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RESUMEN

Objetivos: Determinar el perfil inmunohistoquimico (pIHQ) en pacientes con
diagnostico de carcinoma infiltrante de mama.

Metodologia: Estudio de tipo descriptivo, cualitativo, se incluyeron un total de 330
pacientes diagnosticadas previamente con carcinoma infiltrante de mama, a quienes se
les realiz6 un analisis mediante inmunohistoquimica (IHQ) para los marcadores
tumorales: Receptor de estrégeno (RE), Receptor de progesterona (RP), Receptor Her-2
y proteina Ki67. En el analisis estadistico se evaluaron las frecuencias relativas, absolutas,
promedio, media. Se utiliz6 el test de chi-cuadrado de Pearson (x?, con un nivel de
significancia del 5%.

Resultados: Luego de realizar el andlisis de IHQ en las biopsias de las 330 pacientes
participantes, los resultados fueron los siguientes: subtipo Luminal A con 131 (39.7%),
Luminal B con 64 (19.4%), Basal con 49 (14.8%), Luminal B (Her-2+) con 47 (14.2%)
y Her-2 con 39 (11.8%). No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias
relativas encontradas en la poblacion en estudio al compararlas con lo reportado en otros
estudios.

Conclusién: La clasificacion del subtipo de cancer de mama es importante para evaluar
el prondstico de la enfermedad, pero también para determinar y proporcionar una terapia
adecuada. Por lo tanto, determinar el subtipo de cancer de mama es necesario para el

analisis histopatoldgico de rutina.

Palabras claves: Inmunohistoquimica, receptor de estrogeno, receptor de progesterona,

Her-2, Ki67, luminal, basal-triple negativo.



ABSTRACT

Objectives: To determine the immunohistochemical profile (pIHQ) in patients diagnosed
with infiltrating breast carcinoma.

Methodology: A descriptive, qualitative, study included a total of 330 patients previously
diagnosed with infiltrating breast carcinoma, who underwent an analysis by
immunohistochemistry (IHQ) for tumor markers: Estrogen receptor (ER), Progesterone
receptor (RP), Her-2 receptor and Ki67 protein. In the statistical analysis the relative,
absolute, average, average frequencies were evaluated. Pearson's chi-square test (x2) was
used, with a significance level of 5%.

Results: After performing the IHQ analysis in the biopsies of the 330 participating
patients, the results were as follows: Luminal A subtype with 131 (39.7%), Luminal B
with 64 (19.4%), Basal with 49 (14.8%) , Luminal B (Her-2 +) with 47 (14.2%) and Her-
2 with 39 (11.8%). No significant differences were found in the relative frequencies found
in the study population when compared to those reported in other populations.
Conclusion: The classification of the breast cancer subtype is important to assess the
prognosis of the disease, but also to determine and provide adequate therapy. Therefore,
determining the subtype of breast cancer is necessary for routine histopathological

analysis.

Keywords: Immunohistochemistry, estrogen receptor, progesterone receptor, Her-2,

Ki67, luminal, basal-triple negative.
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I. INTRODUCCION

El carcinoma infiltrante de mama (CIM) es una enfermedad heterogénea cuya
valoracion prondstica clasica se ha basado en pardmetros clinicos e histopatolégicos
(morfoldgicas). La estadificacion de la enfermedad se ha fundamentado esencialmente
en parametros como el tamarfio tumoral y la afectacién ganglionar. Sin embargo, estos
parametros morfologicos no terminan de valorar con suficiente especificidad el
comportamiento bioldgico de este tipo de neoplasia. La clasificacion TNM de la
Comision Americana Conjunta sobre el Cancer (American Joint Commission on
Cancer , AJCC), se basa en tres parametros: i) El tamafio tumoral (T), ii) La afectacion
a los ganglios linfaticos (nddulos, N) cercanos v iii) Si el cancer ha hecho metastasis
(M); estos parametros TNM permiten agrupar a los pacientes en distintos estadios que
representan diferentes probabilidades de recidivay, por tanto, establecen un pronostico
y ayudan a indicar terapias adyuvantes al tratamiento quirurgico.

Hoy en dia, en la practica rutinaria de la anatomia patoldgica ademas de la
clasificacion morfolégica, la deteccion de Receptor de estrdgeno (RE), Receptor de
progesterona (RP), Receptor Her-2 y proteina Ki67, en el CIM
es un factor prondstico significativo, solo o en combinacion. El perfil de expresion de
estos marcadores tumorales permite clasificar el CIM en 5 subtipos moleculares:
luminal A, luminal B, luminal B (Her-2+), Her-2 y triple negativo o basal. En el
presente trabajo, apoyados en estudios previos y las recomendaciones del Consenso
de expertos internacionales en cancer de mama de St. Gallen 2013, y empleando la
técnica de inmunohistoquimica (IHQ) se pudo agrupar y clasificar los CIM de un

grupo de mujeres peruanas afectadas por esta patologia.
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1.1 Descripcién y formulacién del problema

En los ultimos afos, se ha progresado considerablemente en los tratamientos
terapéuticos, lo que ofrece nuevas perspectivas para el manejo del cancer de mama. En
la actualidad hay una diversidad de opciones terapéuticas disponibles para combatir la
progresion de la enfermedad y prolongar el tiempo de vida de pacientes en estadios
avanzados de la enfermedad. Dentro de la gama de opciones terapéuticas se encuentran
la cirugia, radiacion, hormonoterapia (antiestrogénica) o quimioterapia, es decision del
médico tratante elegir cual es el tratamiento mas beneficioso para la paciente, pero para
tomar la decision correcta, el médico debe respaldarse en el diagnostico histopatoldgico
para conocer mejor la biologia y predecir el comportamiento de la neoplasia. De tal
manera, que siguiendo las sugerencias de los comités internacionales en el manejo clinico
y terapéutico del cancer de mama, los tumores del tipo carcinoma infiltrante de mama
(CIM), en sus distintas variedades, debieran ser clasificados de acuerdo a su estado de
expresion tanto para el receptor Her2/neu asi como para los receptores hormonales
(estrogénicos y progestagenos), ambos involucrados en vias de sefializacion que controlan
la proliferacion a nivel celular. En base a estos estos dos blancos terapéuticos, se han
propuesto algoritmos para el manejo clinico y terapéutico del carcinoma de mama
infiltrante. Por lo tanto, es indispensable hoy en dia realizar exdmenes complementarios
empleando técnicas de inmunohistoquimica y biologia molecular para una correcta
eleccion de la terapia farmacolégica.

En el Perq, el Instituto de Patologia y Biologia Molecular Arias Stella, es un
laboratorio privado de referencia para el diagndstico histopatoldgico,
inmunohistoquimico y molecular del cancer, que brinda servicios a instituciones de
salud publicas y privadas a lo largo de todo el pais. Es por ello, que aprovechando esta

situacion se ha visto la oportunidad para realizar una evaluacion inmunohistoquimica



y clasificacion molecular en pacientes peruanas diagnosticadas con carcinoma
infiltrante de mama y compararlas con las de otras poblaciones descritas en la literatura
cientifica.

Formulacién del problema

Problema general

e ;Cual es el perfil inmunohistoquimico (pIHQ) en pacientes con carcinoma
infiltrante de mama?

Problemas especificos

e ;Cual es el fenotipo de expresion de los receptores hormonales de estrogeno
(RE) y progesterona (RP) mediante técnica de inmunohistoquimica (IHQ), en
pacientes diagnosticadas con carcinoma infiltrante de mama?

e (Cudl es el fenotipo de expresién del receptor Her2/neu mediante técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), en pacientes diagnosticadas con carcinoma
infiltrante de mama?

e ;Cuadl es el fenotipo de expresion de la proteina Ki67 mediante técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), en pacientes diagnosticadas con carcinoma
infiltrante de mama?

1.2. Antecedentes

Bray y colaboradores (2018), en la tGltima publicacion de GLOBOCAN 2018:
“Estimaciones de incidencia y mortalidad en todo el mundo para 36 canceres en 185
paises ““ de la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer, sefialan que la
incidencia mundial estimada para cancer de mama en el 2018 fue de 2°088,849
NUevos casos y 626,679 muertes.

Sorlie y colaboradores (2001), en un trabajo publicado acerca de “Los

patrones de expresion génica de los carcinomas de mama distinguen las subclases
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de tumores con implicaciones clinicas”, consiguié un gran impacto en el
conocimiento bioldgico del cancer de mama proponiendo que: (a) Existen diferencias
fundamentalmente a nivel transcriptomico entre los canceres de mama Receptor de
Estrogeno positivos (RE+) y negativo (RE-), (b) El cancer de mama puede dividirse
en al menos cuatro subtipos moleculares: luminal A, luminal B, , Her2 y de tipo
basal.

Mendoza y colaboradores (2015) indican en su trabajo “Perfil
inmunohistoquimico del cancer de mama en pacientes de un hospital general de
Arequipa, Peru “, que el cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en
mujeres con una incidencia de 35,7 casos por cada 100 000, y en la ciudad de
Arequipa ocupa el segundo lugar, después del cancer de cérvix o cuello uterino, con
una incidencia de 26,1 casos por cada 100 000 mujeres. En este trabajo, realizado en
el Hospital Goyeneche, en una poblacion de 65 mujeres diagnosticadas con cancer
de mama, se realiz6 el estudio de los receptores hormonales y Her2/neu mediante
técnica de IHQ, encontrando que el 50,8% de casos expresaron RE, el 44,6%
expresaron RP y el 23,1% expresaron Her-2/neu. EI 30,8% de mujeres con cancer de
mama fue triple negativo.

Colombo y colaboradores (2011), en el trabajo titulado “Microarrays en la
década de 2010: la contribucién de los perfiles de expresion génica basados en
microarrays a la clasificacion, el prondstico y la prediccion del cancer de mama”,
hacen referencia a la relevancia clinica de andlisis de cancer de mama basado en
microarrays y su impacto en el manejo terapéutico del paciente..

Garcés y colaboradores (2012) evaluaron retrospectivamente 20147 pacientes
con cancer de mama para determinar la “influencia de los subtipos de cancer de

mama determinados por inmunohistoquimica en la recurrencia local y a distancia en
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pacientes sometidas a cirugia como tratamiento inicial”, encontrando que los
subtipos de triple negativo y HER2 mostraron mayor incidencia de recurrencia a
nivel local o a distancia.

Goldhirsch y colaboradores (2013) en un articulo especial hacen referencia a
los aspectos méas destacados del Consenso de expertos internacionales realizado en
St. Gallen, sobre la terapia del cancer de mama, donde se destaca la clasificacion
basada en el perfil inmunohistoquimico, que a pesar de su validacion limitada, puede
ser aplicable por su bajo costo en comparacion con pruebas moleculares de ultima
generacion.

1.3 Objetivos

Objetivo General

e Determinar el perfil inmunohistoquimico (pIHQ) en pacientes con carcinoma
infiltrante de mama.

Objetivos Especificos

e Determinar la expresion de los receptores hormonales de estrogeno (RE) y
progesterona (RP) mediante técnica de inmunohistoquimica (IHQ), en
pacientes diagnosticadas con carcinoma infiltrante de mama.

e Determinar la expresion del receptor Her2/neu mediante técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), en pacientes diagnosticadas con carcinoma
infiltrante de mama.

e Determinar la amplificacion del gen Her2 mediante técnica de hibridacion in
situ (HIS), en pacientes diagnosticadas con carcinoma infiltrante de mama.

e Determinar la expresion de la proteina Ki67 mediante técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), en pacientes diagnosticadas con carcinoma

infiltrante de mama.
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e Clasificar los carcinomas infiltrantes de mama, segun subtipo molecular en
la poblacion en  estudio, basados en recomendaciones de guias
internacionales.
e Comparar los perfiles inmunohistoquimicos y los subtipos moleculares de la
poblacidn estudiada con el de otras poblaciones, reportadas en la literatura.
1.4. Justificacion

El carcinoma de mama se constituye como una de las causas principales de
muertes por cancer a nivel global, pese a que los gobiernos han impulsado politicas
de salud publica, para disminuir las tasas de incidencia y mortalidad, todavia no se
han conseguido los resultados deseados, ya que existe un gran porcentaje de
pacientes en los que el cancer de mama es detectado en etapas tardias de la
enfermedad, en donde la cirugia debe de ser complementada con un tratamiento
farmacoldgico adyuvante para poder combatir el desarrollo de la neoplasia. En los
ltimos afios, se viene realizando una reunion de expertos internacionales en el
manejo clinico y terapéutico del carcinoma de mama, quienes recomiendan su
tipificacion con el empleo de un panel de marcadores inmunohistoquimicos, y en los
casos que sea posible utilizando técnicas de biologia molecular, para de esta manera,
poder orientar la conducta terapéutica y pronosticar la sobrevivencia, como estrategia
para elegir adecuadamente a los pacientes que se pueden favorecer de las terapias
farmacoldgicas disponibles. En nuestro pais, muchos centros asistenciales que
cuentan con servicios de anatomia patoldgica, no tienen implementado técnicas de
inmunohistoquimica y mucho menos de biologia molecular para poder
complementar el diagnéstico anatomopatolégico, y por ende los datos
epidemioldgicos con respecto a la clasificacion molecular del carcinoma de mama

son escasos Yy limitados. Es por esta razén, que el presente trabajo tiene por finalidad



determinar el perfil inmunohistoquimico en carcinoma de mama infiltrante para los
marcadores tumorales: receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP),
receptor Her2/neu (Her2) y la proteina KI67, en una poblacion de mujeres
diagnosticadas con esta enfermedad, provenientes de distintas zonas del pais, como
una manera de aportar al conocimiento del comportamiento bioldgico del carcinoma
de mama en nuestra poblacion.

1.5 Hipdtesis

No se plantea.
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Il. MARCOTEORICO

2.1 Bases teoricas sobre el tema de investigacion

2.1.1 Epidemiologia

El carcinoma de mama es el cancer que afecta a mujeres con mas frecuencia a
nivel mundial. Segun las estimaciones GLOBOCAN 2018 de incidencia y mortalidad por
cancer producidas por la Agencia Internacional de Investigacién sobre Cancer, la
incidencia mundial estimada en el 2018 fue 2°088,849 nuevos casos y 626,679 muertes
(Bray, y otros, 2018). Solo el cancer de mama representa el 25% de todos los casos de
cancer y el 15% de todas las muertes por cancer entre las mujeres (Torre, y otros, 2015)
(Mendoza, Echegaray, & Caso, 2015). En el Perd, no existe un registro epidemiologico
del cancer a nivel nacional, sin embargo segun los reportes epidemioldgicos del Instituto
de Enfermedades Neoplasicas del Perd (INEN) para el afio 2017 se registraron 1291
nuevos casos de cancer de mama, representando el 18,2 % de todos los casos de cancer
en mujeres (INEN, 2017) .

2.1.2 Caracteristicas clinicas y patoldgicas

El tratamiento clinico actual del carcinoma de mama se basa en una amplia
variedad de factores pronosticos clinicos y patoldgicos, a partir de los cuales es factible
establecer grupos de riesgo y tomar decisiones terapéuticas individualizadas. Estas
caracteristicas clinicas y patologicas del carcinoma de mama pueden variar en las
diferentes poblaciones en relacidén con aspectos genéticos y de estilo de vida (Maffus-
Azis, Labastida-Almandaro, Espejo-Fonseca, & Rodriguez-Cuevas, 2017) . Durante
mucho tiempo, la clasificacién del carcinoma de mama se basd en caracteristicas
histoldgicas como el tamafio del tumor, grado histoldgico, indice mitético y otros factores

clinicopatoldgicos como la edad al diagnoéstico, estado menopausico, entre otros (Pifiero,
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y otros, 2008) (Arrechea, y otros, 2011). El panorama de la investigacion sobre el
carcinoma de mama cambi6 drasticamente con la publicacion de estudios de perfiles de
expresion génica basados en microarreglos (microarrays), seminales y de clase, en los que
la heterogeneidad y la complejidad de los carcinomas de mama se redescubrieron a nivel
molecular, y gracias a la clasificacion aportada por Perou y colaboradores a comienzos
del presente siglo, se consiguié un gran impacto en el conocimiento bioldgico del
carcinoma de mama ya que se demostro que: (a) Existen diferencias fundamentalmente a
nivel transcriptomico entre los carcinomas de mama Receptor de Estrdégeno positivos
(RE+) y negativo (RE-), (b) EI carcinoma de mama puede dividirse en al menos cinco
subtipos moleculares: luminal A, luminal B, luminal B similar Her-2, Her2 y de tipo
basal (Colombo, Milanezi, Weigelt, & Reis-Fiho, 2011) (Widodo, Dwianingsih,
Triningsih, & Utoro, 2014).

2.1.3 Clasificacion genotipica y fenotipica del carcinoma de mama

Hoy en dia, el perfil genético del carcinoma de mama se puede estudiar empleando
técnicas de secuenciacion masiva de multiples genes a partir del ADN tumoral, con tejido
congelado o fresco, o pueden evaluarse en series reducidas de genes mediante la reaccién
en cadena de polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR por sus siglas en inglés) o
incluso inmunohistoquimica. En base a estas metodologias de estudio se ha propuesto
separar el carcinoma de mama en subtipos moleculares fundamentados en la presencia
de expresién genética del Receptor de Estrogeno (RE), el cual se ha observado como el
mayor factor discriminador del subtipo molecular (Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles, &
Maafs, 2008).

2.1.3.1 Tumores Receptor Estrégeno positivo (RE+)
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a. Subtipo Luminales Ay B

Este grupo de tumores engloba a los tumores luminales, los cuales presentan un
perfil inmunofenotipico comparable al componente epitelial del lumen de la glandula
mamaria, de ahi que se les denomine subtipo luminal. Se ha visto que expresan
Citoqueratinas (CK) luminales (CK7, CK8, CK18, CK19 entre otras), Caderina-E, RE+
y genes asociados a su activacion (LIV1y CCND1) (Figura 1). Preferentemente son de
bajo grado histolégico y poseen mutacion de p53 en menos del 20%. Existen varios
subtipos, sin embargo los mas considerados por su frecuencia son el Luminal Ay B. El
subtipo Luminal A es el mas frecuente, correspondiendo al 67% de los tumores, posee
alta expresion de genes relacionados con los receptores hormonales y baja expresion de
genes relacionados con la proliferacion celular. A la inversa el subtipo Luminal B
presenta niveles menores de RE y altos niveles de genes de proliferacion. Estos tumores
al ser RE+ pueden tratarse con tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa pero muestran
una baja respuesta a la quimioterapia neoadyuvante (Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles,
& Maafs, 2008) (Pifiero, y otros, 2008) (Imigo, Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach,

2011).

Mioepitelial (Basal)
CK5, 6, 14, 17
Caderina-P

H_/

Marcadores epiteliales
Luminal

CKs, 18, 19
Caderina-E

Actina
Vimentina

%/_J

Marcadores mesenquimaticos

Figura 1: Representacion esquematica de la glandula mamaria con sus tipos celulares y marcadores
Tomado de: (Imigo, Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach, 2011)
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2.1.3.2 Tumores Receptor Estrogeno negativo (RE-)

Existen dos grandes grupos: El subtipo con sobre-expresion de HER2/neu vy el
subtipo basal.

a. Subtipo HER2 positivo (HER2 +)

El carcinoma de mama HER2+ es una enfermedad clinica y biolégicamente
heterogénea. Este subtipo corresponde entre el 10 a 15% de los carcinomas de mama.
Desde una perspectiva molecular, los tumores HER2+ son caracterizados por alta
expresion de EGFR-2 (G y otros genes del cromosoma 17¢, tales como el growth factor
receptor bound protein 7 (GRB7) y baja o moderada expresion de genes luminales tales
como ESR1 (RE) y PGR (RP), la amplificacion del gen ERBB2 y/o sobreexpresion de su
proteina HER2/neu, se asocian con caracteres histopatolégicos relacionados a mal
pronostico, un alto grado histoldgico, baja expresion de receptores hormonales, ademas
de mala respuesta a terapia (McCafferty, Healy, & Kerin, 2009) (Imigo, Mansilla, Delama
, Poblete, & Fonfach, 2011). Similar a los tumores subtipo basal, los subtipos HER2+
tienen alta proporcion de mutaciones en el p53 (40 a 80 %) y usualmente son de grado 3
(p = 0.0002) (Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles, & Maafs, 2008).

Se ha caracterizado, que este subtipo es resistente a la terapia hormonal, debido a
la ausencia de receptores hormonales. Por el contrario, los tratamientos basados en el
anticuerpo monoclonal recombinante (Trastuzumab/Herceptin) producen una mejoria
significativa en los pacientes que presentan alteraciones en el estado del gen ERBB2 0
proteina Her-2/neu. La amplificacion del gen ERBB2 y la sobre-expresion de su proteina
HER2/neu puede ser evaluada con precisibn mediante hibridacion in situ o
inmunohistoquimica, respectivamente. Los  protocolos  actualizados  de

inmunohistoquimica definen como negativo la tincion 0 o 1+ y positivo 3+, requiriendo
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confirmacion de la amplificacion por hibridacion in situ los casos 2+. El silenciamiento
génico por metilacion parece estar disminuida en este subtipo de tumores respecto a los
luminales (Imigo, Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach, 2011).

b. Subtipo basal o triple negativo (BTN)

Este subtipo expresa Citoqueratinas de alto peso molecular (CK5, CK6, CK14,
CK17) en sus células mioepiteliales. Es por ello, que también se denomina
basal/mioepitelial (Figura 1), corresponde entre el 2 al 18% del total de los carcinomas
de mama (Imigo, Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach, 2011). En nuestro pais, segun
antecedentes bibliograficos recientes se reportd que este subtipo representa alrededor del
15% de los carcinomas de mama (Medina, 2017). El subtipo triple negativo se define por
falta de expresion de RE (RE-), RP (RP-) y falta de expresion y/o amplificacion genética
de HER2 (HER2-) (Sharma, 2016). Es un subgrupo que expresa genes asociados a células
mioepiteliales cuyo inmunofenotipo corresponde a CK5, CK17, c-kit (una tirosina
quinasa del epitelio mamario), factores de crecimiento de hepatocito e Insulina, Calponina
1, Caveolina y Laminina. Los datos clinicos actuales muestran que es el subtipo méas
agresivo, cuya sobrevida total y libre de enfermedad es baja, debido a que las terapias
endocrinas y con anticuerpo monoclonal recombinante (Trastuzumab/Herceptin) son
ineficaces en este grupo de tumores (Sharma, 2016) (Soutiriou & Pusztai, 2009) (Imigo,
Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach, 2011). En distintos estudios realizados se ha
demostrado el pobre pronostico de este subtipo (Sorlie, y otros, 2003) (Nielsen , y otros,
2004) (Carey, y otros, 2004) (Foulkes , y otros, 2004) (Ribeiro-Silva, y otros, 2005)
(Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles, & Maafs, 2008). Las mujeres afroamericanas
premenopausicas tienen dos veces mas riesgo de desarrollar este subtipo que cualquier
otro grupo, esta alta proporcion se vincula al pobre pronostico que experimentan estas

mujeres (Foulkes , y otros, 2004). No es claro aun si este prondstico se debe a falta de
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opciones terapéuticas o a una agresividad inherente. Por ser triple negativo (RE-, RP-y
HER2-) no es susceptible a tratamientos blanco convencionales. Sin embargo, presentan
alta sensibilidad a la quimioterapia (Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles, & Maafs, 2008).

2.1.4 Inmunohistoquimica (IHQ) en el carcinoma de mama

En los dltimos afios se han publicado trabajos enfocados a subtipificar los
carcinomas de mama utilizando paneles de inmunohistoquimica (IHQ), como una forma
de acercar estos hallazgos a la practica rutinaria de los laboratorios de patologia (Sorlie,
y otros, 2003) (Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles, & Maafs, 2008) (Vallejos, y otros,
2010) (Imigo, Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach, 2011). En este sentido, un aporte
valioso al estudio de los tumores luminales fue publicado por Cheang y colaboradores
(Cheang, y otros, 2009), quienes probaron un panel de IHQ que consistié de cuatro
marcadores, que establecen el estado de los receptores de estrégeno (RE) y progesterona
(RP), el receptor HER2/neu y el indice de proliferacion determinado por la expresion de
Ki-67, el cual corresponde a un antigeno nuclear que participa en la fase proliferativa del
ciclo celular. Se estudié un namero de 357 canceres de mama con este panel, siendo
posible discriminar entre los tumores Luminal A y Luminal B (Spitale, Mazzola, Soldini,
Mazzuccheli, & Bordoni, 2009).

El Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen propuso en el 2013 un nuevo
sistema de clasificacion para el carcinoma de mama basado en cuatro subgrupos
intrinsecos. Los criterios para identificar los subtipos fueron refinados recientemente en
la Conferencia del 2018, en donde se modificaron definiciones clinico-patolégicas, las
cuales son presentadas en la Tabla 1 (Goldhirsch, y otros, 2013) (Balic, Thomssen,
Wiirstlein, Gnant, & Harbeck, 2019).

Estudios  posteriores  determinaron que mediante la  evaluacion

inmunohistoquimica del RE, RP, HER2/neu, EGFR y CK5/6 (los dos ultimos para
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determinar los fenotipos basales), se podria categorizar dichos subtipos sin la necesidad
de realizar complicadas técnicas moleculares (Zepeda, Recinos, Cuéllar, Robles, &

Maafs, 2008) (Imigo, Mansilla, Delama , Poblete, & Fonfach, 2011).

Clasificacion de los tumores segun perfil inmunohistoquimico.

Subtipo RE RP Her2/neu Ki-67
Luminal A + + - Bajo (< 14%)
Luminal B + +0- - Alto (> 14%)
Luminal B (Her2+) + +0- + Cualquiera
Her2 - - + Cualquiera
Triple negativo/Basal - - - Cualquiera

Fuente: Elaboracién propia

La ventaja del estudio IHQ es que utiliza marcadores que se encuentran
disponibles y pueden aplicarse sobre material parafinado del que se puede obtener
informacién clinica y evolutiva. En nuestro medio, los principales marcadores
inmunohistoquimicos (MIHQ) de utilidad terapéutica para la tipificacion del carcinoma
de mama son: RE, RP, HER-2/neu y Ki-67.

2.4.1.1 Receptores hormonales: Receptor de Estrégeno (RE) y Progesterona

(RP)

Los RE y RP son proteinas localizadas principalmente en el nucleo, que al unirse
a las hormonas esteroideas regulan procesos de transcripciéon célula. En la glandula
mamaria se expresan ambos tipos de receptores. Estos receptores se encargan de llevar a
cabo procesos de replicacion que en condiciones fisioldgicas mantienen el equilibrio
celular, pero en procesos tumorales permiten la replicacién de células que los

sobreexpresan y generan el rapido crecimiento del tumor (Martinez & Socorro, 2017).
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La determinacion de RE y RP en las biopsias de carcinoma de mama previo al
comienzo de la terapia farmacoldgica se ha hecho una préactica habitual en el tratamiento
de pacientes con estas neoplasias. La mayoria de los autores afirman que existe una
asociacion positiva entre la expresion de receptores hormonales en el carcinoma de mama
y un pronoéstico mas favorable (Martinez & Socorro, 2017).

La expresion de RE implica que los mecanismos celulares intrinsecos para
producir esta hormona se mantienen conservados a pesar de la transformacion neoplésica,
especialmente si conjuntamente se expresa el RP el cual lo hace solo después de la
activacion transcripcional de su gen por un complejo funcional receptor de estrogeno-
estrégeno. La importancia clinica del RP se relaciona con el hecho de que su presencia
identifica tumores que son sensibles al tratamiento hormonal con el antagonista
correspondiente donde cerca de un 50 — 60 % de las pacientes responden favorablemente
a este tipo de terapia endocrina. Un porcentaje mayor de tumores responde si se expresan
tanto el RP como el RE y la intensidad de tincion de este Gltimo es alta. Los subtipos que
expresan los RE/RP tienen el mejor pronostico y responden a la terapia endocrina
(Martinez & Socorro, 2017)

2.4.1.2 Her-2/neu

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (Her2/neu) es una
proteina, cuyo rol bioldgico es actuar como un receptor transmembrana con actividad
tirosina quinasa, la cual es codificada por el gen ERBB2 ubicado en el brazo largo del
cromosoma 17 (17912). La amplificacion genética y/o la sobreexpresion de la proteina
de Her2/neu en las células neoplasicas parecen ser un factor importante en la biologia
del tumor y se pueden ver en hasta el 20% de los carcinomas primarios de mama, asi
como en subconjuntos de carcinomas de ovario, gastricos, colorrectales, pancreaticos y

endometriales (Solomon et al 2017). La aplicacion clinica de determinar el estado de
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Her2/neu en tejido tumoral mediante un test de inmunohistoquimica, es de utilidad por
su valor pronostico y predictivo para la evolucion de la enfermedad, pero ademas su
determinacion precisa es fundamental para la planificacion del tratamiento, ya que su
positividad permite el uso de terapias moleculares dirigidas. Las inexactitudes en la
determinacion del estado de Her2/neu son perjudiciales, ya que los falsos negativos
excluirian a los pacientes de un tratamiento potencialmente efectivo, mientras que los
falsos positivos podrian exponerlos a terapias innecesarias con efectos secundarios
potencialmente significativos, asi como crear una carga econoémica innecesaria (Solomon,
Dell'Aquila, Fadare, & Hasteh, 2017)

2.4.1.3 Ki-67:

La proteina nuclear Ki-67 esta asociada con la proliferacion celular, ya que se
ha demostrado que KI-67 esta presente en ciertas fases del ciclo celular como: S, G1, G2
y M, mientras que no se ha encontrado en GO. En muestras de tejido mamario normal se
ha encontrado que KI-67 n es expresado en bajos niveles (<3% de células) en células RE
negativas, pero contrariamente cuando son RE positivas (Inwald y otros, 2013).

El Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen en el 2013 recomienda la
valoracion porcentual del nivel de expresiéon de Ki-67 como marcador fenotipico para
diferenciar entre los subtipos moleculares del carcinoma de mama. Existe evidencia
cientifica acumulada en torno al importante papel de la expresion de Ki-67 en la
valoracion de la paciente con carcinoma de mama, como factor pronostico y predictivo.
Se ha demostrado también la asociacion entre la expresion del Ki-67, riesgo de recidiva,

disminucion de SLE y disminucion de la SG (Navarro y otros, 2018).
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11l. METODO

3.1 Tipo de investigacion
El presente estudio es de tipo descriptivo, cualitativo, retrospectivo y transversal.
e Por su finalidad el estudio fue descriptivo, ya que describio la frecuencia y las
caracteristicas mas importantes de una poblacion determinada.
e Es cualitativo porque propone evaluar, ponderar e interpretar la informacion
obtenida del perfil fenotipico de cada sujeto.
e El estudio fue retrospectivo, ya que el disefio del estudio fue posterior a los
hechos estudiados.
e Segun la secuencia temporal el estudio fue transversal, ya que los datos de cada
sujeto representaron esencialmente un momento del tiempo.
3.2 Ambito temporal y espacial
El presente estudio se realiz6 en el Laboratorio de Patologia y Biologia Molecular
Arias Stella, en la sede central de Lima, entre el periodo de Agosto 2015 a Julio del 2017.
3.3 Variables
e Receptor de Estrogeno (RE)
e Receptor de Progesterona (RP)
e Her-2/neu (Her-2)
e Proteina Ki67 (Ki67)
3.4 Poblacion y muestra
La poblacion en estudio estuvo representada por las biopsias de 330 pacientes remitidas
al Laboratorio de Patologia y Biologia Molecular Arias Stella, entre el periodo de Agosto
2015 a Julio del 2017. La poblacion en estudio fue proveniente de las ciudades de Lima

(238), Arequipa (40), Cusco (9), Trujillo (48) y Piura (3).
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Criterios de seleccion
Criterios de inclusion:

e Pacientes previamente diagnosticadas con carcinoma infiltrante de mama.

e Biopsias excisionales o incisionales obtenidas quirirgicamente por reseccion.

e Biopsias preservadas con fijador histologico (preferentemente formalina tamponada al
10) e incluidas en parafina y con adecuada cantidad de material (tejido) para realizar
el analisis.

e Solicitud de estudios inmunohistoquimicos para panel de marcadores tumorales de
cancer de mama.

Criterios de exclusion:

e Pacientes diagnosticadas con carcinoma in-situ de mama.

e Biopsias mal preservadas o con escasa cantidad de material (tejido) para realizar el
analisis.

3.5 Instrumentos

Para la recoleccion de datos se utilizaron los siguientes instrumentos:

1. Los resultados de los perfiles inmunohistoquimicos de cada paciente, se registraron
se ordenaron en una planilla computacional para el registro y analisis de la
informacion.

2. De la solicitud de examen de laboratorio de cada paciente se obtuvieron datos tales
como edad, sexo, procedencia, diagndstico anatomopatologico, localizacion
anatomica del tumor, tipo de biopsia, gradacion del tumor, entre otras variables.

3.6 Procedimientos

A partir de las biopsias de tejido fijado en formalina e incluido en parafina

(TFFIP), se obtuvieron cortes histoldgicos (CH) de 3 micras de grosor realizados con

micrétomo de rotacion. Para el estudio, se requirieron 5 laminas por cada muestra: 1 para
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realizar tincion de Hematoxilina-Eosina (HE), y las restantes 4 para la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), para ello se emplearon ldminas portaobjetos con superficie
hidrofilica, para evitar el desprendimiento del tejido durante el procesamiento.

Previo a iniciar la corrida de IHQ, el médico patélogo evalu6 al microscopio la
lamina de HE para identificar y seleccionar el area de tejido tumoral apropiada para el
estudio. Posteriormente el Tecndlogo Médico procedié a delimitar el area de tejido
tumoral previamente seleccionada, con la finalidad de realizar el estudio de IHQ
exclusivamente en el area de interés. Se evalud el perfil de expresion de los marcadores
RE, RP, Her-2 y Ki67 utilizando los anticuerpos primarios: CONFIRM anti-Estrogen
Receptor (ER) (SP1) Rabbit Monoclonal (IgG), CONFIRM anti-Progesterone Receptor
(PR) (1E2) Rabbit Monoclonal (IgG), PATHWAY anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit
Monoclonal, y CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) Rabbit Monoclonal (IgG), marca Ventana
Medical System, Inc. (Ventana- Roche).

3.6.1 Determinacién por inmunohistoquimica en tejido fijado en formalina
e incluido en parafina (TFFIP)

El protocolo de cada prueba se realizé bajo las siguientes condiciones:

3.6.1.1 Receptor de Estrogeno (RE) y Progesterona (RP):

1. Horneado durante 32 minutos a 70°C

2. Desparafinizacion en solucién EZ Prep 1X a 72°C

3. Recuperaciéon Antigénica en Buffer CC1 (Condition Cell 1) pH. A 94°C por 76 min.

4. Incubacion del Anticuerpo primario para RE o RP, anti-ER (SP1) o anti-PR (1E2),
respectivamente, durante 16 minutos a 36°C.

5. Incubacion con polimero HRP por 8 minutos a 36°C.

6. Revelado con cromdgeno DAB por 8 minutos a 25°C
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. Tincion de contraste con Hematoxilina y azulado con solucién Bluing por 4 minutos a
25°C.
. Finalmente se procedié al montaje de las laminas con medio de montaje histoldgico
sintético y cubreobjetos de 22x40 mm, para su evaluacion microscopica.
3.6.1.2 Her-2/neu:
. Horneado durante 32 minutos a 70°C
. Desparafinizacion en solucion EZ Prep 1X a 72°C.
. Recuperacién Antigénica en Buffer CC1 (Condition Cell 1) pH. A 94°C por 36 min.
. Incubacion del Anticuerpo primario PATHWAY anti-HER-2/neu, durante 48 minutos
a 36°C.
. Incubacion con polimero HRP por 8 minutos a 36°C.
. Revelado con cromdgeno DAB por 8 minutos a 25°C
. Tincién de contraste con Hematoxilina y azulado con solucion Bluing por 4 minutos a
25°C.
. Finalmente se procedié al montaje de las laminas con medio de montaje histologico
sintético y cubreobjetos de 22x40 mm, para su evaluacion microscopica.
3.6.1.3 Proteina Ki-67:
. Horneado durante 32 minutos a 70°C
. Desparafinizacion en solucion EZ Prep 1X a 72°C
. Recuperacién Antigénica en Buffer CC1 (Condition Cell 1) pH. A 94°C por 64 min.
. Incubacion del Anticuerpo primario anti-Ki-67 (30-9), durante 16 minutos a 36°C.
. Incubacion con polimero HRP por 8 minutos a 36°C.
. Revelado con cromdgeno DAB por 8 minutos a 25°C
. Tincidén de contraste con Hematoxilina y azulado con solucion Bluing por 4 minutos a

25°C.
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8. Finalmente se procedié al montaje de las ld&minas con medio de montaje histolégico
sintético y cubreobjetos de 22x40 mm, para su evaluacion microscépica.
Equipo
Las pruebas de inmunohsoquimica fueron realizadas en el instrumento
automatizado Benchmark Ultra (Ventana-Roche).
3.6.2 Evaluacidon microscopica e interpretacion de la reaccion
inmunohistoquimica en biopsias fijadas en formol e incluidas en parafina
La interpretacion de la reaccion inmunohistoquimica estuvo a cargo de un médico
pat6logo calificado por medio de microscopia éptica convencional con aumento de 40X.
Para validar el procedimiento técnico de las ldminas evaluadas, se corrié conjuntamente
con la muestra problema un control positivo y negativo de marcacion, que sirvié como
control de calidad del protocolo ejecutado.
3.6.2.1 Recomendaciones para la interpretacion de inmunoreactividad de
Receptor de Estrogeno (RE) y Progesterona (RP):
e Positivo para RE 0 RP: si se detecta inmunomarcacion > 1% de los nucleos de
celulas tumorales.
e Negativo para RE o RP: si lainmunomarcacion se detecta en <1% de los nucleos
de células tumorales, en presencia de evidencia de que la muestra puede expresar
RE y/o RP. Ademas, de evaluar controles intrinsecos positivos.
e No se puede interpretar para RE o RP: si se encuentra que ningun nucleo
tumoral es inmunoreactivo y que elementos epiteliales internos presentes en la

muestra carecen de tincién nuclear.
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0 = negativo 1 = débil 2 =moderado 3 =fuerte

Figura 2: Valoracion (Score) de la proporcion e intensidad de los receptores hormonales
mediante IHQ

[Tomado de: Dabbs David MD. Diagnostic Inmunohistochemistry Theranostic and Genomic Aplications
3°Edition. Saunders Elsevier. 2010]

3.6.2.2 Recomendaciones para la interpretacion de inmunoreactividad de
proteina KI167:
e Alto grado: si se detecta inmunomarcacion de > 14% de los nucleos de células
tumorales.
e Bajo grado: si se detecta inmunomarcacion de <14% de los nucleos de células
tumorales.
3.7. Analisis de Datos.

Los datos recolectados fueron registrados en un el programa computacional
Microsoft Excel 2010 donde también fueron realizados las tablas y estadistica. Se
compar0 las frecuencias obtenidas en nuestra poblacion con las frecuencias de otros
estudios realizados previamente empleando el test estadistico de chi cuadrado y se

establecio como nivel de significancia un valor menor a 0,05
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3.8. Consideraciones Eticas.

Se establecio las coordinaciones respectivas y se contd con el consentimiento
informado de las autoridades correspondientes al Instituto de Patologia y Biologia
Molecular Arias Stella, se tuvo el debido cuidado de mantener la confidencialidad y

anonimato de los pacientes.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1
Distribucién de frecuencias de acuerdo a subtipo molecular versus grupo etario, grado nuclear, lateralidad

y patrdn histoldgico.

Subtipo molecular

Luminal A Luminal B Luminal B Her-2 Basal Total
(Her-2 +)
Edad
Media 53.8 53.09 48.45 55.78 53.4 52.904
0 - 39 afios 20 10 11 2 8 51
40- 60 afos 71 35 29 24 27 186
>61 afios 37 17 6 11 13 84
N/C edad 3 2 1 2 1 9
131 64 47 39 49 330
Grado nuclear
1 29 4 3 6 2 44
2 59 32 23 11 17 142
3 14 21 15 9 23 82
102 57 41 26 42 268
Lateralidad
Derecha 66 35 19 13 21 154
Izquierda 46 21 22 18 17 124
112 56 41 31 38 278
Patrén histolégico
Ductal 88 56 37 25 37 243
Lobulillar 11 3 1 2 3 20
Apocrino 0 0 1 1 0 2
Papilar 4 1 0 0 1 6
Mixto 2 0 0 1 0 8
Mucinoso 4 0 0 0 0 4
Tubular 2 0 0 0 0 2
NOS 0 0 1 1 1 3
111 60 40 30 42 288

Fuente:elaboracion propia
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En la tabla 1, se describen los datos clinico-patoldgicos de los 330 pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion, se debe indicar que en algunos casos las
solicitudes meédicas de laboratorio no contaban con informacion completa para las
variables examinadas tales como: edad del paciente, patron histologico, grado nuclear y
lateralidad; por lo que, las sumatorias de estas variables no son iguales en todos los casos.

Para el presente estudio, el grupo etario de mayor presentacion fue entre los 40-
60 afios con 186 casos (58%), seguido del grupo sobre 61 afios con 84 (26%) y por Gltimo
menores de 40 afios con 51(16%), la edad media de presentacion fue de 53 afios con un
valor minimo de 24 afios y un maximo de 90 afios.

Basados en la clasificacion propuesta por el Consenso de St. Galen el 2013 se
categorizo a cada carcinoma de mama de la poblacion estudiada con un subtipo
molecular, como se ilustra en la figura 2, teniendo en cuenta los siguientes criterios
derivados del perfil inmunohistoquimico: Luminal A: RE(+), RP (+) Her-2/neu (-) y Ki67
<14%; Luminal B: RE(+), RP (+ 6 -) Her-2/neu (-) y Ki67 >14%; Luminal B (Her-2+)
RE(+), RP (+ 6 -) Her-2/neu (+) y Ki67 cualquier %; Her-2: RE(-), RP (-) Her-2/neu (+)
y Ki67 cualquier %; Basal: RE(-), RP (-) Her-2/neu (-) y Ki67 cualquier %. Es asi como,
que en nuestro estudio los carcinomas mas frecuentes fueron de tipo Luminal A con 131
(39.7%), Luminal B con 64 (19.4%), Basal con 49 (14.8%), Luminal B (Her-2+) con 47
(14.2%) y Her-2 con 39 (11.8%).

En cuanto a la estimacion del grado nuclear, se encontrd la mayor frecuencia para
el grado 2 con 142 casos (53%), seguido por el grado 3 con 82 casos (31%), y el grado 1
con 44 casos (16%). Por otro lado, para la variable lateralidad, la localizacion anatomica
con mayor frecuencia fue la mama derecha con 154 (55%) seguida por la mama izquierda

con 124 (45%).



36

Al categorizar los carcinomas de mama segun su patron histologico fundamentado
en las caracteristicas morfolégicas y arquitecturales de las células tumorales, se obtuvo
un predominio del carcinoma tipo ductal con 243 (84%), seguido por el lobulillar con 20
(7%), el mixto con 8(2%), el papilar con 6 (2%), y las otras variantes histologicas con
1%.

Tabla 2

Distribucién de frecuencias para la expresion de Receptor de Estrégeno (RE), Receptor de Progesterona

(RP) y ambos (RE y/o RP)

Estado receptores hormonales mediante IHQ

Expresion RE % RP % RE Y/o RP %
Positiva 235 70.4 202 60.5 244 73
Negativa 99 29.6 132 39.5 90 27
Total 334 100 334 100 334 100

Fuente:elaboracion propia

En la tabla 2, se detalla el analisis exclusivo para la positividad de los receptores
hormonales en la poblacion de estudio, encontrandose que en 235/334 casos se encontrd
positividad para el RE (70,4%), mientras que 202/334 fueron positivos para el RP
(60,5%), mientras que si se consideramos la positividad combinada de estos marcadores
(RE y/o RP) para cada paciente, los resultados nos indican que en 244/334 casos (73%)

se encontrd expresion de al menos uno de los dos marcadores tumorales mencionados.
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Tabla 3

Distribucién de frecuencias para la expresion de Receptor Her-2/neu mediante técnica de

inmunohistoquimica y amplificacion del gen HER2 mediante test de SISH

HER-2/neu HER- HER-2/neu
2/Cenl7

Score IHQ N % Score SISH N % N %
Negativo 205 614 232 71.8
DUDOSO 54 16.2 No 27 62.8

amplificado

amplificado 16 37.2
Positivo 75 22.4 91 28.2
Total 334 100 323 100

Fuente: elaboracion propia

En latabla 3, se muestra el andlisis desglosado del marcador Her2/neu, mediante
la técnica de IHQ y basados en el score de puntuacion para la prueba de Her-2
recomendados por el Colegio Americano de Patdlogos (CAP por sus siglas en inglés:
Collegue American Pathologist), se logro pesquisar que 75/334 casos (22.4%) fueron
positivos para la expresion de este marcador, mientras que 205/334 casos (61.4%) fueron
negativos para la expresion del marcador Her2/neu. Sin embargo, en 54/334 casos
(16.2%) los resultados no fueron concluyentes mediante esta prueba, y se tuvo que
recurrir al test de Hibridacion in situ con Plata (SISH por sus siglas en inglés: Silver In
Situ Hybridization), recomendado para este tipo de casos, ya que al tratarse de una un test
genético permite evaluar correctamente el estado de amplificacién del gen HER2, pero
debido a que en 11 casos no se realizé la mencionada prueba en el laboratorio, el analisis
global se realizd sobre 323 casos, dando como resultado, que 91/323 casos (28,2%) fueron
positivos para la sobreexpresion de la proteina y/o amplificacién del gen HER2, ya sea

que se haya detectado por las pruebas de IHQ o SISH, respectivamente.
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Estudios clinicos para determinar perfil inmunochistoquimico y clasificacién molecular en pacientes

diagnosticadas con carcinoma de mama realizados a nivel nacional y en el extranjero

POSITIVIDAD % CLASIFICACION MOLECULAR

, . \ Nro pacientes RE RP HER-2 LUMINALA | LUMINALB LUMINALB HER-2 BASAL
Trabajos Nacionales y Extranjeros (Her-2+4)
Autor (Afio) - Ciudad o Pais
Pinto (2011)Chiclayo 17 54 46 34
Mendoza(2015)Arequipa 65 508 46 31
Adebamowo (2008) Nigeria 19 5.1 5.7 201
Mostafa (2008) Bangladesh 1339 66.7 0 307
(Garcés (2012) Lima 2830 65.8 523 202
Rebolledo (2012) Venezuela 17 58.1 33 3.7
Presente estudio (2017) Perd 334 704 605 2.2 39.7 194 142 118 148
Pifiero (2008) Espafia 194 50.5 186 93 6.7 159
Uribe (2010) Venezuela 30 60.9 16 88 87
Su Yinghao (2011) China 2791 86 167 8.1 137 129
(Garcés (2012) Lima 2047 58. 10.1 101 216
Rebolledo (2012) Venezuela 17 424 167 189 u7
Maffuz-Aziz (2016) México 4 65.7 109 87 146
Medina (2017) Per 20 315 314 164 14.6

Fuente: elaboracién propia

Finalmente, en la tabla 4 se muestra la clasificacion molecular obtenida para el

grupo de pacientes enrolados en el presente estudio, en base al perfil inmunohistoquimico

para RE, RP, Her-2 y Ki67 complementado con el test de SISH en los casos donde se hizo

necesario determinar con mayor precision el estado de HER-2/neu, se logro asignar a cada

paciente un subtipo molecular, empleando los criterios propuestos en el consenso de

expertos de St. Galen 2013, y se compararon con los resultados obtenidos en algunas

publicaciones nacionales y extranjeras, para de esta manera contrastar los resultados

obtenidos para los subtipos moleculares en el carcinoma infiltrante de mama.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

El carcinoma de mama es una enfermedad heterogénea con una amplia variedad
de presentaciones clinicas e histopatoldgicas, que presentan diferentes expresiones
genéticas en varios subtipos y perfiles moleculares, por lo que ofrecen diferentes
caracteristicas predictivas y pronosticas para las pacientes. Los avances en el campo de
la genética molecular en las ultimas décadas, han permitido proponer cambios en la
clasificacion del carcinoma de mama, apoyados en varios estudios basados en los perfiles
de expresion empleando microarreglos genéticos han ampliado nuestro conocimiento
acerca de la heterogeneidad, complejidad y taxonomia molecular del carcinoma de mama.
Sin embargo, las metodologias para la identificacion de los subtipos moleculares y
ensayos clinicos prospectivos para validar la contribucidn de estos subtipos moleculares
todavia no son factibles de alcanzar para los centros asistenciales de salud publicos
principalmente por razones econdmicas y de infraestructura. En ese sentido el estudio
inmunohistoquimico del carcinoma de mama ha sido aceptada como una herramienta
fundamental para definir subtipos de carcinoma de mama la poblacion de pacientes que
padecen de esta enfermedad una alternativa mucho mas asequible.

Actualmente, en nuestro medio las decisiones sobre el tratamiento sistémico
adyuvante de las pacientes con carcinoma de mama se basan principalmente en criterios
histopatolégicos que incluyen el tipo histoldgico del tumor, tamafio del tumor, el
compromiso ganglionar, y el andlisis inmunohistoquimico de por lo menos los
marcadores tumorales RE, RP, HER-2 y KI167. Estos parametros han sido aceptados en
las guias clinicas tanto a nivel nacional: Guia de practica clinica cAncer de mama (INEN,
2011) e internacionales: St. Gallen International Breast Cancer Conference 2018 (Balic,

Thomssen, Wirstlein, Gnant, & Harbeck, 2019), en esta Gltima guia se proponen 5
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subtipos moleculares de carcinoma de mama (luminal A, luminal B, luminal B similar
Her-2, Her2 y de tipo basal), basados en la expresion de receptores en la superficie de la
célula tumoral (RE, RP y Her-2) y los valores de medicion de Ki67.

El subtipo molecular mas frecuentemente en carcinoma de mama es el luminal
A, que es encontrado en 50-72% de los pacientes con carcinoma de mama. Los pacientes
con este subtipo tienen mejor pronostico, es decir, bajo indice proliferativo, bueno
diferenciacion celular, con el menor riesgo de recurrencia local y recaida. Sin embargo,
hay diferentes valores registrados en literatura sobre este subtipo: Italia 34%, Arabia
Saudita Arabia 3.9%, China 65.3% y Japon 71%. La terapia sugerida para estos pacientes
es inhibidores de la aromatasa de tercera generacion en mujeres posmenopausicas,
moduladores selectivos de los receptores de estrogenos como el tamoxifeno.

En nuestro estudio, se observo que el fenotipo molecular predominante fue el
subtipo luminal A con 39.6% (131/330) de los casos, seguido por subtipo luminal B con
19.3% (64/330). Asi mismo, agrupando ambos subtipos obtuvimos un total de 58.9%
(195/330) de casos luminales. Al comparar la distribucién del total de casos luminales,
encontramos que un 67.2% (131/195) fue luminal A y un 32.8% (64/195) resulté ser
luminal B, similar a lo observado por Reigosa y colaboradores (Reigosa, y otros, 2016)
quienes obtuvieron un total de 62.7% de casos luminales con una distribucion de 67.6%
de luminal A y 32.4% de luminal B. Sin embargo, estos resultados difieren con la
informacién reportada por Blows y colaboradores (Blows, 2010) quienes al estudiar
10,159 casos de carcinoma de mama procedentes de doce estudios diferentes, y al
clasificarlos en 5 distintos subtipos, obtuvieron que 7,882 de casos correspondian a
carcinomas luminales lo que representaba un 78% de la poblacion estudiada, y de ellos,
el 92% fue equivalente al subtipo luminal A (7,243/7,882) y el 8% fue de subtipo luminal

B (639/7,882), no obstante el estudio en mencidn presento la limitante de que el analisis
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inmunohistoquimico se llevo a cabo en diferentes laboratorios utilizando diferentes
métodos para la tincion y la puntuacién y, como resultado, es inevitable una clasificacion
errénea de los subtipos de tumores.

En cuanto a la expresion de los receptores hormonales (RE y/o RP), encontramos
que un 73% (244 casos) resultaron positivos al analisis inmunohistoquimico, similar a lo
reportado por el estudio multicéntrico de casos y controles en ~ América Latina
PRECAMA (Olivier, Bouaoun, Villar, Robitaille, & Cahais, 2019), realizado en mujeres
pre-menopadsicas, donde obtuvieron un 72% (168/233) de positividad para el mismo
analisis. Asi mismo, se encontrd un porcentaje de reproductibilidad de la técnica de
inmunohistoquimica semejante al estudio en mencion, ya que por sobre el 98% de las
muestras analizadas marcaron para alguno de los 4 marcadores en estudio.

El andlisis inmunohistoquimico negativo para: RE(-), RP(-) y Her-2(-)
denominados también triple negativos o basales (TNoB), se encontré en un 14,8%
(49/330) de los casos, similar a lo reportado en un estudio realizado en una poblacion
hispanica de Puerto Rico (Rodriguez-Velasquez, y otros, 2018) donde obtuvieron un
15,4% (193/1254) para este subtipo molecular, pero distinto a lo reportado en un estudio
realizado una poblacion similar realizado en México (Lara-Medina, Pérez-Sanchez,
Saavedra, Blake, & Arce, 2011) donde se obtuvo una prevalencia de 23,1% (479/2074)
de estos casos luego del analisis inmunohistoquimico. En nuestro estudio, la prevalencia
del carcinoma de mama TNoB fue mayor a lo reportado en pacientes caucasicos (10-
13%), pero menor a lo reportado en pacientes afro-americanas (Lara-Medina, Pérez-
Sanchez, Saavedra, Blake, & Arce, 2011), basados en estudios similares se ha encontrado
una variacion de acuerdo a la etnicidad entre poblacion hispanica y no hispanica.

En cuanto a la distribucion de los grados tumorales el mayor nimero de casos se

presento en el grado 2 para el subtipo luminal A con 59 casos, sin embargo para el grado
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3 el mayor nimero de casos se presentd en el subtipo basal o triple negativo, lo que
coincide con lo reportado por Rodriguez-Velasquez (2018), quienes encontraron que la
distribucion de los grados tumorales variaron de acuerdo a los subtipos moleculares,
encontrandose que el grado 2 fue el mas frecuente para el subtipo Luminal A, y el grado

3 mas frecuente en el subtipo basal o triple negativo.
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VI. CONCLUSIONES

1. La determinacién del perfil inmunohistoquimico para los receptores

hormonales (RE y RP), el receptor Her2/neu y la proteina KI67, en la poblacion
estudiada demostro que el subtipo molecular mas frecuente e, es el Luminal A
representando un 39.6% (131/330), seguido por el subtipo luminal B con 19.3%
(64/330), el tercer lugar lo ocupd el subtipo basal o triple negativo con 14.8%
(49/330), el cuarto puesto fue para el subtipo para el luminal B (Her-2 +) con
14.2% (47/330), y en ultimo lugar de esta clasificacion lo ocupo el subtipo Her-
2 con 11.8% (39/330).

El resultado de estos subtipos clasificados de acuerdo al perfil de expresion
inmunohistoquimico, no presenta diferencias significativas con lo reportado en
estudios similares realizado en otras poblaciones.

Podemos considerar que la técnica de inmunohistoquimica cuando se realiza
bajo condiciones estandarizadas, puede ser una herramienta util para clasificar
adecuadamente a las pacientes que requieren someterse a un tratamiento anti-

neoplasico.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda complementar el diagnostico histopatoldgico del cdncer de mama
con la informacion molecular que nos puede proporcionar el estudio de
marcadores tumorales mediante técnicas de inmunohistoquimica (IHQ).

2. Asimismo, el estudio de marcadores tumorales de mama, se deberia implementar
como rutina en los centros asistenciales que cuentan con este tipo de servicios, ya
que representan una alternativa mas accesible para los laboratorios de anatomia
patoldgica, y la infraestructura y equipamiento que se requiere puede ser asequible
para la inversion publica y privada.

3. Se plantea la posibilidad de realizar estudios para conocer cudl es la respuesta de
la poblacion de mujeres al tratamiento de cancer de mama avanzado con
quimioterapia, en términos de sobrevida libre de enfermedad y relacionarlos con

los subtipos estudiados y compararlo con otras poblaciones.
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Figura 3: Imagenes obtenidas en la evaluacién microscopica (40x) donde se representa cada

uno de los subtipos moleculares basados en la expresion inmunohistoquimica de los marcadores

Receptor de Estrégeno (RE), Receptor de Progesterona (RP), Her-2 y Ki67.



