) Her-2{t3°

Basal: RE(-) RP(-) Her-2(-) CK5(+) Ck6(+) p63(+) ER(+)"**"

Definicion de la clasificacion molecular del camima de mama de acuerdo a distintos
estudios: 1-Nielsen y col 2004, 2- Livasy col 208&ifero y col 2008, 4-Carey y col
2006/2007, 5-Sorlie y col 2001/2003, 6-Gustersoncot 2005, 7-Jorge y col

2008.Creacion del autor.
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2.5 BASES MOLECULARES DEL CARCINOMA DE MAMA

2.5.1 Biologia molecular del carcinoma de mama

El carcinoma de mama considerado una enfermedad|ckugiere que su
origen, es resultado de la acumulacion de mutasi@eaticas o germinales,
como su desarrollo, probablemente, un proceso sei@liele multiples etapas que
se inicia con las alteraciones en el epitelio daidadad ductolobular normal,
pasando por los trastornos hiperplasicos y el manea intraductal hasta llegar al
carcinoma infiltrante (Figura 4). Se ha propuestae glas principales
anormalidades en la expresion de su perfil genétiasta ahora poco conocidas,
ocurren en la transicion de lo normal a premaligria progresion de lo maligno
no invasor a infiltrante (71-74). Es interesantbrayar que dichas alteraciones
implican, la secuencia, la progresion y la integgiidlel linaje celular por parte de
las células alteradas, las cuales sobreviven ydsptan al medio para su
desarrollo, cuyo resultado final es la perpetuatinoral, la invasion neoplasica

y finalmente, la capacidad de producir metasta@a} (

En su desarrollo, una de las primeras alteracianes ocurre, es la
respuesta anormal del receptor de estrogeno, emdhala modulacion puede
llevarse a cabo sin la union directa al ADN, culamido en la transcripcion de
proteinas esenciales (Figura 5) para la multiplicacelular (ciclina D1, c-fos, c-

jun, c-myc y c-myb), e inhibiendo la transcripcide otras con efecto contrario
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(p21°P"all n2 7Py TGF-b), resultando finalmente en un aumentcadeapacidad
de mitosis de la célula estimulada. Hallazgo deradet en cada una de las
lesiones precursoras, como también la expresiorablar del receptor y sus
isoformas, en relacién, probablemente, con una msswsibilidad y estabilidad
de los mismos receptores, alterados en las céhdaplasicas, producto de los
trastornos de la regulacion proteica intracelutamo de las mutaciones en los

genes encargados de su sintesis (72,73,75).

.'. 1. 'P\u'-ln, 3" L,'

o Akt 2
e ,"l‘ :'.*‘ 244 \"“'.'t i
S, ﬁf@%‘g% 5.

Cantirssma irnvasir

Acumulacion de cambios genéticos y epigéneticos

Eﬁtﬂ.ﬁnurmldgﬁﬁurﬁ de B Invasién de teiidos
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funcion de [as celulas normales)
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Figura 4. Origen y desarrollo del cancer de mamagen tomada de patogénesis
del carcinoma mamario. Van De Vijver. Rev Esp Pa88I9 (71).
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El receptor de progesterona que media los efectslad hormona
progesterona y desempefia un papel crucial en errdéds de la glandula
mamaria y la génesis del carcinoma, presenta uremtionsignificativo en la
progresion a la malignidad, predominantemente deofarmaa en el carcinoma
intraductal e infiltrante (76). Al mismo tiempo queurren las anteriores, se
producen otros diferentes trastornos en la respuesimal a la apoptosis, como
consecuencia del aumento del nimero de anormatidadenosémicas en los
genes inhibidores del ciclo celular y otros oncegerse ha evidenciado durante
el proceso evolutivo, la pérdida o ganancia de mna@teromosdémico en locus
especificos (pérdida de la heterogenicidad), lalifiogzion de ciclina D1, Her-2

y c-myc, asi como la inactivacion del gen p53 (7Z,3).

El resultado de esas alteraciones se han desarito €n la hiperplasia
ductal tipica, atipica y en el carcinoma intradijatamo mas tempranamente en
las células de apariencia normal, destacandoseersimargo, la rareza de la
amplificacion del gen c-myc en las lesiones intcagles a diferencia de lo

evidenciado en las infiltrantes (72).

En este proceso de interrelaciones, la mutacionp8aly su producto,
provoca la pérdida de la regulacién de la progrede ciclo celular, debido a la
incapacidad para reparar el ADN o inhibir la difei@cién celular o inducir la

apoptosis (77,79).
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Figura 5. Receptor de estrégeno. a. El complejonboea-receptor dimerizado
viaja al nacleo donde se une a los elementos geesta a hormonas regulando la
expresion de genes especificos, en particularoriet de transcripcion. b.
Mecanismo de transformacion y multiplicacion dedékilas del epitelio mamario
por activacion del RE por la hormona. Chen. J Raticer Inst 2000 (75).
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Por otra parte los genes p63 y p73 miembros dantdi& de genes p53 y
sus proteinas se han relacionado también al proeesaasico. El alto grado de
similitud de las proteinas p63 y p73 a regionedutivamente conservada de la
estructura de la proteina p53 sugiere que aquidlasn un papel importante y
potencialmente redundante en la regulacion de facdén ciclo celular y la
apoptosis. Las isoformas de las proteinas transaes del p73 y p63 (que
poseen el dominio transactivador N- terminal) maespropiedades similares al
p53 las cuales pueden ademas unirse a la secuwnciaion del ADN de este
altimo tras activar los genes promotores del mism@ntras las isoformas no
transactivadas (carentes del dominio transactivabtibr terminal) actdan
sobrepasando el arresto del ciclo celular propimaa multiplicacion de células

defectuosas (80-82).

La ciclina D1 interviene en la iniciacion del cidelular en la fase G1. La
amplificacion y su sobreexpresion relacionada témloon el p53 mutado, inhibe
igualmente la apoptosis, provocando en conjuntoefdicacion y division de

células genomicamente alteradas (77,79).

El Bcl2 y la relacion entre los miembros de su feninterviene también
en el control del ciclo celular, regulando la apgpg a través del predominio de
sus miembros antiapoptoéticos (bcl2, belxl) sobneetiqs de accién proapoptotica
(bax, bad, bclxs). La pérdida de la region reguladmgativa (Delta 32-68) entre

estos miembros, limita el efecto conjunto del pEREen la muerte de las células
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con dafo del ADN a favor de la funcién de estemdtly la supervivencia de las
clonas alteradas (83,84). EI méas tardio eventol élesarrollo del carcinoma de
mama, es la alteracion de la activacion que suifreceptor Her-2 (amplificacion
y/o sobreexpresion), la cual ocasiona una prot@imada que ofrece a las células
neoplasicas, el aumento en la capacidad de cratimmida adhesion, la
diferenciacion y la migracion celular, proporciodara oportunidad a las mismas
de alcanzar mayor volumen y de originar metastdsasexpresion de dicha
proteina se ha mostrado que tiene una mayor ind@aesn los carcinomas
intraductales tipo comedocarcinoma, en contrastelgs intraductales de bajo

grado o los carcinomas infiltrantes (lobulillar wcthl) (72,85).

Ademas se producen otras alteraciones en la activade varios
receptores del factor de crecimiento, como enadptr de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), el receptor de factor de cresmu parecido a la insulina
(IGFR) y el receptor de factor de crecimiento egtfiait vascular (VEGFR) (86).
La activacion del EGFR provoca proliferacion, défeciacion, adhesion celular y
proteccion frente a la apoptosis e igualmente serdiacionado con la
angiogénesis, la motilidad y migracion celular, gr panto con la capacidad

invasora tumoral. (87).

En el crecimiento y la adhesién celular, como emnrdsistencia a la
apoptosis, actua el factor de crecimiento pareaid® insulina-I (IGF-I), el cual

contribuye en sinergismo con los receptores horfesnal desarrollo y la
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perpetuacion de la neoplasia (72,88). Por su palrtéactor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) que regula la angiogéngsinfaangiogenesis induce
la expresion de proteinas proapoptoticas, evitaladaonuerte de las células
endoteliales de los vasos sanguineos inmadurogonmionado la posibilidad de
migracion, invasion y metastasis, ademas de aunumteolumen tumoral por
activacion de la via de la proteina p44/42 mitogetivaded kinase (MAPK)

(72,89,90).

Aunque se ha comprobado que las citoqueratinaaracttmo reguladores
de la fisiologia celular en las vias de sefalizaandracelular, la proteccion de la
apoptosis y la cicatrizacion su papel en la caggnesis de la mama no se conoce
todavia muy bien, lo que si se sabe es que intemieen el comportamiento
biologico tumoral (91). Finalmente, es interesasgéialar que estos y otros
elementos  moleculares, intervienen  constituyendo feratites  vias
interrelacionadas para la génesis, perpetuacicogresion y comportamiento

bioldgico del carcinoma de mama.

2.5.2 Receptores y proteinas. Marcadores moleculare

Receptor de estrogeno

El gen del receptor de estrogeno humano (RE) guim aomo un traductor de

sefal hormonal, se localiza en los cromosomas Z(fy|y 14 (14922-24) bajo las
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isoformas alfa d) y beta ) respectivamente (91-94). La isoforma alfa codifima
proteina de 65 kDa formada por 595 aminoacidosheta codifica dos, una de 55 kDa y
otra de 60 kDa de 485 y 530 aminoéacidos respectxten La isoformao se
expresa principalmente en la mama, Utero, hipo@ldnpofisis y ovario y laf3
principalmente en rifién, timo, pulmén, bazo, hifeot#o, hipdfisis, prostata, testiculo,
sistema digestivo, vejiga y ovario Ambas isoforrpasden ser coexpresadas en varios
tejidos y formar heterodimeros funcionales entlesglcomo presentar en total 45% de
homologia y la misma regionalizacion funcional, geblo 96% de homologia en el
dominio de union al ADN (DBD) y 56% en el dominie dnién a la hormona (HBD)
(95-97). La estructura funcional del receptor, stibmida por cuatro dominios
(transcripcional 1y 2, de union a ADN y de unidia @aormona), es la que permite unirse
al estrogeno y sufrir un cambio en su conformaegpacial que posibilita la formacion
de homodimeros (REa-Rea, Reb-Reb) o heterodim&Ba-REb). De esa manera el
complejo hormona-receptor se une de forma diretés aecuencias de ADN conocidos
como elementos de respuesta a estrogeno (EREJforrde indirecta a otros factores de

transcripcion (95-97).

La modulacién del receptor de estrogeno mediaddapoenion al ligando con el
ADN como sin la union directa a este (fosforilac&imduccion de terceros mensajeros),
resulta finalmente en un potente efecto sobre ngess de ADN y por ende en la

capacidad de mitosis de la célula estimulada (96-98
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Receptor de progesterona

El gen del receptor de progesterona humano (Rgakza en el cromosoma 11
(11g22-23), el cual codifica tres isoformas de gird denominadas alfa)( beta B) y
gamma Y), las cuales comparten una estructura similar mlroubicacion espacial
diferente dentro de la célula, donde la primer¢éadasoformas es nuclear y las otras dos
citoplasmaticas. La mayoria de las células puederpresar el receptor alfa y beta pero
en la mama se ha encontrado la particularidadaja#fd esta restringida a las células del

epitelio luminal y la beta a las mioepiteliales-(9¥8).

Los cambios que ocurren en el receptor de progesertras el complejo
formado hormona-receptor (receptor de progestepoogesterona) y mas por su unién al
ligando con el ADN modulan su funcién como factertthnscripcion que resulta en un
potente efecto sobre la sintesis de ADN y progresi@ ciclo celular (104,105). Sin
embargo la progresion del ciclo celular tambiéndguser mediada por la activacion de
kinasas citoplasméticas independientemente degldason directa de la transcripcion

mediada por la union con el ligando (103-105).

La expresion heterogénea de estos receptoresg@striprogesterona) como el
predominio de una o mas de las isoformas puedeassiada por mecanismos genéticos
completamente diferentes y su estado determinado mpé&todos bioquimicos o

inmunohistoquimicos (72,105,106).
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p53, familia de transcriptores relacionados y protmas

Sobre la base de homologias de secuencias de géges, p53 pertenece a una
familia de factores de transcripcion formada pamahos dos miembros adicionales, los

genes p73 y p63, de los cuales difiere en su ¢oaigtn, funciones y regulacion (80,81).

El gen p53, constituido por 11 exones, es un gewresor de tumores o
antioncogen que se localiza en el brazo cortorehasoma 17 (17p13.1) y sintetiza una

proteina del mismo nombre de 53 kDa (77,79,107).

El gen p53 no mutado sintetiza una pequefia cantiddd proteina p53 normal
(proteina salvaje), la cual incrementa su volumete agentes genotdxicos para actuar
como factor de transcripcion nuclear (77,79,1QW)iéndose al ADN para regular la
transcripcion de determinados genes, jugando ual mapel control del ciclo celular, a
través de la deteccidn de la célula en la fase3219 M, la iniciacion de la reparacion del
ADN o la activacion de la muerte celular por apsfoEsta respuesta se pierde ante el
gen inactivado por mutacion, el cual produce umtgpna defectuosa que ejerce un efecto
contrario provocando la multiplicacion de célul@n@micante alteradas y el crecimiento

tumoral (72,108).

La proteina p53 salvaje esta constituida por 39B@cidos con tres dominios

funcionales: un dominio amino-terminal (N-), im@ldo en la activacion transcripcional,



49

un dominio central que contiene la zona de uniGACAN especifica de secuencia y que

es la region méas conservada de la proteina y ehitmearboxilo-terminal (C-).

La vida media de la proteina salvaje es corta (6380), por lo cual no alcanza
niveles suficientemente elevados para ser detegtpbt el contrario, la proteina mutada
tiene una extensa vida media (4-12 horas) lo gumifesu identificacion. El gen p53 y
su proteina pueden estudiarse mediante técnicascutates o de inmunohistoquimica

(72,108).

El gen p73 esta constituido 14 exones y se locaizal cromosoma 1
(1p36.3) (80). Al igual que su homologo el gen pS3Xapaz de influir en el ciclo
celular y la apoptosis en varios tipos de celuas.embargo en contraste con el
p53, este gen tiene dos distintos promotores pacadificacion de dos isoformas
de la proteina con acciones opuestas, la TAp73fat#os pro-apoptoéticos y la
DeltaNp73 con accion anti-apoptotica por lo quprtgporcion entre ambas regula
la sensibilidad entre la muerte y la proliferaciéelular actuando como

antioncogen u oncogen segun domine una u otraX10p-

Se conoce que entre estas isoformas de la protaii&p73 presenta un
dominio N-terminal transactivador (TA) el cual estasente en la DeltaNp73.
Aunque no esta muy claro el mecanismo de contiferaticial de actividad y
estabilidad de las isoformas, se sabe que ambas esguladas por una serie

compleja de modificaciones post-traslacionales ootuyen ubiquintinacion,
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fosforilacion secuencial, prolil-isomerizacion,dantratacion en el cuerpo nuclear

de LMP (PML-NB) y la acetilacion (110-114).

La p73 se expresa en niveles bajos en todos lakdepormales y su
sobreexpresion no siempre debida a mutaciones atelsg ha observado en
diversas neoplasias (pulmon, estobmago, prostéta,rovario y mama), la cual se

puede determinar por técnicas moleculares o dariphistoquimica.

El gen p63 consta de 15 exones y se ubica en mlosmma 29 (29.3927).
Este gen codifica seis isoformas de proteina, ¢oes un dominio N-terminal
transactivador (TA) y tres isoformas dominantesatiggs fN) sin el dominio
TA N-terminal. En donde las isoformas N-p63 inhibéa activacion
transcripcional por p53 sobrepasando el arrestaidid celular y la apoptosis,
mientras las isoformas transactivadas tienen aesisimilares a la proteina p53

(114,115).

La proteina p63 se expresa principalmente endlagas de la capa basal
del epitelio escamoso estratificado y del epitel® transicion. EI marcaje se
observa intenso en el nucleo de las células badal&sepidermis, cuello uterino,
vagina, urotelio, mucosa bronquial, glandula prosady células mioepiteliales de

la mama (114,115).



Las secuencias de la proteina p73 y p63 divergeta daoteina p53
fundamentalmente en sus extremos carboxilo-teresnakin embargo las
isoformas proteicas tienen en comun el dominio fRtitgal transactivador y el
dominio central de unidn al ADN. Las sefiales icgadias en la activacion de p63
y p73 difieren de las implicadas en la activaciénp®3, aunque las dos ultimas
(p73 y p53) son reguladas negativamente por elugtoddel proto-oncogen
MDM2 (81,82,116). Rara vez se observa coexpredéinp53 y p63 lo que
sugiere que éste ultimo podria actuar como un arcaglirectamente mediante
inhibicion de aquel (82), lo que si se ha obseneslta expresion y aumento del
p73 durantea progresion maligna. La sobre expresion ademap7@e puede

activar los genes que normalmente responden a (#3332,114,115).

Bcl2
El gen bcl2 ubicado en el cromosoma 18 y documeneaduna variedad

de tejidos humanos es miembro de una familia deggenya funcién es regular la
apoptosis. El producto de estos genes puede teaesacion proapoptoética (bax,
bad, bclxs) o antiapoptotica (bcl2, belxl) medialddormacion de homodimeros
o heterodimeros, siendo la proporcion entre losereiftes miembros la
determinante del resultado final, sobrevida o neuedlular, en este sentido el
bcl2 confiere longevidad a las células en la faB€84,116-120). La oncoproteina
bcl2 codificada por este gen de 26 kDa, se locapmacipalmente en la

membrana externa de la mitocondria, aunque tangnéla membrana nuclear y

en el citosol a nivel del reticulo endoplasmicm.lida expresion de esta

51
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oncoproteina puede ser demostrada a través tabmiremunohistoquimica (116-

120).

Her-2

El Her-2 es un oncogen que se localiza en el blapo del cromosoma
17 (17q), el cual forma parte de la superfamilidagereceptores tirosin kinasa y
de la familia de los receptores del factor de oneamto epidérmico, designados de
Her-1 al Her-4 (121). En ésta familia, los receggorademas de recibir también
otras denominaciones (Her-1 o factor de crecimiepidérmico (EGFR), Her-2 o
CerB2 o ErbB2 o Her-2/neu, Her-3 o ErbB3 y Her#rbB4) comparten algunas
caracteristicas en la estructura molecular de soigipas, conformada por tres

dominios (extracelular, transmembrana e intracel(122).

La unién de los diferentes ligandos al dominio agtular en estos
receptores induce la homodimerizacion o heterodmaeion de los mismos,
iniciando una serie de sefiales en cascada qugenflen muchos aspectos de la
biologia de la célula tumoral, incluyendo la prlécion, apoptosis, adhesion,
migracion y diferenciacion de la misma (121). Ladundel ligando con el
homodimero o heterodimero, del receptor Her-2, ltasen la activacion de la
tirosin-kinasa con la consecuente activacion detiphé$ vias intracelulares que
incluyen la mitogen-activated protein kinase (MABKAKT/P13K que resulta en
un incremento de la proliferaciéon celular, resisiera la apoptosis y aumento de

la angiogenesis (121-124). La amplificacion del Igen desencadena una
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produccion excesiva o sobreexpresion de su protanamembrana de 185 kDa
(oncoproteina p185 Her-2) (125,126) la cual pueele determinada mediante
técnicas de inmunohistoquimica, mientras que laifiogzion génica requiere de

técnicas de patologia molecular (127-129).

EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmic@fR) humano es un
proto-oncogen que se localiza en el brazo largo alemosoma 7 (7pl2)
(87,129,130) el cual codifica una glicoproteinansraembrana de 170 kDa,
homologa a otros miembros de la familia de recegtdel factor de crecimiento.
La proteina codificada estd compuesta por tres momi uno extracelular de
unién al ligando y responsable de dimerizacion ynleiacion de sefiales, uno
transmembrana lipofilico y uno intracelular o clagmatico con actividad
tirosinkinasa, que interviene en la activacion dechscada de sefalizacion

involucrada en proliferacion, division y diferendi@n celular.

Este receptor al igual que los otros receptoretadriperfamilia tirosin
kinasa, traduce sefales tanto del exterior comitiior de la célula implicados
en el crecimiento, la diferenciacion, la prolifaéacy supervivencia de las células

(129-132).

El EGFR tiene la propiedad unica de unirse a sgandlos, incluyendo

entre otros, al factor de crecimiento epidérmicGFKIEy al factor de crecimiento
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tumoral alfa (TGE). La activacion del receptor formara homo o heteneros
con otra molécula de EGRF u otros miembros de suiliga con el Her-2

(preferencialmente), Her-3 o Her-4.

La alteracion en su fisiologia: expresion aberraptéos eventos de
sefalizacion que esta sobreexpresién produce induce desarrollo celular
equivocado y una proliferacion no restringida quede llevar a la génesis y/o
progresion de varios tipos de tumores humanosuyeado pulmén, ovario,

cerebro, pancreas, préstata y mama.

La actividad amplificada del EGRF eventualmenteedeadenara los
mecanismos que incrementan la proliferacion celutar controlada. En
consecuencia, las células que sobreexpresan el EGR&Restran una activacion
anomala pueden tener una apoptosis reducida, as0 ama capacidad de
metastasis y angiogénesis aumentada (87,129-182Xolreexpresion del EGFR

esta presente en carcinomas de mama con mal pan(is?2).

Este receptor se encuentra distribuido en vapmstile células incluyendo
las de linaje epitelial y mesenquimal (87) y suregjn puede ser determinada

por técnica inmunohistoquimica.
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Citoqueratinas

Se conocen alrededor de 37 genes implicados enxpaeson de
citoqueratinas (Ck) las cuales se encuentran cadifis en los cromosomas 12 y

17.

Las Ck son proteinas fibrosas que constituyen &laos intermedios del
citoesqueleto de las células epiteliales. Estastejmas principalmente
proporcionan la estructura tridimensional interné& aélula y constituyen una
barrera rigida que evita la pérdida de agua y teaga de microorganismos. Al
formar parte en las uniones intercelulares (desmaspademas del citoesqueleto,
también sirven como medio de comunicacion entredosponentes intracelulares
como entre las células adyacentes. Igualmente émdmtian como reguladores
de la fisiologia celular en las vias de sefalizaandracelular, la proteccion de la

apoptosis y la cicatrizacion (114).

Estas proteinas componen una familia de veint@@uiidos diferentes de
queratinas los cuales se han clasificado de acuardsu comportamiento
bioquimico y peso molecular en 2 subfamilias, las gomprenden proteinas de
punto isoeléctrico acido (< 5,5) o tipo I, relativente pequefias, de bajo peso
molecular (40 - 54 kDa) y las proteinas de punt@léctrico basico- neutro (>

6,6) o tipo Il, mas grandes, de alto peso moled®@r 67 kDa) (114,133).
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Los dos grupos de Ck se comportan como heteropa#mnebligados,
formando pares con un miembro de cada grupo (lHteevos entre una

queratina de tipo | y una queratina de tipo 1313

Todas estas queratinas que pertenecen a la fadelims proteinas de
filamentos intermedios comparten caracteristicasepo-estructurales comunes
el dominio central de 310 aminoacidest(elicoidal) el cual tiene a los lados los

dominios laterales (no-helicoidales) de longitudatale (133).

Los subgrupos de Ck que expresa una célula epiteiigpenden
principalmente del tipo de epitelio, del momentodiferenciacion terminal y de
la fase de desarrollo, algunas forman complejogvia (Ck 5/6 y 14) y otras se
coexpresan tipicamente (Ck 8 y 18). En particidarCk 8 y 18 constituyen las
queratinas primarias de los epitelios y son las apsecen mas tempranamente

en la embriogénesis (65,134)

Las Ck de elevado peso molecular (5/6, 10, 141T}h,se expresan en la
mayoria de los epitelios complejos o estratificagdas de bajo peso molecular
(7, 8, 18, 19, 20) por el contrario, son espedsfide los epitelios simples y
glandulares, lo cual tienden a permanece constardado el tejido sufre una
transformacion maligna, excepto en algunos carcasooutaneos no melanomas
(133, 134)En el epitelio mamario la expresion de la Ck 8 yeg&8difusa en las células

luminales y focal en las células basales/mioepiedi y la 7 y 19 se expresan
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exclusivamente en las células luminales de losodugtlobulillos mamarios, solo unas
células expresan 5/6, 14 y 17. La expresion derupogu otro de dichas queratinas ha

permitido clasificar a los tumores malignos de &ma (65,91, 133,134).

El perfil de citoqueratinas puede determinarse argdi técnicas de

inmunohistoquimica (134).

CD10

El gen que codifica CD10 se ubica en el cromosoma £D10 es una
proteina con peso molecular de 110 kDa que pemrereana familia de
metaloproteasas transmembrana tipo Il (135,136jeeldts que también se

encuentran los antigenos leucocitarios CD13, CD26aynimopeptidasa A.

El CD10 denominado Antigeno Comun de Leucemia lbldstica Aguda
también es conocido con el nombre de endopeptidasaal y neprilisina. Este
marcador es una peptidasa (endopeptidasa) zin diepgm que tiene como
funcidn inactivar péptidos bioactivos y vasoactivipge se expresa en una
variedad de tejidos normales linfoides y no linésq135,136) como endometrio,
higado, rifidn, vejiga, pulmén, prostata, intestietgado, colon y la mama, como
en tejidos neoplasicos. El CD10 se ha identificaddas células mioepiteliales de
la mama pero ademas en las células del estromaagidesiones malignas
infiltrantes de ésta glandula, por lo que se haetacionado con la agresividad

biologica del tipo de lesion en la misma (137,138 expresion de CD10
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disminuye en el carcinoma intraductal y se pierdemalmente en el carcinoma
infiltrante de mama de tipo luminal, observandase mayor frecuencia asociado
a los carcinomas de tipo basal y por tanto a umr peonostico (139). La

expresion se puede determinar por estudios de ionistoquimica.

Ki-67

El gen que codifica el Ki-67 se localiza en el loréergo del cromosoma
10 (109g25). El Ki-67 es una proteina nuclear ntohi, cuya sintesis se inicia en
la fase G1 del ciclo celular y aumenta durantedsefde sintesis (fase S),

alcanzando su maxima expresion al final de la misma

El Ki-67 constituye una proteina que mantiene tdif@racion celular y se
ha convertido en un marcador para dicho analiSis.expresion se correlaciona
con el grado de diferenciacion tumoral, invasioscudar, metastasis linfatica y de

forma inversa con receptores hormonales (140-142).

2.5.3 Inmunohistoquimica. Expresion de marcadores afeculares

El principio basico en la inmunohistoquimica es weaccién complejo
especifica entre los inmunoreactantes antigenotemnpo (Ag-Ac), que ocurre
por una interaccion de complementariedad espaciik los sitios de unién

respectivos del antigeno (epitope) y el anticugppoatopo).
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La inmunohistoquimica, es una metodologia que agdinersas técnicas
de inmunotincidn que aplicando anticuerpos esmasfmarcados, sobre muestras
citolégicas o tisulares (frescas o fijadas e irmdsi en parafina), permite
identificar y localizar a nivel microanatomico atelular (membrana celular,
citoplasma, nucleo) o extracelular (membrana badal) expresion de los
determinantes antigénicos caracteristicos de thstilineas de diferenciacion y

funcionalismo celular (143).

Las técnicas inmunohistoquimicas enzimaticas permiia localizacion
mas precisa de las reacciones, ya que la tincigmesaanente, estable y puede
contrastarse y ser evaluada con microscopio deHuznaterial asi estudiado
puede archivarse por tiempo indefinido, sin pérdi#a la intensidad de la
reaccion. Los anticuerpos monoclonales han peronéignentar la especificidad,

sensibilidad y gama de esta técnica (143).

En la técnica inmunohistoquimica enzimatiza por unoperoxidasa se
utilizan como marcadores enzimas capaces de haodsiar de color un sustrato
incoloro. Las enzimas mas frecuentemente utilizasbes peroxidasa y fosfatasa
alcalina y los sustratos diaminobenzidina (colaidpy aminoetilcarbazol (color
rojo) y nitroazul de tetrazolio (color azul). Estosarcadores pueden unirse o
conjugarse directamente al anticuerpo primario diréctamente a otros
anticuerpos (secundarios) o sustancias como lanhiotLa técnica necesita de

controles internos (paralelos), usualmente postiyo negativos. El control
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negativo se obtiene realizando la misma técnicey pen omision del paso de

incubacién con anticuerpo primario.

En particular la técnica inmunoenzimatica pamétodo avidina o estreptavidina
biotina-peroxidasa se fundamenta en la alta afihglee tiene la glicoproteina (avidina o
estreptavidina) por la vitamina biotina, propieda@ mejora la intensidad del marcaje al
amplificar la reaccion. Después de la incubacidrtajiglo con el anticuerpo primario, se
aplica un anticuerpo secundario ligado a una mtdéda biotina y posteriormente, se
incuba con un complejo constituido por moléculas laeglicoproteina empleada
conjugadas con peroxidasa. Finalmente para eladwele la reaccion peroxidasica, se
aflade una sustancia cromogena, que expondra elggorfgsmado y su ubicacion por un
color pardo. La lectura de los resultados se rafiorando la positividad de la tincion
por lo general en una escala semicuantitativa, iderendo el grado de intensidad
(informado en nimero de cruces) y la magnitud (méo en porcentaje) de células que

expresan la misma.

En el estudio inmunohistoquimico del carcinoma @na, los receptores
hormonales (RE, RP), p53, p73 y Ki67, se identifiespecificamente por un
patrén de tincion a nivel del nucleo celular, latpina Bcl2 CD10 y citoqueratina
a nivel citoplasmatico (76,120,136,137), el Her-2GFR a nivel de la membrana

citoplasmatica.

RE, RP, p53 y p73 son considerados negativos K@esan como cero

(0) cuando no se observa coloracion nuclear, oséségrecia en menos de 5 % de
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las células tumorales. Son positivos, leve (1+grgre 5 a 29% de las células
tumorales presenta tincion nuclear; moderada (3¢ sbserva tincion entre 30 y
69% de las células o intensa (3+) cuando marca &0ta 100% de los nucleos en

células neoplasicas (79,82).

El Ki-67 se evalua como positivo cuando hay tinaiiclear, baja (1+) si
se observa menor del 14% de los nucleos con tingmiermedio (2+) con

marcaje nuclearl5 y< 24% y alto (3+) > al 25% (141,142).

Bcl2 y CD10 son considerados negativos y se expresano cero (0)
cuando no se observa coloracion citoplasmaticatase aprecia en menos de 5%
de las células tumorales. Son positivos, leve §l€ntre 5 a 29% de las células
tumorales presenta tincion citoplasmatica; model@da si se observa tincion
entre 30 y 69% de las células o intensa (3+) cuamalca entre 70 a 100% de la

células de la poblacion tumoral (138-142).

La citoqueratina se evalla como positiva, focalasicélulas que muestran la
tincion citoplasmatica estan aisladas o en pequgfigms, dispersa si la tincion es menor
o igual al 50% vy difusa si mas del 50% de las eéluleoplasicas presentan tincion

(134,144).

Her-2 y EGFR son considerados negativos y se exipresmo cero (0) y

una cruz (+) y positivos dos cruces (2+) y trexesu(3+) (126,127-129). Cero
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significa ausencia total de tincion de membrana, amz (1+) se interpreta como
una débil e incompleta tincion de membrana. Dosegy2+) se interpreta como
positivo debil de intensidad de tincion y completatoda la membrana en menos
del 30% de células tumorales y tres cruces (3+)cpositivo fuerte y una tincion

intensa y completa en mas del 30% las células asiopk (124,127-129,131).

2.5.4 Micromatrices de tejido

Una micromatriz o microarrays de tejido (TMA) esauimnovacion del
campo de la patologia que ha demostrado ser umantienta util para el
diagndstico y la investigacion en el campo de ¢ant@dicina (145-146). Desde la
idea original descrita hace mas de dos décadas risvanodificaciones
posteriores, esencialmente consiste en un blogugwestos que se centran en la
organizacion por un patron predeterminado de peaxpuedrtes tisulares en un
soporte solido (145). Cada microamatrices de tefidoe posible agrupar un
namero de muestras tisulares que puede variar mlens@es a miles segun el

disefio y la técnica empleada.

Generalmente para la construccion, las muestragji®s proceden de
bloques convencionales de parafina archivados, el¢e&l zonas de interés son
tomadas por un dispositivo especial o manual gakzeecortes cilindricos de
pequefio diametro (0,6-2 mm), que son reparafinablser incluidos en un nuevo

y simple bloque de parafina previamente troqueldde. las preparaciones
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histologicas resultantes una variedad de estudidsstopatoldgicos,
inmunohistoquimica, FISH,) pueden ser realizadosadgerdo a fines de la

investigacion (145-149).

La utilizacion de la técnica permite obtener regids de alto rendimiento al
permitir procesar, evaluar y analizar de forma tidén simultanea y en menor tiempo

gran nimero de casos.
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2.6 DEFINICION DE TERMINOS

Anticuerpo: Son proteinas producidas por las células del sestemmune en
presencia de una sustancia extrafa, llamada aatigsnel reactivo principal en
las técnicas de inmunohistoquimica. Todos los aetpos o inmunoglobulinas
comparten algunas caracteristicas comunes. Cadseur@mpone de dos cadenas
pesadas que difieren estructuralmente y antigémntey determinan la clase y la
subclase de la molécula y dos cadenas ligeras ifdeadas Kappa o Lamda)
diferentes en todas las clases y subclases (150).

Anticuerpos  monoclonales: Son anticuerpos idénticos  producidos
inmunohistoquimicamente por un clon de célulasnpédieas que reaccionan con
un epitope especifico en un antigeno dado. Se geadtomercialmente (150).
Antigeno: Son sustancias que inoculadas a un nivel son esgkcdesencadenar
una respuesta inmune (150).

Antioncogen: Gen supresor de tumores (151).

Carcinoma de mama Proliferacion maligna de las células epitelialg® revisten los

conductos o lobulillos mamarios (24).

Dendograma Representacion grafica en forma de arbol de dajngpados en categorias
y subcategorias que permite apreciar las relaciosmse los datos organizados

(26,27,28).

Dimero: Proteina compuesta por dos subunidades.



65

Epitope: Es la parte estructural especifica de un antiggne reacciona con un
anticuerpo para la union, el cual esta constityido agrupaciones de aminoacidos en

proteinas globulares y cadenas laterales de agfqaolisacaridos (150).
Heterodimeros: Proteina compuesta por subunidades diferentes (75).
Homodimero: Proteina compuesta por dos unidades idénticas (75)

Inmunohistoquimica: Grupo de técnicas de inmunotincion que permitecdtrar una
variedad de antigenos presentes en las célulaslosetejidos utilizando anticuerpos

marcados (143).

Isoformas:. Diferentes formas de una proteina producto derelites genes o un Unico

gen por uniones alternativas (96,99).

Marcadores moleculares:Son productos proteicos intracelulares, que alcieaar con
otros que se adicionan, son reconocidos permitiedelotificar patrones de expresion

caracteristicos en los tejidos donde son estudidddy.

Métodos de alto rendimiento: Analisis masivo de multiples marcadores genéticas d

forma simultanea basados en estudio de ADN, ARk temas (152-154).

Microarrays: Micromatriz o microarreglos. Existen distintos spte microarrays, como

de acidos nucleicos, oligonucledtidos, de proteynde tejidos (153-155).

Microarrays génico: Micromatriz de distribucién ordenada de un cotgude puntos
(10.000 muestras/dénque contienen genes en una superficie (membramdrio) (153-

155).
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Micromatiz de tejidos: Distribucion ordenada de cientos de muestras fildosede
biopsias de corte cilindrico en un bloque de pasafiara seccion y estudio por una

técnica de andlisis especifica (154).

Paratopo: Lugar especifico de reconocimiento y unién delcaerpo al epitopo de su
antigeno correspondiente, el cual esta constitpddain grupo de 15 a 20 aminoacidos.

Pertenece a la regién variable de la moléculamegerpo (150)

Oncogenes: Son formas mutadas de genes causantes de -craammular

descontrolado que conllevan a células neoplésidastiifican proteinas denominadas
oncoproteinas, las cuales carecen de elementotadeges y cuya produccion por las
células transformadas no depende de factores dean@eato u otras sefiales extrafias

(156).

Protooncogenes:Son genes que normalmente controlan la divisidmlarey el
grado de diferenciacion o especializacion de €$&8.

Progresion tumoral: Una neoplasia maligna definida que puede presentar
sucesivamente caracteristicas de mayor agresividiad, como la adquisicién de

capacidad metastasica o de resistencia farmacaeligié).
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2.7 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES E INDICADORES

DEFINICION -
DEFINICION
VARIABLE NOMINAL INDICADOR
OPERACIONAL
Receptor Nivel de expresion a nivel del nacle®: <5% 0: Negativo
de de las células tumorales de receptores
estrégeno de estrogeno. Utilizando la técnica|de: 5 a29% +: Leve
inmunohistoquimica.
RE ++: 30a69% ++: Moderada
+++: 70 a 100% +++: Intensa
Receptor Nivel de expresion a nivel del nacle®: <5% 0: Negativo
de las células tumorales, de receptores
de progesterona| de progesterona. Utilizando la técnjea: 5 a29% +: Leve
de inmunohistoquimica.
RP ++: 30a69% ++: Moderada
+++: 70 a 100% +++: Intensa
p53 Nivel de expresion a nivel del nicl{0: <5% 0: Negativo
de las células tumorales. Utilizando| la
técnica de inmunohistoquimica. +: 5a29% +.  Leve
++: 30a69% ++: Moderada
+++: 70 a 100% +++: Intensa
Nivel de expresion del oncogen en| 6l: <5% 0: Negativo
Bcl2 citoplasma de las células tumorales.
Utilizando técnicas det: 5a29% +: Leve
inmunohistoquimica.
++: 30a69% ++: Moderada
+++: 70 a 100% +++:  Intensa
Her-2 Nivel de expresion del oncogen en a:  Negativo 0: Negativo
membrana citoplasmatica de [as
células tumorales. Utilizando la técnica:  Negativo +:  Negativo
de inmunohistoquimica.
++: <30% ++: Positivo débil
+++: >3 0% +++:  Positivo fuerte
Ki-67 Nivel de expresion de la proteina en @] Negativo 0: Negativo
nacleo de las células tumoralgs.
Utilizando la técnica det: 1-14% + Bajo
inmunohistoquimica.
++: >15<24% ++:  Intermedio
+++: >25% +++: Alto
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DEFINICION s
DEFINICION
VARIABLE NOMINAL INDICADOR
OPERACIONAL
Ck Nivel de expresion de la proteina en @l Negativo 0: Negativo
citoplasma de las células tumoralges.
5,6,8,18 Utilizando la técnica de+: 10% +:  Positivo focal
inmunohistoquimica.
++: <50% ++: Positivo disperso
+++: >50% +++: Positivo difusa
p73 Nivel de expresion de la proteina enf@l:  <5% 0: Negativo
nacleo de las células tumorales.
Utilizando la técnica det: 5a2% +: Leve
inmunohistoquimica.
++: 30a69% ++: Moderada
+++: 70 a 100% +++: Intensa
EGFR Nivel de expresion de la proteina erfa  Negativo 0: Negativo
membrana citoplasmatica de las célylas
tumorales. Utilizando la técnica ¢e: Negativo +: Negativo
inmunohistoquimica.
++: <30% ++ : Positivo débil
+++ > 30% +++: Positivo fuerte
CD10 Nivel de expresion de la proteina en @l: <5% 0: Negativo
citoplasma de las células tumorales.
Utilizando la técnica det: 5a29% + : Leve
inmunohistoquimica.
++: 30a69% ++ : Moderada
+++: 70 a 100% +++: Intensa
Clasificacion | Luminal A Luminal A RE/RP(+) Her-2(-)
molecular
Luminal B Luminal B RE o RP(+) Her-2(-)/(+)
RE/RP(+) Her-2(+)
Her-2 Her-2 RE/RP(-) Her-2(+)
RE/RP/Her-2(-)
TN TN no basal RE/RP/Her-2(-) Ck5/6(+)
TN basal p63(+) EGFR (+)
Edad Expresa el periodo de tiempo en afiBslad en afios Grupo etariatO

que ha pasado desde el nacimie
hasta el momento del diagnéstico.

nto

41-50
51-65
> 66

Corte:< 50

>50
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VARIABLE DEFINICION
DEFINICION
NOMINAL INDICADOR
OPERACIONAL
Estadio clinico | Definicion de la extension tumorgEstadio: 0 Tis, NO, MO
local, regional y a distancia a través
del sistema TNM. Estadio: | T1, NO, MO
Estadio: Il TO, N1, MO
T1, N1, MO
T2, NO/N1, MO
T3, NO, MO
Estadio: Il TO, N2, MO
T1/T2, N2, MO
T3, N1/N2, MO
T4, NO/N1/N2, MO
Cualquier T, N3, MO
Estadio: IV Cualquier T, N, M1
Grado Diferenciacion morfolégica de |&Grado: | Bien diferenciados
Histolégico |neoplasia descrito en categoriaq de
Bloom-Richardson ~ con  Ig&rado: i Moderadamente
modificaciones de Elston y Elljs diferenciados
(Elston 1991) Grado: 1l
) Pobremente diferenciados
Evolucion Expresion clinica delRecidiva:  reaparicio| Situacion: Local
clinica comportamiento de la neoplasia|eel tumor posterior a _
el tiempo expresado en recidivg tyatamiento. Regional
supervivencia. P
Sistémica

Supervivencia glo-bal:

Tiempo transcurrid
desde el diagnéstig
hasta la fecha de

muerte en caso de hah
ocurrido antes del pun
de corte o limite d
seguimiento.

D
(0]

dSeguimiento: 72 meses
@fios), minimo 18 mest
Q1% afo).

a)

(6
2S




CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

Bajo una matriz epistémica positivista se realiz&iguiente estudio de
disefio no experimental, transeccional, descriptigotrelacional, donde las
muestras y datos a evaluar corresponden a casaiagmostico de carcinoma de

mama.

La investigacion no experimental define aquel astudonde no se
manipulan intencionalmente las variables, se obsefenOmenos en su contexto

natural y luego se analizan (157).

Transeccionaporque se recolectan los datos en un solo momenton
tiempo unico, describiendo las variables y anativasu incidencia e interrelacion

en un momento dado (ibid).



Descriptivo ya que describe un fenomeno dado, zaradio su estructura y

explorando las asociaciones (157-159).

Correlacional porque se describe la relacion everéas variables en un

momento dado (157).

Se evalué la expresion de los marcadores molesulsefialados de
acuerdo a la clasificacion molecular de la neoplgsse correlacionaran con la

una serie de factores clinicos.

3.2 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 Poblacion y muestra

El presente estudio, se realizé con 149 muestratejd® tumoral de
carcinoma de mama embebido en parafina de pacieotes| diagndstico, a los
gue se les practico estudio inmunohistoquimicoiprpara RE, RP, Her-2, Ki67,
p53 y Bcl2 en el laboratorio de Anatomia Patologied Hospital Metropolitano

del Norte (HMN), durante el periodo 1999-2008.

Se analiz6 la expresion de un conjunto de 12 bioadmres moleculares, 6
realizados inicialmente y 6 por micromatrices dgdtey se compararon los
resultados obtenidos con los subtipos molecularesfinidos por

inmunohistoquimica, de acuerdo a la expresion de RE Yy Her-2 y con las

71
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caracteristicas clinicas tumorales de interés (ededadio clinico, grado
histoldgico, recurrencia, supervivencia global).dablacion fue seleccionada de
forma intencional y estuvo integrada por los cagpas cumplieron los criterios

indicados.

3.2.1.1 Criterios de inclusion

» Casos con diagnéstico anatomopatoldgico de car@nds mama ductal
infiltrante sin otra especificacion o mixto con qmnente ductal
predominante, a las cuales se les realizé estodianohistoquimico para RE,
RP, Her-2, Ki67, p53 y Bcl2 en el laboratorio deatomia Patoldgica del
Hospital Metropolitano del Norte en el periodo dada.

» Estudio inmunohistoquimico previo de todos los marcadoredeculares,
realizado antes del tratamiento neoadyuvante

* Sexo femenino.

* Biopsia incisional o excisional del tumor primario.

* Bloques de parafina en buen estado.

3.2.1.2 Criterios de exclusion:
« Casos con el diagnostico anatomopatologico espadidi y estudio
inmunohistoquimico sefialado, realizado en el labdam de Anatomia

Patoldgica del Hospital Metropolitano del Norterfudel periodo indicado.
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» Casos con diagnostico anatomopatologico distintesglecificado y estudio
inmunohistoquimico realizado en el laboratorio deatwmia Patoldgica del
Hospital Metropolitano del Norte en el periodo dada.

» Estudioinmunohistoquimico previo posterior al tratamientpadyuvante o
incompleto.

* Sexo masculino.

* Bloques de parafina en mal estado.

Se conté con la aprobacién del Centro de Investigas Médicas y
Biotecnoldgicas de la Universidad de Carabobo (QUMIB (anexo 1) para el
acceso y utilizacion de los bloques de parafinavencional pertenecientes al
mismo, y de relevante valor cientifico para la stigacién y consecucion de los
objetivos, de acuerdo a las normas para la imaestig en muestras biologicas
humanas segun el Codigo de ética para la vida @8), y centros asistenciales
(anexo 2). La investigacion fue financiada por Gdnsejo de Desarrollo

Cientifico y Humanistico de la Universidad de Catadh(CDCH-UC) (anexo 3).

3.2.2 Técnica de recoleccion y procesamiento

El estudio se realizé con material preservado, gutecte del Laboratorio
de Anatomia Patolégica del Hospital Metropolitarel 8lorte de Valencia y
archivado en el Centro de Investigaciones MédicaBiotecnologicas de la

Universidad de Carabobo (CIMBUC), correspondierdebloques de parafina
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convencional con tejido de carcinoma de mama duictltrante sin otra
especificacion o mixto, de pacientes con dicho ridafico de los afios 1999 al
2008, que se realizaron el estudio inmunohistoquinsenalado. Las muestras
tumorales en su momento fueron fijadas en form@l&b e incluidas en parafina
y procesadas de forma rutinaria. Inicialmente dehigo general de resultados de
estudios inmunohistoquimico se construyd una basgatbs relacional creada al
efecto en Microsoft Excel. De la revision de laeaior, se identificaron 1146
casos de carcinoma de mama, seleccionando 149ueedaca los criterios de
inclusion. Del archivo anterior, verificando el n@&mm de analisis
inmunohistoquimico e histopatolégico, se procedigetirar las laminas de
hematoxilina eosina (HE) respectivas como a ubycaeparar del archivo de
bloques de parafina convencionales los correspotedie Posteriomente, se
revisaron las historias clinicas, evaluandose lasacteristicas de interés y

recolectando la informacion pertinente.

De los resultados del estudio inmunohistoquimicevipr de los casos
seleccionados se evalu6 el inmunomarcaje del REy REr-2, clasificandose a
los tumores de acuerdo a la caracterizacion maeawhpleando de la literatura
para ello los criterios expuestos en los trabaj@sNéelsen (33), Livasy (37),
Pifiero (43) y Wiechmann (160) para los luminale®4y, de Nielsen (33), Carey
(31,33), Livasy (37), Jorge (44) y Wiechmann (16para los Her-2 y triple

negativo. De esa forma se defini6 como:



Luminal A: RE(+) RP(+) Her-2(-)

Luminal B: RE 0 RP(+) Her-2(+) o Her-2(-)

Her-2: RE(-) RP(-) Her-2(+) / RE(+) RP(+) Her(+)
Triple negativo: RE(-) RP(-) Her-2 (-)

Establecidos los anteriores y de acuerdo a los assiseguidamente se
valor6 el inmunomarcaje del resto de las biomaneglodel estudio
inmunohistoquimico previo Ki-67, p53, Bcl2, comd ganel de biomarcadores
propuesto Ck5, Ck6, Ck8, Ck18, p73, EGFR y CDl1@smerando la expresion

una caracteristicas de rasgo distintivo de la tatiaecion molecular.

3.3 Construccién de las micromatrices de tejido

La construccion de las micromatrices de tejido (T8Y18e realizo de forma
manual. Inicialmente bajo el microscopio de luz tres objetivos (10, 20, 40x) se
examind la lamina de HE de cada caso y se idemtificmarco la zona
representativa del tumor. A continuacion contragodo la lamina de HE en igual
sentido al bloque de parafina convencional cornedigmte, se delimitdé y marco
el tumor en el mismo (bloque donante). Seguidamgatdiseiio y construyo en
papel una plantilla o topograma de localizaciorapdrorden y distribucion de los
tumores en cada bloque receptor, anotandose laifosie cada uno para su
identificacion posterior y la lectura del resultadonunohistoquimico de panel

propuestos (40).
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El blogue receptor de parafina, se construyo cogula de una laminilla
multifenestrada (superficie con orificios ordenadmw filas y columnas de
diametro y distancia entre los mismo de 2 mm) ytrooar cilindrico de igual
medida de diametro. Se realiz0 una seccion descotfiedricos hasta un nimero
de 30 (seccion 1), duplicando a 5 mm de distanelaadterior todos los cortes
(seccion 2), para asegurar la zona de tejido tahmon dos cilindros para el

estudio.

Seguidamente con un trocar cilindrico de 1mm diémee realizaron de
forma separada y sucesiva dos cortes en la zoradzade cada bloque donante,
insertando en el bloque receptor, el primer cantaeseccion 1 y el segundo en la
seccion 2 con la ayuda de un guiador metélico derdo a la posicion de la
plantilla o topograma de localizacion. Al culmirerproceso de inclusion de las
muestras en todos los nuevos bloques que constitlage micromatrices, la
consolidacion y homogenizacion se realiz6 mediargkor al introducir los
mismos en la estufa a una temperatura de 45 geaavigrados durante 3 minutos

(40). Finalmente se construyeron 5 TMASs.
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Figura 6. Proceso de construccion de las microoestride tejido (TMAS). a.
Ubicacion de especimenes en archivo. b. Selecadblaue de parafina con
tejido tumoral de mama. c. Separacion de laminasyHiioques de parafina. d.
Evaluacion de las laminas HE. e.f. Identificaciomgrcaje de zona tumoral en la
lamina HE. g. Troquelado de bloque receptor e aiéerde cilindros tumorales.
h.i. Micromatrices de tejido. j. Secciones histaddg de las TMAs. K.l
Evaluacion de la representacion tisular en cortstoligicos de las TMAs.
Fuente. Imagenes de la investigacion.
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3.4 Técnica inmunohistoquimica e interpretacion deesultados

De las micromatrices de tejido se realizaron umltde 35 secciones
histol6gicas de 4 micras. De las secciones hisitddgse emplearon 5 para la
tincion con HE y 30 para el estudio de los biomdocas moleculares propuestos.
La determinacion de los marcadores previamentézagils y en estudio, se
realizd por el método de estreptavidina-biotinaspietasa bajo el sistema de la
casa comercial respectiva (Dakdnvitogen) con los anticuerpos, clones, dilucién

y punto de corte detallados (Tabla 3).

Previamente las laminas portaobjetos, fueron tagtacbn la solucion
adherente poly-L-lysina (Sigma, St. Lobiscolocando un corte por cada una se
llevaron a la estufa a 60°C por 2 horas. Seguidsemssn desparafinaron con 3
pases por xilol y deshidrataron con igual nimerpakes por alcohol isopropilico
en forma decreciente (100, 95, 70% respectivamedelecuperacion antigénica
se realizo en la solucion Retrieval precalentada pafio Maria por 40 minutos a
95-99°C, lavando posteriormente con solucion PB3ildfueo de la peroxidasa
endogena, se realizé colocando 1 gota de peroxadodiogeno al 3% en metanol
por 10 minutos, seguidamente lavando 3 veces cdferbBS a pH 7,4.
Posteriormente se agrego el anticuerpo primargual se incubo por una hora en

la cAmara humeda a temperatura ambiente.
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Cuadro 3. Anticuerpos monoclonales previos y en estio (clon, dilucion,

fuente e inmunomarcaje

Biomarcador Clon Dilucion Fuente  Localizacion del marcaje
RE 1D5 1:100 Dako Nuclear

RP PgR 636 1:100 Dako Nuclear
Her-2 CerbB2 1:250 Dako Membrana
Ki67 MIB-1 1:100 Dako Nuclear

p53 D07 1:100 Dako Nuclear
Bcl2 124 1:100 Dako Membrana
Ck5/6 D5/16B4  Prediluido InvitrogerCitoplasma
Ck8 33H11 1:50 Dako Citoplasma
Ck18 DC10 1:50 Dako Citoplasma
p73 p73-9F7 1:25 InvitrogemMNuclear
CD10 56C6 1:80 Dako Nuclear
EGFR H11 1:200 Dako Membrana

Se coloco 1 gota del anticuerpo secundario mar¢gdweision) por 30

minutos y se reveld la reaccion enzimatica cor-8ld@ninobencidina, agregando

1 gota del cromégeno entre 5 a 10 minutos. Segwdtamse lavdé con agua

destilada para darle la coloracién de fondo con yHE& continuacion se lavé

nuevamente con agua destilada y se pas6 por alcHogropilico en

concentracién creciente (70, 95, 100%), aclarandmse 3 pases por xilol

realizando el montaje con flotex. Cada cilindrolde TMA se evalu6é en dos
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oportunidades, una por el investigador y otra pbrpa&dlogo experto en
inmunohistoquimica (Dr. Aldo Reigosa), los datosomdos se anotaron
respectivamente en el topograma y el instrumenseidido (anexo 4). Se

considerd como valor definitivo el promedio dedaservaciones.

Para la mayoria de los marcadores moleculares atel ppropuesto se
considero la inmunotincion distinguiendo el resitacomo positivo o negativo
para efectos del andlisis. La valoracion del inomarcaje se realizo
considerando la coloracibn marron dorada y su imaEbn en las células

neoplasicas malignas:

— Proteina p73: Coloracion en el ndcleo, superiob%l de los nucleos
tefiidos (112-114).

- Citoqueratinas (Ck5, Ck6, Ck8, Ck18): Coloracién etrcitoplasma de
acuerdo al patron conocido, focal si las células gquestran la tincion
estan aisladas o en pequefios grupos, dispersangnes o igual al 50% vy
difusa si mas del 50% de las células tumoraleseptas tincion
(31,36,134,144,153).

— CD10: Coloracion en el citoplasma, superior al 10% las células
tumorales (138-142).

- ElI EGFR: Membrana, de acuerdo a lo habitual (138,13
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Se consideraran negativas las reacciones: cuande aprecie la tincion
en las células neoplasicas en presencia de mancdgs ductos normales (control

positivo interno).

3.5 Técnica de analisis de resultados

El andlisis de los datos se realiz6 empleandoagirpma SPS8C version
17. Los resultados se representan en tablas. t@dliesdescriptivo, se realizé
utilizando para las variables cuantitativas lagnddas tendencias centrales
(media) y medidas de dispersion (desviacion stadamo para las cualitativas
el nimero absoluto y frecuencia (porcentaje). Leciasion entre variables se
analizé con la prueba de Chi cuadradd)(X el test exactale Fisher para las

muestras con menos de 5 sujetos.

La evolucion clinica se valor6 mediante la recwi@ntumoral y la
supervivencia global. La primera comprende la reejda del tumor posterior a
tratamiento en cualquiera de las situaciones @éslocal si ocurre en la vecindad
del sitio quirdrgico, regional en los de drenapddtico y sistémica si presenta con
metastasis en pulmoén, higado o hueso. En todoetdsmmpo que media entre la
erradicacion clinica del tumor por tratamiento y reaparicion concierne al
intervalo libre de enfermedad. La segunda corredp@nlos casos vivos al corte
del estudio y se expresé en meses y la censurafggdden forma dicotdbmica

como viva o fallecida por el carcinoma de mamaedtlidio de la supervivencia se



82

realizd mediante el método de Kaplan-Meier y ebtgude modelos de regresion
de Cox. Las curvas de supervivencia se comparasonet test log-rank. Se

consideraron significativos valores de p < 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Andlisis descriptivo y relaciones

La edad media de las mujeres para el momento dghdstico fue de
51,32 afios, con un rango de 65 afios (24-89) y asaation estandar de 11,34
afos. De la totalidad de las mismas mas de 59%rtexdad menor o igual a 50
afos y funcionalidad ovarica conservada, evideotelg presencia de periodos
menstrualesClinicamente mas del 70% de los tumores se hallaworun tamafio
entre 2 y 5 cm. En la mayoria de los casos se paigdastron axilar. El estadio
clinico de acuerdo al TNM resulté variable, 87,2d&dos tumores se clasificaron
II'y lll, predominando el estadio Il (Cuadro 4),,40% resultaron localmente
avanzado. El grado histolégico de la mayoria deuosores fue moderadamente
diferenciados (grado 1l). Al evaluar en los tumorda expresion
inmunohistoquimica de los marcadores RE, RP y Hee-Bbservd que mas del
50% expresan el RE, menos del 50% RP y mas del 28642. El tiempo de

seguimiento vario de 18 a 72 meses para las pasieotfallecidas (vivas).



Cuadro 4. Hallazgos clinico-patologicos en la pobt&dn de estudio
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Caracteristicas

n

%

Grupo etario (afos)

Punto de corte de la edad (afos)

Tamafio tumoral (cm)

Estatus de la axila

Estadio

Grado histoldgico

Expresion inmunohistoquimica

Recurrencia
Estatus

<40
41-50
51-65
> 66
<50
> 50
<2
2-5
>5

Sin plastrén
Plastron

I
lla
l1b
llla
b
lllc

I
Il
1l

RE

RP
Her-2
Ki-67
p53
Bcl2
Si
Vivas
Fallecidas

Media supervivencia global (mesed),34

16
73
43
17
89
60
17
105
27
25
124
19
40
53
8
26
3
12
94
43
81
73
43
134
71
84
29
131
18

10,73
48,99
28,85
42,29
59,73
40,26
11,44
70,46
18,12
16,77
83,22
12,75
26,84
35,57
5,36
17,44
2,03
8,05
63,08
28,85
54,36
48,99
28,85
89,93
47,65
56,37
19,46
87,91
12,08

Fuente. Datos de la investigacion. n=149.
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La recurrencia de la enfermedad que se presentdnei9,46% de los
casos se observo en promedio a los 11,05 mesesango de 19 (16-35). La
supervivencia global (SG) media fue de 40,34 mes@ms,rango de 54 (18-72) y
una desviacion tipica de + 12,44 meses. Un 12%dallon a lo largo del
seguimiento por la neoplasia (Cuadro 4). De laua@bn de la expresion del RE,
RP y Her-2 de acuerdo a la clasificacion molecdkrcarcinoma de mama, se
establecio que los tumores eran 61,74% (92/149)nainy 38,25% no luminal.
Asi mismo de los primeros 34,22% (51/149) luminalyA27,51% (41/149)
luminal B y de los ultimos 14,76% (22/149) Her-22%,48% (35/149) TN. La
expresion de receptores androgénicos fue notabtemaayor en tumores luminal

A. Los tumores luminal (A y B), predominaron segude los TN (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion de los tumores de acuerdo aubtipo molecular segun
la expresion de RE, RP, Her-2

Inmunomarcaje

Luminal A Luminal B Her-2+ TN p
n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)

RE Negativo - - - -

Positivo 51 (100) 30 (100) - -

Total 51 (62,96) 30 (37,03) - - 0,037
RP Negativo - 19 (46,34) 22 (100) 35 (100)

Positivo 51 (100) 22 (53,65) - -

Total 51 (34,22) 41(27,51) 22(14,76) 35 (23,480,103
Her-2 Negativo - 20 (48,78) - -

Positivo - 21 (53,65) 22 (100) -

Fuente. Datos de la investigacion.
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De acuerdo a la clasificacion molecular del camiaode mama, la
expresion del Ki-67, p53 y Bcl2, se observd en sotlis subtipos de forma
variable. EI marcaje del Ki-67 se aprecio en ui92p de los tumores luminal A,

82,92% de los luminal B, 94,28

Cuadro 6. Distribucion de los tumores segun subtipaolecular y expresion
de Ki-67, p53, Bcl2

Inmunomarcaje Luminal A Luminal B Her-2+ TN p
n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)
Ki-67 Negativo 4(7,84) 7(17,07) 2(9,09) 2(5,71)
Positivo Bajo 16 (31,37) 8(19,51) 2(9,09) 6 (M),
Intermedio 15 (29,41) 8(19,51) 5(22,72) 10 (28,57)
Alto 16 (31,37) 18 (43,90)13 (59,09) 17 (48,57) <0,001
Total 51 (34,22) 41 (27,512 (14,76) 35 (23,48)
p53  Negativo 27 (52,94) 19 (46,34)13 (59,09) 19 (54,28)
Positivo 24 (47,05) 22 (53,65)9 (40,90) 16 (45,71) 0,451
Total 51 (34,22) 41 (27,51p2 (14,76) 35 (23,48)
Bcl2 Negativo 4 (7,58) 34(82,92)17 (77,27) 25 (71,48)
Positivo 47 (92,15) 7 (17,07) 5(22,72) 10 (28,50,041
Total 51 (34,22) 41 (27,51p2 (14,76) 35 (23,48)

Fuente. Datos de la investigacion.

De acuerdo al porcentaje de nucleos tefidos c#i-&F, se observé que
en los tumores luminal A 'y B un 60,78% (31/51) y,0290 (16/41)
respectivamente expresaron indices de proliferduajos o intermedios, mientras
que un indice de proliferacion alto se observo eyannumero de casos en los
luminal B, como también en los subtipos Her-2+ y @&MNun 43,90% (18/41),

31,81% (7/22) y 45,71
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significativa entre el subtipo molecular luminalyA con indices de proliferacion
bajo/intermedio, entretanto si hubo evidencia ést@ad significativa que
demostré la asociacion entre los subtipos lumina} Bler-2+ con indices de

proliferacion alto mas que con TN (Cuadro 6).

La proteina p53 se expreso en casi la mitad deutosres luminal Ay en
mas de la mitad de los luminal B. No obstante meleok mitad de los tumores
Her-2+ y TN expresaron la misma. Asi mismo se olisque la proteina Bcl2 se
expresd en la mayoria de los tumores luminal Antrés que en el resto de los
subtipos el porcentaje de casos que inmunomardaronsma fue menor No se
aprecio6 significancia estadistica de la expres&psB con los subtipos, pero si de

la expresion Bcl2 entre los subtipos luminal A {(Riadro 6).

Al valorar la inmunotincion de los marcadores molaes en estudio
(Figura 7 y 8) en las secciones histologicas de Tib$As, se observo un
porcentaje de casos con positividad de expresidiabla entre 9,77 a 92,12%
como un porcentaje de casos no valorables poitk da representacion tisular
por desgaste del bloque de TMAs que oscilo entrd4 ly 14,76%
correspondientes al EGFR y la p73 respectivam&ueadro 7). Se encontré que
la expresion de los marcadores en estudio de axwdrdubtipo molecular fue
variable. La Ck5/6 se observo en todos los subtipasticularmente en los
tumores TN el porcentaje de casos fue mayor quel eesto. Sin embargo no

todos los tumores TN expresaron dicha citoqueratiadiazgo que establecio



88

diferencias entre los mismo y distinguié a TNnB fadta de su expresion de TNB
(Figura 8) por exhibir la misma. Al respecto seastd que en los luminal A, B, y
tumores Her-2+ el marcaje fue focal en las célulasplasicas y nunca tan
extenso como en los TNB. Ademas en estos Ultimoapseciéo también una

elevada expresion de la proteina p53.

3 (T et
o 'l ;‘}'ﬂ':m 2
Figura 7: Imagenes microscopicas correspondientels @&xpresion de los
marcadores moleculares en estudio por inmunohistoca en las micromatrices
de tejido. a. Ck5/6 (200x). b. Ck5/6 (100x). c. {&%100x). d. Ck8 (200x). e.

Ck8 (100x). f. Ck8 (100x). g. Ck18 (200x). h. Ck{B00x). i. Ck18 (100x).
Fuente. Imagenes de la investigacion.
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Figura 8. Imagenes microscopicas correspondientels @&xpresion de los
marcadores moleculares en estudio por inmunohistocga en las micromatrices
de tejido. a. p73 (200x). b. p73 (100x). c. p730)0d. CD10 (200x). e. CD10
(100x). f. CD10 (100x). g. EGFR control interno pies. h e i. EGFR negativo.
Fuente. Imagenes de la investigacion.



90

Figura 9. Imagenes microscopicas de la expresidumohistoquimica del
tumor con inmunofenotipo TNB. a y b. CD10 (100230x). c y d. Ck5/6
(100x y 200x). Fuente. Imagenes de la investigacion

Por otra parte la expresion de la Ck8 se observibdws los luminal A,
97% de los luminal B, 94% de los Her-2, y 60% deTdl. Asi mismo se observo
marcaje de Ck18 en la totalidad de los luminal 8%8de los luminal B, y en un

67 al 51% en los Her-2+ y TN respectivamente.

La proteina p73 se expreso en todos los subtipos grorcentaje de casos
variable entre 91 a 95%, correspondiendo porcentdje a los subtipo luminal A

y Her-2+. La expresiéon del CD10 que también sefdsen todos los subtipos
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ocurrid en menor proporcion de casos, oscilandeeehta 19%. No se observo

expresion del EGRF en ningun subtipo (Cuadro 8).

Se observo asociacion significativa en la expresiénCk5/6 con los
tumores TN y de la Ck8 y Ck18 con los luminal Byomo de la CD10 con el
subtipo luminal A. Entretanto la expresion de latpina p73 no presento

asociacion significativa con los subtipos.

En principio en el andlisis del subtipo molecudan la edad, se observd
gue las pacientes con tumores triple negativosrsmjévenes, asi mismo la edad
media es inferior a 50 afios en relacion a los cétd#ipos, mientras que en
aquellas con tumores luminal A, la edad media flwiaanente superior,
encontrando diferencia significativa entre los toesduminal A con los Her-2 y
triple negativos, y entre los tumores luminal Briple negativo en relacion a la
edad media (Cuadro 10). Igualmente se hall6 quededa mitad de los casos
clasificados estadio Il correspondieron a tumauesral (A, B) y los estadio Il a
Her-2+ y TN, encontrando asociacion significativare los estadios Il y Il

respectivamente con los subtipos luminal (A, B)era+ y TN.

En cuanto al grado de diferenciacion del tumor ls#e/0 que los grado
histoldgico | (bien diferenciados) y la mayorialde grado Il (moderadamente

diferenciados) correspondieron a tumores lumingl B, mientras que los grado
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[l (poco diferenciados) a tumores Her-2+ y TN. $acontré diferencia

estadisticamente significativa entre el subtipbgrado histoldgico.

Cuadro 7. Expresion de los marcadores Ck5/6, Ck8,k18, CD10, EGFR por

inmunohistoquimica

Inmunomarcaje Valorable No valorable
n % n %

Ck5/6 Positivo 13 9,77

Negativo 120 90,22

Total 133 89,26 16 10,73
Ck8 Positivo 119 89,47

Negativo 14 10,52

Total 133 89,26 16 10,73
Ck18 Positivo 103 76,26

Negativo 32 23,70

Total 135 90,60 14 9,39
p73 Positivo 117 92,12

Negativo 10 7,87

Total 127 85,23 22 14,76
CD10 Positivo 22 16,92

Negativo 108 83,07

Total 130 87,24 19 12,75
EGRF Positivo - -

Negativo 147 100

Total 147 98,65 2 1,34

Fuente. Datode la investigacion. n=149
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Cuadro 8. Expresiéon de marcadores en estudio seg8uabtipo molecular

Inmunomarcaje Luminal A Luminal B Her-2+ TN p
n (%) n (%) n (%) n (%)

Ck5/6 Positivo 3 (6,52) 2 (5,71) 3 (15) 5 (15,62)

Negativo 43 (93,47) 33(94,28) 17 (85) 27 (84,37)

Total 46 (34,58) 35 (26,31) 20 (14,49) 32(23,18) 0,0189
Ck8 Positivo 45(100) 37(97,36) 18 (94,73) 19726},

Negativo - 1(2,63) 1(5,26) 12 (38,70)

Total 45 (33,83) 38 (28,57) 19(14,28) 31(23,30) 0,0001
Ck18 Positivo 42 (100) 31(86,11) 13(61,90) 17%3)

Negativo - 5(13,88) 8(38,09) 16 (48,48)

Total 42 (31,11) 36 (26,66) 21 (15,55) 33 (24,44) 0,0001
p73  Positivo 39 (92,85)31(91,17) 18(94,73) 29 (90,62)

Negativo 3 (7,14) 3(8,82) 1 (5,26) 3(9,37)

Total 42 (33,07) 34 (26,77) 19 (14,96) 32(25,19) 0,7286
CD10 Positivo 8(19,04) 5(14,70) 6 (31,57) 3(9,09)

Negativo 36 (85,71) 29 (85,29) 13(68,42) 30 (90,90)

Total 42 (32,30) 34 (26,15) 19 (14,61) 33(25,38) 0,0004
EGRF Positivo - - - -

Negativo 51 (100) 41 (100) 41 (100) 33 (100)

Total 51 (34,69) 41 (27,89) 41 (27,89) 33(22,44) -

Fuente. Datos de la investigacion. TN= triple negat

En el andlisis se encontrd asociacion estadisticinsgnificativa de los
subtipos con las media de edad, grupo etario, iesteléhico y el grado
histologico. Sin embargo con el punto de corte a@leedad ligado al estatus

hormonal no se hallo diferencia significativa (CtoatiO).
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Cuadro 9. Distribucion de los tumores segun el suipip molecular y la edad

Subtipo Edad media (afios +DS P

Luminal B Her-2 TN
Luminal A 52,55 10,97 0,097 0,018 0,047
Luminal B 51,00 8,35 - 0,144 0,033
Her-2+ 51,95 12,86 - - 0,298
TN 49,51 13,87 - - -

Fuente. Datos de la investigacion. n=149. TN= Eripggativo.

La media del seguimiento fue de 47, 45, 29,77 ynfses para cada
subtipo respectivamente. Durante ese tiempo deseguio se identificaron 29
casos con recurrencia de la enfermedad, correspuawlilos mismos a aquellos
con tumores del subtipo luminal A, Her-2+ y TN aellisis demostré diferencia
estadistica significativa entre los subtipos (p816) (Cuadrol0). El intervalo
libre de enfermedad para dichos casos fue variablecilo entre 15 a 34 meses,
encontrando que por subtipo fue de 34, 20 a 34 v P9 meses. El hallazgo
clinico en un 41,37% consistié en nddulos (cutamees la region axilar) y en un
27,58% fue la disnea. El sitio de recurrencia mésuente fue pulmén seguido de
la piel cercana a la cicatriz, la mayoria se ol&erven los pacientes con tumores
TN y Her-2+ (Cuadro 11). En los casos con reapgaricle la enfermedad la
muerte ocurrié a los 61 y 25 meses para los pasatn tumores luminal Ay B,
como a los 24, 36, 48 y a los 24, 25 36 y 48 mpaes aquellos con tumores Her-
2+ y TN respectivamente. En el caso TN con inmummtipo basal o TNB
(expresién Ck5/6 y CD10) la recurrencia ocurriogamglios axilares a los 22

meses.
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La supervivencia global de la poblacion en estudi®0 meses fue
estimada en mas de 85% (Figura 10). No obstanépreeid que para el mismo
periodo de tiempo para los pacientes con carcindmmaigial la supervivencia fue
de 98 a 100%, presentando mejor supervivencia laguebn tumores luminal A
que B, mientras que para los pacientes con tuntbeef+ y TN la misma fue de
60%. En el caso del tumor TNB con expresion de 6Kg/ CD10, la
supervivencia global fue aun mas corta y falleciosa36 meses del diagnostico
de la enfermedad. Por otra parte la supervivenidbaly mediafue de 70 + 2
meses para los luminal A; de 71 £ 1 meses par&utomal B; de 46 + 2 meses

para la clase Her-2+ y 41 + 2 meses para los T,(®0).

Al final del periodo de seguimiento la supervivengiobal disminuy6 de
forma importante para los pacientes con tumoreqjui®\ para el resto con otros
subtipos tumorales. Los casos con subtipo luminalprésentaron menor
supervivencia global que aquellos con tumores laii) los cuales claramente
presentaron mejor supervivencia que el resto dedses (TN, Her-2+ y luminal
A) (Figura 11). Al evaluar la supervivencia de fmscientes segun el subtipo
molecular y la expresiéon de los marcadores dellmimestudio, se advirtié que la
misma fue notablemente mayor en aquellos con twnaminal Ay B y
perceptiblemente menor para aquellos con tumore2Heg/ TN sensibles a la

expresion de algunas proteinas en las células alesor
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Figura 10. Supervivencia global de la poblaciorestudio. Al final del periodo
de seguimiento la sobrevida global disminuye al 73ente. Datos de la

investigacion.
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Figura 11. Supervivencia global de acuerdo al pohtiolecular. A los 72 meses
la supervivencia global es menor para los paciecdestumores TN que para
aquellos con otros subtipos. Se observa mejor gwpeecia global para los casos
con tumores luminal B. Fuente. Datos de la invastin.
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Cuadro 10. Analisis conjunto de las caracteristiade interés de acuerdo al

subtipo molecular

Caracteristica Luminal A Luminal B Her-2+ TN p
n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)
Edad Media 52,55 51,00 51,95 49,51
Rango 24-85 37-72 33-79 31-89 0,0010

Grupo etario <40
41-50
51-65
> 66
Total

2(3,92) 3(7,31) 2(9,09) 9(25,71)

27 (52,94) 20 (48,78) 10 (45,45) 16 (45,71)

15 (29,41) 16 (39,02) 8(36,36) 4 (11,42)
7(13,72) 2(4,87) 2(9,09) 6 (17,14)

51 (34,22) 41 (27,51) 22 (14,76) 35 (23,48) 0,0310

Punto de corte <50

29 (56,86) 23 (56,09) 12 (54,54) 25 (71,42)

> 50 22 (43,13) 18 (43,90) 10 (45,45) 10 (28,57)

Total 51 (34,22) 41 (27,51) 22 (14,76) 35 (23,48) 0,4511
Estadio | 13 (25,49) 5 (12,19) - 1(2,85)

[ 36 (70,58) 33 (80,48) 7 (31,81) 17 (48,57)

Il 2(3,92) 3(7,31) 15 (68,18)17 (48,57)

Total 51 (34,22) 41(27,51) 22 (14,76)35 (23,48) 0,0580

Grado histolégicol
Il
1l

6 (11,76) 4 (9,75) - .
38 (74,50) 34 (82,92) 11(50) 11 (31,42)
7(13,72) 3(7,31) 11(50) 24 (68,57)

Total 51 (34,22) 41 (27,51) 22 (14,76) 35 (23,48) 0,0010
Recurrencia Local - - 5 (62,5) 4 (20)

Regional - - - 3 (15)

Sistema 1 (100) - 3(37,5) 13 (65)

Total 1(3,44) - 8 (27,58) 20 (68,96)0,0160
Estatus Vivas 50(98,04) 40(97,56) 19(86,36922(62,86)

Fallecidas 1(1,96) 1(2,43) 3(13,63) 13(37,14)

Total 51(34,22) 41(27,51) 22 (14,76)35 (23,48) 0,0000
SG Media 70 71 46 41 0,0000

Fuente. Datos de la investigacion. TN: Triple negat
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Cuadro 11 Andlisis del patron de recurrencia de la enfermedad segun el

subtipo molecular

Recurrencia Luminal A Luminal B Her-2+ TN p
n° (%) n° (%) n° (%) n° (%)

Aparicion* Media 35 - 24,11 21,75 00,0160

Rango - - 21-35 16-30
SintomatologiaNo6dulos - - 5(62,5) 7(35)

Disnea 1(100) - 2(25) 6(30)

Tos - - 1(12,5) 3(15)

Dolor - - - 2(10)

Ninguna - - - 2(10)

Total 1(3,44) - 8(27,58) 20(68,96) 0,0000
Ubicacion Piel - - 5(62,5) 4(20)

G. axila - - - 3(15)

Pulmon 1 (100) - 3(37,5) 9(45)

Higado - - - 2(10)

Hueso - - - 2(10)

Total 1(3,44) - 8(27,58) 20(68,96) 0,0000

Fuente. Datos de la investigacion. *Expresado esesie

Asi se observé una mejor supervivencia global srcé&sos con expresion

de la Ck8 y Ck18, curiosamente mas en pacientesucoores del subtipo luminal

B que luminal A. En tanto que la ausencia de expmeparece no incidir

negativamente incluso en todos. Igualmente se wbsera menor supervivencia

global ante la expresion de CD10 en los casos wmores luminal B, Her-2+ y

TN como ante el inmunomarcaje de p73 y Ck5/6 erlémgicon TN y luminal A

respectivamente (Figura 12 a 22). Se encontré @soai del inmunomarcaje de

Ck8 y Ck18 en el subtipo luminal B con una supemoia global y supervivencia

media significativamente mayor, como de la Ck5/7A8 en el subtipo TN y

luminal A con una supervivencia global y supervoian global media

significativamente menor (Cuadrc
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Cuadro 12. Supervivencia global de acuerdo a la esgsion de los marcadores
en estudio y subtipo molecular

Inmunomarcaje Luminal A Luminal B Her-2+ TN

Media en meses = DS de la supervivencia global

Ck5/6 Positivo - - - 40£2
Negativo 68+3 - 4512 45+4
p - - - 0,020
Ck8 Positivo 69+2 - 4512 39+3
Negativo - 25 - 44+3
p - - - 0,000
Ck18 Positivo 69+2 - 4613 41+3
Negativo - - 37 42+3
Y - - 0,88 0,001
p73 Positivo 69+2 - 4512 41+2
Negativo - - - 36
p - - - 0,010
CD10 Positivo - 54+6 35+2 36
Negativo 68+3 - 47+2 4142
p - - 0,24 0,428
EGRF Positivo - - - -
Negativo 7012 71+1 4612 4142
D - - - -

Fuente. Datos de la investigacion. TN= Triple nigat

El analisis multivariante de regresion de Cox de Variables clinico-
patolégicas y de la expresion de las moléculasigg7Kp53, Bcl2, Ck5/6, Ck8 y
Ck18, p73, CD10 y EGFR, mostré valor pronésticoepehdiente para los
subtipos moleculares, la edad, el estadio clin&cexpresion de Ki-67, BCL2 y la
expresion de Ck5/6 con cocientes de riesgos (haati) de 0,7; 0,6; 3,5; 2,5,

2,2y 3,1 respectivamente.
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Figura 12. Supervivencia global segun el subtipdemdar y la ausencia de
expresion del marcador Ck5/6. Se observa mejorrgiyeacia global para los

subtipos luminal B y A que para Her-2+ y TN antalsencia de inmunomarcaje
de la Ck5/6. Fuente. Datos de la investigacion.
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Figura 13. Supervivencia global segun el subtipodemdar y la expresion
positiva del marcador Ck5/6. Es evidente la diswiiinu de la supervivencia
global para el subtipo TN ante el inmunomarcajeéC@B/6. Fuente. Datos de la
investigacion.
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Figura 14. Supervivencia global segun el subtipdemdar y la ausencia de
expresion del marcador Ck8. La supervivencia glolshinuye en los casos con
subtipos luminal B, TN, Her-2+ sin relacion conneércaje de la Ck8. Fuente.
Datos de la investigacion.
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Figura 15. Supervivencia global segun el subtipoemdar y la expresion
positiva del marcador Ck8. Se Aprecia mayor supengia de los casos con
subtipo luminal B y luminal A que en el resto ds &ubtipos con inmunomarcaje

de Ck8. Fuente. Datos de la investigacion.
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Figura 16. Supervivencia global segun el subtipdemdar y la ausencia de
expresion del marcador Ck18. La supervivencia ¢gldisaninuye sensiblemente
en los subtipos Her-2+ y TN. Fuente. Datos devastigacion.
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Figura 17. Supervivencia global segun el subtipodemdar y la expresion
positiva del marcador Ck18. Se observa mayor sumareia global de los
subtipos luminal B y luminal A que en el resto de $ubtipos con inmunomarcaje
de Ck18. Fuente. Datos de la investigacion.
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Figura 18. Supervivencia global segun el subtipdemdar y la ausencia de
expresion del marcador p73. La supervivencia gldishinuye mas en los casos
con subtipo TN que en el resto de los subtipos umeracia de marcaje de la
proteina p73. Fuente. Datos de la investigacion.
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Figura 19. Supervivencia global segun el subtipoemdar y la expresion
positiva del marcador p73. Es perceptible la msjgervivencia global para los
casos con subtipos luminal B y luminal A que pasadubtipos Her+2 y TN con
inmunomarcaje de p73. Fuente. Datos de la invesfiga
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Figura 20. Supervivencia global segun el subtipdemdar y la ausencia de
expresion del marcador CD10. La supervivencia dglesamenor para los casos
con subtipo luminal Her-2+ y TN que para aquellos wminal A en ausencia de
marcaje de CD10. Fuente. Datos de la investigacion.
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Figura 21. Supervivencia global segun el subtipoemdar y la expresion
positiva del marcador CD10. La sobrevida globainiigiyd mas en los casos con
subtipo TN que Iluminal B con marcaje de CD10. FeerDatos de la

investigacion.
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Figura 22. Supervivencia global segun el subtipdemdar y la ausencia de
expresion del marcador EGFR. Fuente. Datos dev/ésiigacion.
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1 Consideraciones y reflexiones

Es innegable que a mas de una década que fue revetxonomia
molecular del carcinoma de mama sobre la base d&peesion génica, el uso
generalizado de la clasificacion en subgrupos agestringida e imposible en la
mayoria de centros asistenciales de muchos pdi9e&(162-164). Asi mismo,
otros estudios multigénicos también son limitad@nyalgunas regiones son solo
accesibles para quienes cuentan con algun sistersagiiridad social o recursos

economicos suficientes (51,165).

En nuestro medio los casos en la practica hab#oalevaluados con el
perfil de tincion del estudio inmunohistoquimico, dyferenciar los subtipos
conocidos con el mismo parece una alternativa mucés factible que con los
otros estudios referidos en la literatura (27,33831), considerando la
importante poblacién en la que acontece la neoplasia (8,%6D,Y que el

procedimiento para el andlisis requerido debe sail, f reproducible y
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relativamente econdémico (38) con el poder de caraer los subtipos

moleculares como lo sefialan algunos articulos 343344,161,16366-168).

En este estudio de acuerdo a la clasificacion ratdedel carcinoma de
mama empleando inmunohistoquimica, se aprecidO uneral importante de
tumores que expresaron el receptor de estrogenecual se ha reconocido
indiscutiblemente como el mayor factor discriminadiel subtipo molecular
(23,26,27,31,41,169,170). En relacion con lo aaterila expresion del RP y Her-
2, se observo predominio de los tumores del suldtipgnal, con una mayor
proporcion a favor de los luminal A, hallazgo quebgn es similar en la
distribucion a lo descrito en los estudios de Cahegmelandu, Matos, Pifiero,
Salhia y sus grupos de trabajo (31,39,42,43,17grelicon los mismos en la

proporcion de la totalidad de casos luminal y dessibtipos.

En los estudios citados se han comunicado frecagmeie oscilan para los
carcinomas luminal entre 64,5 y 75,6%, como parauétipo A entre 47,9 al
57,6% y para el subtipo B entre 6,9 al 11,6%, diferas que se acentdan aun mas
por el porcentaje obtenido de 27,5% para los UKirao el presente, aunque al
respecto con los analisis de Mufioz, Mufioz, O'Byesus colaboradores se

encontrd similitud con este hallazgo (49,68,172).

Es posible que las disimilitudes con dichos arglesitre otras razones

pueden atribuirse al disefio de los mismos, numerccakos, al método de
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clasificacion molecular segun los distintos crasriempleados por cuanto en
algunos se consideran exclusivamente tumores llnBing en otros tumores
mixtos a aquellos que expresan RE/RP/Her-2, a tafsiicas de base
poblacional como raza (caucasica, afroamericanapahica, o0 mestiza),

componente ancestral, edad y estrato, o al estatusonal o estadio clinico.

En el estudio de Reigosa y colaboradores (168)yaom a lo descrito en
el presente, se encontré predominio de tumores dNimmunofenotipo basal o
TNB, hallazgo con el cual obviamente se difier@r &ra parte el porcentaje de
tumores Her-2+ que fue de 14,8%, resulté similatoadescrito en otras
publicaciones (68,171-173). Sin embargomon otros estudios, se observo
disparidad por un porcentaje menor y variable enf® y 13,3%

(31,39,43,170,171).

En relacion a los tumores TN la proporcion de 23¢bflére notablemente
del 3 al 15% de lo reportado en la literatura yoeti@do en paises desarrollados.
No obstante, el hallazgo en el presente, es comleac@n lo sefialado en los
estudios por Carey, Blows y O'Brien, (31,170,1&2que es de resaltar que las
poblaciones abordadas en las citadas investigaciea@ban conformadas por
mujeres afroamericanas e hispanicas, que si bierc@asideradas por separado
parecidas a nuestra poblacion en la literatura,cu@yadmitir que el mestizaje es

lo mas comun en la misma.
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El inmunomarcaje del Ki-67 fue predominante no g&oa los carcinomas
TN, sino también para los Her-2+, hallazgo queediide lo reportado en la
literatura (43,44). Sin embargo, la expresiéon del6K en un porcentaje
importante de tumores del subtipo luminal A quenthala atencién no difirio de
otra publicacion (174). No obstante en el preseitevaluar en las células
tumorales con inmunomarcaje, el porcentaje de ngdefidos, se coincide en
que los tumores luminal B expresan mas bien urcénde proliferacion celular
mas alto ¥ 25%) que los luminal A, hallazgo también presesmeos subtipos

Her-2+, TNnB y TNB, como se ha sefialado con anidad (34,42,44,176,177).

Por otra parte analisis como los de Cheng y Bhargav8, 179) dieron a
conocer que el indice de expresion de Ki-67 es arcador que diferencia mejor
a los subtipos luminal y sugirieron que aquellandres con un indice > 14%
deberian ser clasificados como tumores luminal @ yuminal A. No obstante
una limitante con el mismo para clasificar a dichosgrupos e incluso comparar
resultados con otros estudios, es en la practiqaunio de corte muy variable y
una técnica no estandarizada para su evaluaciiterprietacion. Aun asi, lo cierto
es que, mientras mas elevado es el indice de Knéyor es la fraccion de células
tumorales en proliferacion y la agresividad del dungue se relaciona entre otros
con un tiempo de SG e ILE menores y contradictcei@e mejor respuesta a la
quimioterapia, lo que da valor pronodstico y pradect al mismo

(12,13,15,28,126,176-179).
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La expresion de p53 en los tumores luminal A y Buea proporcion de
casos nada despreciable en cada subtipo fue caoswleneEn un estudio previo
(179). En el presente, tanto los luminal A comoeBistraron mayor niumero de
tumores que inmunomarcaron la proteina, resultgdesdifieren del analisis de
Pifiero y colaboradores (43). No obstante, el inrmaroaje de la proteina en los
tumores TN y Her-2+ no fue distinto de los resuwtaen otras publicaciones
(27,28,43,44) y al respecto se concuerda en quéfosnas que los Her-2+

muestran una elevada expresion de la proteinazy531().

En este estudio el porcentaje de casos que exfagsdteina Bcl2 fue
menor a lo reportado en otro (56,37% vs 69,27) }1Zbnsiderando la expresion
por subtipo, el marcaje en los luminal A y B fueni&r a lo sefialado en la
literatura (45,175,181), mientras que en los HerZRN la proporcion de casos
que inmunomarcaron la misma fue relativamente bajoparado con los otros
subtipos, resultado que difieren de lo publicadcalgunos andlisis (43,47). La
expresion de la proteina p53, Bcl2 o ambas en mmortuse sabe se encuentran
ligadas con los mecanismos frecuentes de evasida aeoptosis, e influyen en
un comportamiento tumoral mas agresivo, y por tamoun prondstico menos

favorable para los casos con inmunomarcaje (2632843

Las proteinas marcadores de células epitelialesales como la Ck8 y
Ck18 se co-expresaron en un importante numero eras. En los luminal A

caracteristicamente se observé en todos, y erutomal B en la mayoria como
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era de esperar, y aunque también se aprecio ddeleg+ y TN, la explicacion

pudiese tener fundamento en el origen de las &riaitivas con potencial de
diferenciacion dual, aunque con evidente predondeiain linaje celular (65,178)
(182). Por otra parte la Ck5/6, marcador de célapteliales de origen basal, se
expresd en muy pocos tumores del subtipo luminaB A, Her-2+, similar a lo

reportado por algunos autores (33,37,166), pennelb,62% en los tumores TN,
hallazgo que difiere notablemente del rango enra 80% de lo encontrado en

algunas publicaciones (33,37,69,169,183).

Asi mismo el CD10 marcador de las células miogplesd de la mama se
expresd en pocos tumores de todos los subtipososERN el nimero de casos
que inmumarcaron la proteina fue aun mas bajo quesleresto, resultado
consistente con lo comunicado en el estudio desliwacolaboradores (37), no
obstante, se reconoce son limitadas las investigasi que han abordado el
analisis de su expresion (37,184). Al respecto parwlisis han revelado que su
marcaje en las células define pérdida de caratitads epiteliales hacia un
inmunofenotipo mesenquimal y ha sido consideradmdicador de la transicion
epitelio mesenquima (TEM) lo que pudiera estar etacion con mayor

agresividad del tumor que le expresa (184,185).

La expresion de Ck5/6 y CD10 en algunos carcinoffids permitio
distinguir entre los mismos tumores con inmunofeadbasal o tumores TNB de

acuerdo a la definicién conocida en la literatl83,42,65,136,144,178,186,187).



112

En particular un caso TNB expres0 ambas proteimaazgo que se sabe tiene

implicaciones clinicas de acuerdo a algunas putiboas (37,169).

Por otra parte la proteina p73 se expresé en arpatcentaje de tumores
en todos los subtipos, no obstante en los lumingl HAer-2+ se observd mayor
proporcion de casos que le immunomarcaron, refdtaple difieren con lo

publicado por Zhou, Zhou y su grupo de trabaj&@(188).

En este estudio el analisis de la expresion datisuerpos inicialmente
realizados y del panel abordado en la investigacstro en conjunto un retrato
molecular de cada tumor no conocido hasta presedeteninguno, como
heterogeneidad en los subtipos moleculares al wrsporcentajes de expresion
muy variados para los 12 marcadores moleculardizatas. La heterogeneidad
en los subtipos tumorales se ha sefialado en otstsdies (31-
33,137,144,162,171,1900 de destacar en el presente, es la evidenciande
patron de expresion proteica en las muestras tuesogae difiere de lo publicado
en la literatura hasta hoy (31,33,37,39,42-44,65¥%fue pudiese ser el punto de
partida para explicar y/o comprender diversos hgtla clinicos de la enfermedad

€en nuestras pacientes.

Es posible que dicha variabilidad en la neoplasiga sustento tedrico en
la carcinogénesis y progresion de las células rsadeeplasicas malignas que

poseen un importante nimero de alteraciones gaséyicdiversos potenciales
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evolutivos, que son traducidos en los variadoopas de expresion de moléculas
proteicas que son revelados por el estudio inmstmipiimico. (65,71,72,74,
174,190)aunque no se descarta la relacion de base pobdhcDatos recientes
indican que el grado de componente ancestral earpéros en la poblacion no
solo latina, se relaciona con un riesgo incremenfada la neoplasia y se vincula
ademas con la presencia de diferencias genéticagrugms tumorales (170-

173,191).

Los resultados obtenidos en este estudio han deadostomo lo sugieren
algunos referidos de la literatura (31,33,37,168) gl analisis de los patrones de
expresion proteica por el perfil de tincion deluesd inmunohistoquimico del
tumor puede ser un sustituto util para catalogarsebtipos equivalentes a
aquéllos basados en perfiles de expresion génicagwando, se advierten obvias
diferencia con dicha técnica y resultados que puesse muy variables con la
misma. A los efectos se reconoce que los estudiogHQ) del tumor exponen
determinadas proteinas moleculares presentes epoldacion de células
tumorales, por lo que podrian considerarse unjoefiélido y aplicable de los
estudios de biologia molecular al develar inforrdacide aquellas y en
consecuencia de la neoplasia (31,33,37,43,175adase adiciona la posibilidad
de identificar el tipo celular que exprese la praag150,151) y su uso sin lugar a
dudas sobre muestras tisulares preservadas Unioadtiples y organizadas en

TMAs en nuestro medio (63,149,152).
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Clinicamente, se observo que la edad media de Bfi@2de las pacientes
para el momento del diagndstico de la enfermedadiwey similar a lo registrado
en otro estudio (179) y cercano a lo comunicaddlistintas publicaciones que
refirieron la edad media alrededor de los 50 afi@2,0174,192,193), hallazgo que
difiere de otros trabajos como el de Reigosa, Aacy sus grupo de trabajo
(168,174) donde la misma fue reportada en 49,62,8 &hos respectivamente.
Diferencias que entre otras igualmente puede atsdal nimero de casos, el tipo
de institucion de donde provienen aquellos y/o atarésticas epidemioldgicas y

hasta sociales de las poblaciones incluidas enwaala

En este estudio llamo la atencion, como en dos atécter nacional
(168,175), el porcentaje de la neoplasia en mujgoesiebajo de 50 afios. En tal
sentido, la cifra mas baja de la media de edadbservo en las mujeres también
con tumores del subtipo TN, lo cual coincide inolun resultados de otros

analisis (31,193).

En un ndmero de los casos, el tamafio tumoral, @dadlos ganglios
linfaticos regionales, grado histologico y el egiadlinico registrado, se
encontraron fuera de lo comdn comunicado en otragestigaciones,
particularmente por los hallazgos de tumores loeatm avanzados, con grado

histol6gico de moderado a pobremente diferenciadd.{4,175).
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Asi mismos cuando ampliamente se evallan dichaacteaisticas en
relacion al subgrupo moleculase observdé como en los tumores del subtipo
luminal A y B, es mayor la diferencia del estadinico y el grado histolégico en
sus escalas, Il con el | a favor del primero, ycuenlos tumores de ambos
subtipos mostraron caracteristicas favorables &tioe al resto de los otros
subtipos (Her-2+ y TN), como tamafio tumoral masupéq, con bajo a
moderado grado histoldgico, ganglios axilares negsto menor numero de
ganglios con metéastasis y en definitiva estadio arem en el momento del
diagndstico no es posible obviar el mayor porcentd¢ casos con tumores
luminal B que A que correspondieron con lo deschtiorespecto es posible que
el nimero de casos luminal A en estadiglidiese tener una explicacion por la
expresion en algunos de los mismos de las moléquitdsicas p53, Bcl2, alto
indice de Ki-67, p73 y CD10 que entre otras acliraitando la reparacion del
dafo celular, la apoptosis y promueven la proldém celular sin mayor arresto,
lo que vincularia un tumor de un mejor fenotipo conmayor estadio y no uno
mas bajo. No obstante el inmunomarcaje de dichateipas en algunos tumores

de este subtipo ofrece sin dudas caracteristicdgatenciacion entre los mismo.

En el presente, el nUmero de casos con enfermedasta&dios localmente
avanzados (llb, Illa, lllb y llic) que concuerdancotros estudios nacionales
(61,174)difiere de la literatura internacional por el diagtico de la enfermedad
en estadios iniciales (0, |1 y lla) (30,174,193)n Simbargo y aunque fue

significativa la relacion de tumores en estadiosoh el subtipo luminal Ay By
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del Ill con los subtipos Her-2+ y TN, fue obvioedcaso o negativo numero de
casos en estadios | para casi todos los subtigidafbién aquellos altimos son
tumores fundamentalmente indiferenciados (gradpdili comparacion los del

subtipo luminal.

Las diferencias entre los subtipos molecularescdater de mama son
claras, y aunque lo comun es que los carcinomawatea de tipo luminal A,
seguido de los luminal B, sean los que presentan®G y SG media, se puede
decir que entre los mismos ocurrio lo contraricekpresente, sobre todo al final
del periodo de seguimiento establecido. Probableangto mas razonado es que
lo observado guarde relacion con las caractersstivaleculares propias del
tumor. Consecutivamente los carcinomas Her-2+ ys&Ndentificaron como los
tumores de peor prondéstico y mas agresivos en dandel tiempo y tipo de
recurrencia (mayor numero de recurrencias locale®® Her-2+, y viscerales y
O0seas en los TN), la menor supervivencia y los stec@or la enfermedad en
concordancia con algunos estudios previos (194,18%)ropdsito la literatura
sefala que el riesgo no solo de recurrencia smbién de muerte es mayor entre
las mujeres con tumores de mama del subtipo TNpgue otras con diferente
subtipo, aunque al respecto aquellas con Her-Zossideran que tiene un riesgo

intermedio (173,175,193,194).

Por otro lado cuando se valoro la SG en relaci@®ubtipo y la expresion

de proteinas del panel de estudio (Ck5/6, Ck8, C18, CD10, EGFR), es claro
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una menor SG en aquellos con tumores del subtipyg &kpresion de p73, Ck5/6
y CD10 como en aquellos con carcinomas luminalHBey-2+ con inmunotincion
para CD10, como con luminal A e imnunomarcaje d& pICk5/6, encontrando
asociacion significativa con una SG y SG media,anem TN y luminal A con
expresion de Ck5/6 y p73 como una mayor SG y SGarexd aquellos tumores
luminal B y positividad de Ck8 y Ck18Asi es posible mencionar que los
resultados obtenidos parecen confirmar que hayetiééas importantes entre los
inmunofenotipos considerados de la literatura
(25,26,30,31,32,36,41,42,69,161,186) de tal forma g clasificacion mediante
los biomarcadores moleculares expuestos permiigéernir formas con diferente
pronéstico (Figura 23). A tal efecto se pueden arpolas principales

caracteristicas de fenotipo tumoral en la pobtad® estudio:

Luminal A

Se caracterizaron por la expresion de RE, RP, BEKSB, Ckl8 y p73,
68% exhibieron un indice bajo a intermedio de Kiyamh 31% alto indice de Ki-
67, como 47% p53, 19% CD10 y solo 7% Ck5/6. Modaamente presentan un
moderado grado histolégico. Se observaron menosuggres mas jovenes, por lo
general alrededor de los 53 afios de acuerdo a&ddande edad. Por otro lado,
estos tumores presentan un mejor prondstico con m@aor incidencia de
recurrencias y con una mayor SG y SG media queseb de los subtipos aunque

comparativamente con los luminal B, ambas son nesnor
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Luminal B

Se caracterizaron por la expresion de RE o RP, Ck38, p73, 54%
presentaron Her-2 y p53, 44% indice alto de Ki®D10 15% y solo 17% Bcl2.
Las afectadas son mujeres también menos jovenesn yina edad, uno o dos
aflos menos que aquellas con tumores luminal Acderdo a la media de edad.
Estos presentan un mejor prondéstico que los luesna@, sin recurrencias y

mayor SG y SG media que los luminal A y el restéodesubtipos.

Her-2+

Se distinguieron por la expresion de la proteina2jendice de Ki-67
alto, 77% Bcl2, 59% p53, 95% p73, como 62 a 95%exsipn de citoqueratinas
luminales (Ck8, Ck18). Son tumores en su mayoribdifierenciados, con mal
prondstico en correspondencia con un menor tiemgra fa recurrencia y un
patron visceral de la misma y una menor SG y SGianeoimparado con los

luminal.

TN

Son tumores que no expresaron RE/RP/Her-2, pano aitoindice de Ki-
67, 44% p53, 71% Bcl2, 91% p73 y entre el 52 y 6CKB y Ck18, e
histolégicamente son peor diferenciados. Estos tesnge observan en edades
mas tempranas y por debajo de los 50 afios, pariergl tienen peor prondstico
por mas recurrencias de predominio visceral y UBaySSG media menor que el

resto. Por la ausencia de marcaje de proteinagldles basales estos son tumores
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TNnB. A diferencia algunos tumores negativos al FEHer-2 expresan
proteinas como Ck5/6 y CD10 exhibiendo un fenotistinto que permite
reconocerlos como TNB. Estos ultimos por tantotaombién mal diferenciados y

de peor prondstico que el resto de los tumores.

5.2 Conclusiones

1. El analisis en conjunto de los biomarcadores mddees en este estudio
proporciona una mejor definicion de cada tumor pacmpletar el
diagndstico de la neoplasia por el perfil de mdeproteicas expresadas y
la caracterizacion molecular resultante.

2. Definitivamente se han expuesto otras moléculasejpas claves en la
naturaleza la maligna del tumor que influyen ecaiacterizacion molecular
y que no eran conocidas en nuestra poblacion afecta

3. El perfil inmunohistoquimico, la caracterizaciorrgfinamiento molecular
de la neoplasia asi expuesta posibilita conocer méjor la agresividad
tumoral y el riesgo individual.

4. La utilidad clinica y la relevancia biologica daasshallazgos exigen por
tanto otros estudios que incorporen el uso de dstmwmarcadores para
transitar de lo clinico a lo biolégico en los mdsaros de origen y

progresion del carcinoma.
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Recurrencia/ Supervivencia

Menor / Mayr

~
Ck8, Ck18, p73 (100- 94%),
Ki-67 bajointermedio (68%)
Bcl-2 (92%), p53 (47%),
CD10 (19%), Ck5/6 (7%

Luminal A

( A
Ck8, Ck18 (100-94%), p73

(91%), Ki-67 alto (31%), sin

Bcl2, p53, CD10, Ck5/6

- J

Luminal R
Ck8, Ck18 (86-97%), p73
62%

(91%), Ki-67 alto (44%), Bcl-

2 (83%), p53 (54%), CD10
Luminal B L (15%), Ck5/6 6%) )

( R

Ck8, Ckl18 (86-97%), p73
(91%) Ki-67 bajo-intermedio
(39%), sin Bcl2, p53, CD10,
Ck5/6 )

[ Subtipo molecular ~N

Ck8, Ck18 (61-95%), p73

(95%), Ki-67 alto (59%), Bcl-

2 (23%), p53 (41%), CD10
(32%), Ck5/6 15%)

_ J

( N
Ck8, Ck18 (61-95%), p73
(95%), Ki-67 bajointermedio
(32%), Bcl-2 (23%), p53 (41%)
CD10 32%). Ck5/6 15%)

No Luminal

Pulmén ~

38% Ki-67 alto (49%), p73 (91%),
p53 (46%), Bcl-2 (29%), Ck8,

Ck18 (61-51%), sin Ck5/6,

CDh10

- - J

_ - . R

Ki-67 bajo-intermedio (46%),

p73 (91%), p53 (46%), Bcl-2

[ Triple negativo ] (29%), sin Ck8, Ck18, Ck5/6,

CD10
- - J
0,

23% - ~
Ganglios Ki-67alto (49%), p73 (91%),

axilares p53  (46%), Bcl-2 (29%),

0, 0,
Higado & i J

1

. - ] )

Hueso Ki-67bajo-intermedio (46%),

p73 (91%), p53 (46%), Bcl-2
(29%), CK5/6 (16%), CD10

9%),
\(0) )

Figura 23. Caracteristicas del fenotipo tumordbdeoblacion de estudio.
Creacion del autor.




CAPITULO VI

TEORIA DERIVADA

Con sustento sobre los cuatro fenotipos moleculdetsancer de mama
(luminal A, luminal B, Her-2+ y basal) definidosérmlmente mediante genémica
e inmunohistoquimica, con base en una metodolodia acesible en nuestro
medio y marcadores moleculares se ha identificdderetipo tumoral de la
neoplasia en una poblacion venezolana con un penfiinohistoquimico y una

caracterizacion molecular hasta el presente nocigao

La realidad de nuestras pacientes con la neoptesias del todo clara
cuando se hace el diagndstico histopatologico g/@sablece el estado de los
clasicos marcadores utilizados de rutina para soejopao se analizan otros
factores, ello exige por necesidad biolégica y icéinproporcionar otras
alternativas como herramienta de valor para reavaltumor y documentar lo

pertinente de cada uno.

La identificacion del fenotipo tumoral referido coras caracteristicas del

tumor en términos de expresién de proteinas qumedefl subtipo, no solo
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permite un diagnéstico mas completo y cercanoidelatidad del tumor, sino aun
mas importante, el reconocimiento de grupos deepts y diferencias entre los
mismos de acuerdo a la lesion maligna asi caraatixi Cuando se conocen las
diferencias de la neoplasia, es comprensible advgue biolégicamente el
comportamiento de la misma puede ser muy variagdnsaquellas, y el reto de
establecer el subtipo tumoral se vuelve clave panacer que se puede aguardar

de la enfermedad.

En nuestras pacientes comprender la biologia debrtgignifica partir del
conocimiento adquirido, que el carcinoma de maraa| eesultado por una parte
de mudltiples alteraciones en el genoma de la céel unidad ductolobular que
da origen a las células cancerosas, como por dadelrproceso secuencial de su
desarrollo, lo que subyace en la complejidad desotipo, con consecuencias en
la desregulacion de varias vias celulares de gzeiG&dn que controlan el
crecimiento y diferenciacion de las mismas y querdan relacion con la
expresion de algunos determinantes antigénicos aieipas a nivel del
microambiente celular que son expuestas con lacegempleada en el estudio del

perfil inmunohistoquimico.

La determinacion de un panel de proteinas molessileomo: RE, RP, Ki-
67, p53, p73, Bcl2, Her-2, EGFR, CD10, Ck5/6, CB8/lelacionadas con la
iniciacion y proliferacion, evasion de la apoptpsigecimiento, diferenciacion,

migracion, adhesion, supervivencia, mayor agreat/igo del linaje de la célula
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permite a la luz de los conocimientos tedricos gvalencia, la caracterizacion
molecular del tumor y una aproximacion bastanteasex al prondstico y riesgo

individual segun el subtipo determinado.

Los argumentos asi expuestos conducen a pensagnglee practico, el
namero de biomarcadores que se determinan actu@mnesn relacion a la
neoplasia sera ampliado en funcion de la infornmad® interés que se persigue,
resta decir en funcion del beneficio para el pdeigrapoyo para las decisiones a

tomar.

Si se sabe que segun el subtipo (luminal A y B-2er TN con o sin
inmunofenotipo basal) la supervivencia e intervdioes de la enfermedad son
distintas, se hace cada vez mas oportuno ofreqars aiportunidades que
conduzcan a mejores perspectivas de calidad depadalas afectadas por una
practica médica mas personalizada. La estratificapor subtipos puede ser el
inicio del camino para la introduccion de mejoresiones de manejo del tumor

€en nuestras pacientes.
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ANEXO 1

Autorizacion del Centro de Investigacion



Universidad de Carabcbo
Facultad de Ciencias de la Salud
Direccién de Postgrado
Doctorado en Ciencias Médicas

AUTORIZACION DEL CENTRO DE INVESTIGACION

Ciudadano

Prof. Aarén Mufioz

Director

Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnologica
Universidad de Carabobo

Se solicita de usted su consentimiento y autorizacion para el acceso y uso de blogues
de parafina convencional con tejido tumoral maligno de la glandula mamaria de
mujeres con el diagndstico histopatoldgico de adenocarcinoma ductal invasor sin otra
especificacion o mixto con componente invasor predominante que se encuentran en el
centro para el desarrollo del proyecto de Tesis Doctoral titulado: “Perfil
inmunohistoquimico y el refinamiento de la caracterizacién molecular del carcinoma
de mama en una poblacién venezolana” a efectuarse durante el periodo 2009-2012,
cuya autora es la cirujano oncologo Vilma E Rebolledo Pulido, titular de la cédula de
identidad N° 7.102.821, Investigador Principal del centro y Doctorando en Ciencias
Médicas de la Universidad de Carabobo. El proyecto tiene como proposito:
Establecer un perfil inmunohistoquimico del carcinoma de mama que contribuya en
la caracterizacion y el refinamiento de la clasificacién molecular.

Las muestras requeridas son de relevante valor cientifico para la investigacion y
consecucion de los objetivos de la misma, cuyo acceso y uso sera acorde y
inicamente para lo sefialado, sin riesgo de deterioro ni ningin otro tipo para las
mismas, el espacio fisico y el personal que pueda intervenir para los efectos.

El acceso, suministro, y procesamiento de las anteriores no generara perjuicio alguno
ni costo a la institucion ni interferird con las politicas de trabajo de la misma. Los
resultados seran utilizados para fines estrictos de la investigacion y de su eventual
publicacion en forma anénima, parcial o total, sin menoscabo de la dignidad humana
o privacidad de quienes se tomen los datos de interés de las anteriores.

Se solicita su consentimiento, autorgza"‘ ion y colaboracién previa informacion
suministrada en relacion con el objetwo*del e;studlo y con el uso de la informacion a

obtener. /,?
f ’ /[f '—P}V K i . R Lo 'fi 1/ ‘I':‘" l/,-' . 1’“
_ /’Nombre § Finpa, 7 = KRS Fecha

Sello de la Autoridad del Estabiecumﬁntg de SaLucL

L-_‘:.?
'n

Se otorga el consentimiento y se autoriza axmphamente a la ciryjano oncdlogo Vilma
E Rebolledo Pulido, responsable de ]a mvestlgacmn y Doctorando en Ciencias
Médicas de la Universidad de Caraboboh
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ANEXO 2

Consentimiento Institucional



Universidad de Carabobo <
Facuitad de Ciencias de la Salud |
Direccion de Postgrado \
PDoctorado en Ciencias Médicas

CONSENTIMIENTO INSTITUCIONAL

Ciudadanos

Direccion Méedica

Gerencia General

Departamento de Administracion
Clinica Docente Los Jarales

Se solicita de ustedes su consentimiento, autorizacion y colaboracion para el desarrollo
del proyecto de Tesis Doctoral titulado: “Perfil inmunohistoquimico y el refinamiento
de la caracterizacion molecular del carcinoma de mama en una poblacidn venezolana” a
desarrollar durante el periodo 2009-2012, cuya autora es la cirujano oncologo Vilma E
Rebolledo Pulido, titular de la cédula de identidad N° 7.102.821, Doctorando en
Ciencias Médicas de la Universidad de Carabobo. El proyecto tiene como propésito:
Establecer un perfil inmunohistoquimico del carcinoma de mama que contribuya en la
caracterizacion y el refinamiento de la clasificacion molecular, partiendo del estudio de
marcadores biologicos por técnica inmunohistoquimica en una poblacién venezolana
con diagnostico de carcinoma ductal infiltrante. Al
Centro/Clinica/Hospital/Instituto/Unidad que decida y acepte consentir, autorizar y
colaborar voluntariamente, Gnicamente se les solicitarda informacién pertinente y
especifica de (los) caso(s) en lista, identificados adecuadamente.

El suministro, disponibilidad, acceso y registro de la informacion no generard ningin
costo a la institucion ni interferird con las politicas de trabajo de la misma. Los
resultados seran utilizados para fines estrictos de la investigacion y de su eventual
publicacion en forma andnima, parcial o total, sin menoscabo de la dignidad humana o
privacidad de quienes se tomen los datos de interés.

Se solicita su cousgafimiento, autorlza(:lon go__boracmn previa informacién
sum1mst.tgda en,relacion ;é n Baevey £on ¢l uso de la informacidn a
obtener. K iy :

Y e
LA oo sSON

ke F o
; o/ Nas I AHAL.E?’ ’ Fecha
i Sello- Aut d d-de Y % Salﬁdaﬂve?m e
_e lo-dprla Autofida %Syﬁj 7@4 C’DPTO nE mwmswgma

Se otorga el conseritimiento y s¢ autorlza ampliamente a la mrujano oncologo Vilma E
Rebolledo Pulido, responsable de la investigacion y Doctorando en Ciencias Médicas de
la Universidad de Carabobo.
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ANEXO 3
Oficio Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistio

Universidad de Carabobo (CDCH-UC)
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UNIVERSIDAD QE CARABOBO
AT;‘:( =

CONSEJO DE DESARROLLO
CIENTIFICO Y HUMANISTICO

Asunto:

No COCH-0 =201 Ref.:

Mayo 26, 2011

Ciudadana
Prof. Vilma Rebolledo
Facultad de Ciencias de la Salud

El Consejo Directivo de este Organismo, en la Sesion Ordinaria Nro. 300 del
26-05-2011, aprobd su solicitud de subvencion para realizar el proyecto de
investigacion, “Perfii Inmunohistoquimico y el Refinamiento de Ia
Caracterizacion Molecular del Carcinoma de Mama en una Poblacién”

Monto Aprobado: Bs. 118.140,21 (Materiales y Suministros)
Monto 1er. Adc:  Bs. 26.000,00
Duracion: Tres (3) afios

~ZIVARIA,

© (OAD DE

-

Atentamente,

2

Dra. Zulay Nifio
Directora Ejecuti

NO DEBE TRATARSE MAS DE UN ASUNTO EN CADA OFICIO

Tamaud/marbe

Av. Bolivar Norte, Centro Comercial El Camoruco, Piso 11, Oficina 11-01, Valencia 2001
Estado Carabobo, Venezuelq, Telfs.: +58 - 0241 - 8239413, 8236735, 8210137. e-mail: cdch@uc.edu.ve
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Anexo 4

Instrumento de Recoleccién de Datos



Universidad de Carabobo
Facultad de Ciencias de la Salud
Direccion de Postgrado

Doctorado en Ciencias Médicas

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Estudio previo IHQ N° Fecha:

Resultado: RE RP p53 Her-2 7 Ki6
Bcl2

Bloque N° Tipo de biopsia

Tipo
histolégico

Grado Histolégico Grado nuclear Ganglios
afectados

Historia N°
ARo Edad: Sexo

Estadio TNM: Tamafio tumoral: Gangliostafhus: Metastasis:

Evolucion clinica:

Recurrencia: Local: Regional. Distancia:_Tipo de recurrencia:
Intervalo libre de enfermedad (ILE): meSedrevida global:
meses. Estatus: Viva: Muerte:

Panel de estudio inmunohistoquimico

p73 EGFR
Ck5 Ck6
Ck8 Ck18 CD10

Subtipo molecular considerando (RE, RP, Her-2):

Luminal A Luminal B Her-2
TN

149






