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l. Abreviaturas.

CMTN: Cancer de mama triple negativo

CMNTN: Cancer de mama no triple negativo

IHQ: Inmunohistoquimica

RE: Receptores de estrégeno

RP: Receptores de progesterona

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico

CKb5: Citoqueratina 5

CK6: Citoqueratina 6

TNM: Tumor, ganglios, metastasis

RPC: Respuesta patolégica completa

RCC: Respuesta clinica completa

SBR: Scarff-Bloom-Richardson

SLR: Supervivencia libre de recurrencia

SG: Supervivencia global

QT Neoadyuvante: Quimioterapia administrada antes del procedimiento
quirdrgico.

QT Adyuvante: Quimioterapia administrada posterior al procedimiento

quirargico del tumor primario conocido.



Il. Resumen

Antecedentes

El cancer de mama es un grupo heterogéneo de neoplasias malignas
con distinto comportamiento biolégico, respuesta a quimioterapia y desenlace.
Los llamados canceres de mama receptores negativos o triples negativos
(CMTN) constituyen el 10-15%, se caracterizan por la ausencia de la expresion
de tres proteinas (estrégeno, progesterona y her2), clinicamente son mas
agresivos con una menor supervivencia libre de recaida y global, con patron
de recaida distante generalmente en pulmén y SNC. Las vias de sefializacion
implicadas en la proliferacion de esta variedad de cancer de mama estan
pobremente comprendidas. Las pacientes con CMTN gue alcanzan respuesta
patologica completa (RPC) posterior a quimioterapia neoadyuvante tienen el
mismo buen prondstico que el grupo de CMNTN, sin embargo no se conocen

con precision los factores que predigan en CMTN RPC.

Objetivos
Evaluar el papel de Ki-67, p53, c-kit y EGF-R como marcadores
predictivos de respuesta clinica y patoldgica a quimioterapia neoadyuvante en

cancer de mama triple negativo.

Material y métodos

Entre enero 1998 y enero 2008 se identificaron 103 pacientes con
diagnéstico histologico de cancer de mama tratadas por el departamento de
Oncologia médica en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Dr.
Salvador Zubiran. Se obtuvo el tejido tumoral de 30 pacientes: 15 pacientes
expresaron el inmunofenotipo triple negativo (Receptores hormonales
negativos, her2 negativo) y 15 pacientes que expresaron el inmunofenotipo RE
positivos y/o RP positivos y Her2neu negativo (luminal) que recibieron
guimioterapia neoadyuvante a base de -antraciclenos y/o taxanos. Se revisaron
sus expedientes clinicos para obtener variables clinicas. En el grupo de CMTN
se repitié la inmunohistoquimica para RE, RP, her2neu, Ki-67, p53, c-kit ,
EGFR, marcadores del subtipo basal (AEAL1/CK 5y AEA2/CK 6) en tejido

tumoral pre y post-quimioterapia neoadyuvante. Se identificaron ademas sus



variables morfolégicas en la re-revision por un patologo. En el grupo de
CMNTN se re-revisaron las laminillas del diagndstico e IHQ para RE , RPy
Her2 previamente realizadas en el departamento de Patologia.

Resultados

El ag Ki-67 y p53 se encontraron con una mayor frecuencia de
positividad y en un mayor porcentaje (>30%) en pacientes con CMTN en
comparacion con el grupo de CMNTN. (p<.0001) y (p=0.020). La negativizacion
de Ki 67 post quimioterapia neoadyuvante se asocio con RPC (p=0.039). Los
niveles de p53 >30% pre neoadyuvancia se relacionaron con RPC (p=.006).
C.kity EGFR no se relacionaron con RPC. La frecuencia de CMTN fue del
33.9% En el grupo CMTN se presentaron estadios clinicos mas avanzados
(p=0.002). Se observo mayores respuestas clinicas completas 33.3% en el
grupo CMTN contra el 6.7% en el CMNTN. (p=0.055). En el grupo CMTN se
observaron recaidas a distancia 33.3% contra 0% del grupo CMNTN (p=0.001).
Los sitios de recaida mas frecuentes fueron pulmén e higado. La mediana de
SLP para el grupo CMTN fue de 24 meses contra 34 meses del grupo control
(p=0.023). La mediana de supervivencia posterior a recaida en el grupo de
CMTN fue de 3 meses. La mediana de supervivencia global fue de en el grupo
CMTN de 25 meses y 39 meses en el grupo control (p=.007). En el grupo de
CMTN desarrollaron RPC de 33.3% y de 0% en el grupo control. La variable
histologica mas frecuente en el grupo CMTN fue la basal (p=0.012). Se
observaron SBR altos (73.3%) en el grupo CMTN vs (0%) en el grupo control
(p=<.0001).

Conclusiones

Nuestro estudio identifica como potenciales marcadores de respuesta
patolégica completa la expresiéon de Ki-67 y p53 en los carcinomas mamarios
triple negativos de fenotipo basaloide.

En esta poblacion se confirman las caracteristicas clinicas y patologicas
descritas en otras series de casos, con respecto a la mayor agresividad,
diseminacién a distancia, menor SLR, SG y mayor respuesta clinica 'y

patolégica completa a quimioterapia neoadyuvante.



Es indispensable la realizacién de mas estudios en poblacion mexicana
con mayor numero de pacientes y disefios prospectivos, multi-institucionales

qgue permitan aumentar el nivel de evidencia de este trabajo.



lll. Antecedentes

El cdncer de mama comprende un grupo heterogéneo de neoplasias
malignas con distinto comportamiento bioldgico, respuesta a quimioterapia y
desenlace, por lo que tumores histolégicamente similares pueden tener un

pronadstico distinto.

Durante las ultimas tres décadas la tasa de mortalidad por cancer de
mama ha disminuido en los paises desarrollados, como resultado del
escrutinio, mejor control local en cancer de mama temprano y la introduccion
del tratamiento sistémico adyuvante observandose un decremento en la
mortalidad a partir de 1990 de 3.3% por afio en menores de 50 afios y de 2%

por afio en mayores de 50 afios."

Los canceres de mama que expresan receptores de estrogeno o
progesterona y/o her2 positivos representan el 75-80% y el 15-20%
respectivamente. Los restantes 10-15% son los llamados canceres de mama
receptores negativos o triples negativos (CMTN), que se caracterizan por la
ausencia de la expresién de estas tres proteinas (estrogeno, progesterona y
her2neu), dando como resultado que esta entidad sea resistente a los

tratamientos dirigidos como trastuzumab y hormonales.

Anteriormente se habia subclasificado el cancer de mama en base a su
morfologia celular y la presencia de receptores (estrégenos, progesterona y
her2) por inmunohistoquimica. Esta clasificacion ha mostrado ser util en
términos de predecir prondstico y guiar el tratamiento. Recientemente los
perfiles de expresion genética han permitido analizar la expresion de genes o

la también llamada firma genética del cancer de mama.

10



En base a esto, el grupo de Stanford ha demostrado que la
heterogeneidad del cancer de mama puede ser clasificada a nivel
transcripcional y se ha propuesto una clasificacion molecular por medio de
microarreglos de cDNA que identifica perfiles de expresidon génica y los divide
en 5 grupos: el grupo con RE positivos comprende los subtipos luminales Ay
B, otro grupo es el que expresa her2, el cuarto grupo es el normal de
expresion de genes de mama y el quinto grupo denominado basal. Este ultimo
grupo debe su nombre a que tiene caracteristicas de células del epitelio basal
de mama, expresa tincién positiva para citoqueratinas del epitelio basal
(mioepitelio) CK 5,6 ,14 y 17 y ausencia de expresién de RE, RP y her2.34?
Ademas de la expresion de estas citoqueratinas en el tipo basal se ha
reportado expresion para vimentina, p caderina, af cristalina, fascina 'y

caveolinas 1y 2.%7%°

No existe una definicién internacionalmente aceptada para el grupo
basal, por lo tanto no hay un consenso sobre como caracterizarlos
(microarreglos, PCR en tiempo real o inmunohistoquimica). La mayoria del
grupo basal tiene el fenotipo triple negativo y en algunos estudios se toman
como similares,'sin embargo no son equiparables.* Asi en un estudio se
demuestra que aproximadamente el 60% de los canceres triple negativos
expresan marcadores basales, y por otra parte un 15% de los basales
expresan algun receptor ER, PR o her2neu. ** En otro reporte reciente se
sefala en 66 pacientes con CMTN se demostré una expresion del fenotipo

basal (CK 5/6, CK 14y 17) en el 60.1%. *3
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La inestabilidad genética es una marca del cancer de mama y también
es frecuentemente observado en el CMTN. Regiones especificas de pérdida y
ganancia de genes se han asociado al CMTN. Estas incluyen pérdida de 3q12,
4p15-p32, 4931-935, 5911-931 y 14922-923 y ganancia de 1912-g41, 6p12-
p25, 7922-936, 10p12-p15, 17925 y 21g22. El mecanismo subyacente y el
impacto funcional de estos cambios genomicos todavia no son claros pero

puede definir un fenotipo nico que puede ser blanco de terapias dirigidas.*

Morfolégicamente el CMTN se caracteriza por ser de alto grado, con un
indice mitético elevado, presencia de necrosis central, borde desplazante e
infiltrado de linfocitos. La presencia de elementos metaplasicos, medulares o
formas medulares atipicas son significativamente mas prevalentes en el grupo

basaloide.®

Fisiopatologia

Las vias de sefializacion implicadas en la proliferacion de esta variedad
de cancer de mama estan pobremente comprendidas. Los potenciales blancos
del tratamiento de estos tumores incluyen receptores de membrana como el
factor de crecimiento epidérmico EGFR, C-kit, la via de las protein kinasas
con actividad mitogénicas MAP-kinasas 6 via kinasa B- Akt induccién de dafio
al DNA por agentes especificos que causen dafio a la doble cadena de DNA
y/o inhibicién de vias defectuosas de reparacion como polimerasa 1 ribosa ADP

(PARP1) *Fig 1
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BRCA 1y Cancer de mama triple negativo

Existen muchas similitudes fenotipicas y moleculares entre tumores con
mutaciones de BRCA | y CMTN, entre estas se encuentran: RE negativo, alto
grado nuclear, alta expresion de Ki 67, expresion de CK 5y 6 y expresion de
EGFR. Existe evidencia creciente de que los defectos de reparacion del ADN
caracteristicos de canceres relacionados a BCRA 1 contienen recombinaciones
homologas defectuosas que confieren sensibilidad a ciertos agentes

sistémicos, lo cual seria relevante en el tratamiento de CMTN?®: 1718

Tabla 1

Comportamiento clinico y diferencias raciales

El tipo basal es el subgrupo con menor periodo libre de enfermedad y
supervivencia global. La historia natural de este subgrupo se caracteriza por
una menor frecuencia de metastasis axilares a pesar de ser de alto grado,
menor supervivencia libre de enfermedad, mayor capacidad de desarrollo de
metastasis pulmonares tempranas y menor supervivencia posterior a una
recaida.’® Se ha observado que no existe correlacién entre el tamafio tumoral
y la presencia de metastasis ganglionar. En cuanto a la frecuencia de
metastasis ganglionares, en un estudio se encontré una mayor prevalencia de
metastasis ganglionar comparado con controles, en otro estudio no existieron
diferencias y en un tercero se observé una asociacion inversa entre el CMTN y
las metastasis ganglionares. 2% " #22* Se cree que produce metastasis de
forma hematdgena por la observacion de que el patron metastatico es

generalmente a distancia: pulmén y a sistema nervioso central.?* %
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En otro estudio de 930 pacientes en el cual se utilizé analisis por
microarreglos con una mediana de seguimiento 17.4 afios, la expresion basal
de citoqueratinas se asocié a menor periodo libre de enfermedad. La expresion
de HER1 se observo en 54% de los casos positivos para citoqueratinas
basales, y esto fue asociado a pobre supervivencia independientemente del

estatus ganglionar y tamafio.?

En un reporte realizado por Haffty y cols se analizaron 482 pacientes con
CMTN tratadas con manejo quirargico conservador y radioterapia con un
seguimiento de 7.9 afios, la cohorte triple negativa presenté una menor
supervivencia libre de metéstasis a 5 afios vs los otros subtipos (67% vs 82%
respectivamente p=.0002). En el analisis multivariado el fenotipo triple
negativo fue un factor predictor independiente para metastasis distantes
(p=0.002) y pobre supervivencia causa especifica p=0.047). No hubo

diferencias estadisticamente significativas en cuanto al control local. %*

En un estudio retrospectivo Canadiense en dos centros, se analizaron
293 pacientes y se encontr6é una frecuencia de CMTN de 14%. Con un
seguimiento a 10 afios se encontro una diferencia estadisticamente
significativa en la supervivencia entre el grupo de CMTN vs CMNTN, la cual
fue mas marcada a los 3 afios (76.8% vs 93.5%, p <.0001). Esta diferencia se
redujo con el tiempo lo que sugiere que la supervivencia se iguala a largo plazo

en el CMTN y el CMNTN?
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En cuanto a variaciones raciales, existen 2 estudios publicados. El
estudio basado en los datos del registro de cancer de California identifico 6370
mujeres con CMTN de una base de 44,701 mujeres con cancer de mama. Las
mujeres con CMTN fueron significativamente més jovenes (menores de 40
afios OR 1.53) y fueron de raza negra no hispanas (OR 1.77) o hispanas de
nivel socioecondmico bajo (OR 1.23). Independientemente del estadio el grupo
con CMTN presenté la supervivencia mas baja.?” El otro estudio de casosy
controles realizado en el estado de Carolina, EUA por Carey y cols., en 496
pacientes con cancer de mama, se encontré que el tipo basal es mas
frecuente en mujeres africo americanas premenopausicas (39%) comparado
con las africo americanas postmenopausicas (14%) y que las no africo
americanas de cualquier edad (15%) (p=0.001). La supervivencia especifica
por cancer fue diferente por subtipo, siendo el de menor supervivencia el tipo
basal (p<0.001).?% Si estas diferencias raciales se relacionan con factores
genéticos, exposicién a factores ambientales o una combinacion de ambos adn

permanecen desconocidos.

Existe un estudio retrospectivo en pacientes mexicanas (h= 110) con
cancer de mama en etapa | a 1B, el 15.4% (17 pacientes) expreso el
inmunofenotipo triple negativo. El fenotipo triple negativo se asocio con
proliferacion celular aumentada (p <0.0001), menor edad (mediana de 43
afos), mayor tamafo tumoral (mediana= 2.5 cms), menor proporcion de
pacientes en etapa 1, asi como mayor frecuencia de expresion positiva de la
proteina p 53 (78.5%). Se observé mayor frecuencia de recurrencia y muerte

en este grupo.”
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Otro estudio retrospectivo en poblacién mexicana, tema de una tesis de
postgrado, es el del Instituto Nacional de Cancerologia donde se evalué el
inmunofenotipo de 242 pacientes. Solo contaron con re-determinacion de her2
el 25% de los casos y no se hicieron citoqueratinas para corroborar su origen
basal. Se encontr6 una incidencia de CMTN del (21.9%), de estas 33(27%)
fueron premenopausicas y 20 (17%) postmenopausicas. Presentaron RPC el

19.4% del grupo total y el 23% del grupo de CMTN.*°

Respuesta a Quimioterapia

En teoria el CMTN tiene vias de proliferacion incrementadas por lo cual
seria mas susceptible a la quimioterapia; sin embargo tiene un peor prondstico

gue los demas grupos.

En cuanto a quimioterapia adyuvante existe un estudio donde se
analizaron 49 pacientes con marcadores positivos para el subgrupo basal y se
encontré que la quimioterapia adyuvante basada en antraciclenos parece ser
menos efectiva en este subgrupo.® En un estudio retrospectivo se observé
gue en CMTN la expresiéon de protein-kinasas con actividad mitogénica (MAPK)

se asocié a resistencia a antraciclenos (p=0.0008)?

Se ha observado que con el tratamiento de quimioterapia basada en
antraciclenos a dosis convencionales, los resultados son peores en el

subgrupo basal y el triple negativo.*

Existe evidencia que se obtiene una mayor respuesta patoldgica con
guimioterapia neoadyuvante en el tipo basal en comparacion con los luminales.
En un estudio que incluy6 82 pacientes con cancer de mama tratadas con

quimioterapia preoperatoria con paclitaxel seguida de FAC (5 FU, doxorrubicina
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y ciclofosfamida), el subtipo basal se asoci6 con una respuesta patoldgica
completa (RPC) de 45%, mientras que en los tumores luminales fue del 7%. **

Tabla 2

Carey y cols analizaron los patrones de IHQ y la respuesta a
quimioterapia con 4 ciclos de quimioterapia neoadyuvante AC; de 107
pacientes, 32% expresaron marcadores para el tipo basal. La respuesta clinica
fue mayor en el grupo basal 85% que en el tipo luminal 41% (p=0.00001), con
una respuesta patologica completa de 27% en grupo basal. A pesar de la
sensibilidad inicial a quimioterapia en el grupo basal, este tuvo un menor
intervalo de supervivencia libre de metastasis (p =0.04 ) y supervivencia global
.(p =0.02). Hay que sefalar que solo 2 de las 17 pacientes que desarrollaron

RPC recayeron.®

Se han evaluado otras combinaciones de drogas como ECF
(epirrubicina, cisplatino y 5 fluorouracilo) en infusién continua seguida de 3
cursos de paclitaxel semanal en 30 pacientes con CMTN localmente avanzado.
Se obtuvo una respuesta patolégica completa en el 40% de los casos. En base
a este resultado se ha planteado que los regimenes basados en platino

seguidos por paclitaxel pueden tener una alta RPC en CMTN?®

En un estudio de 145 pacientes en estadios Il y Il en el que se utilizd
guimioterapia neoadyuvante con docetaxel y doxorrubicina. Las pacientes con
fenotipo triple negativo (32.4%) mostraron mayor RPC (17% vs 3%) que el
grupo de cancer de mama no triple negativo (CMNTN). Sin embargo la
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global fue significativamente

menor en el subgrupo triple negativo.®’
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En cuanto a quimioterapia a dosis altas, en un estudio fase Ill en
cancer de mama de alto riesgo que comparé 5 cursos de FEC (fluorouracilo,
epirrubicina y ciclofosfamida) con 4 cursos del mismo régimen seguido por una
sola dosis de quimioterapia a dosis altas con ciclofosfamida (6 g/m2), tiotepa
(480 mg/m2) y carboplatino (1600 mg/m2). Se observo que el grupo con her2
negativo se beneficié en cuanto a supervivencia. Se analiz6 el grupo de her2
negativo con receptores hormonales negativos (cancer de mama triple
negativo) demostrando que la ventaja es igual que el grupo her2 negativo con
receptores hormonales positivos, donde el efecto endocrino pudo haber
contribuido mas al beneficio en el brazo de quimioterapia a altas dosis. Los
autores concluyen que el subgrupo triple negativo es especificamente sensible

a altas dosis de agentes alquilantes.®

En un andlisis de subgrupo del estudio fase 1ll WSG AM 01 se investigo
cuales pacientes tenian el maximo beneficio de quimioterapia a dosis altas. El
estudio comparo en pacientes con mas de 9 ganglios afectados, 2 cursos de
guimioterapia acelerada con EC (epirrubicina y ciclofosfamida) seguido por dos
cursos de quimioterapia a dosis altas que consistio en dosis estandar de
epirrubicina (90 mg/m2) y dosis altas de ciclofosfamida (3 grs/m2) y tiotepa
(400 mg/m2) contra 4 ciclos de EC seguidos por 3 ciclos acelerados de CMF
(ciclofosfamida, fluorouracilo y metotrexate). Con un seguimiento medio de 61.7
meses, la supervivencia global fue mayor en el grupo de dosis altas (76% vs
61% p=0.007). El mayor beneficio fue para las mujeres jovenes con tumores

triple negativos. %

A pesar de ser analisis retrospectivos de subgrupos, ambos estudios

muestran la eficacia de la quimioterapia a altas dosis basada en ciclofosfamida

18



y tiotepa en el cancer de mama triple negativo. Sin embargo el uso de
quimioterapia a dosis altas basadas en agentes alquilantes no puede
considerarse estdndar y se requieren de estudios fase Il en cancer de mama

triple negativo.

Céancer de mama triple negativo y respuesta patologica

En una publicacion reciente que analiz6 a 255 pacientes con cancer de
mama. Los pacientes con CMTN (23%) comparado con pacientes con cancer
de mama no triple negativo (CMNTN) tuvieron una mayor tasa de RPC (22% vs
11%; p=.034) pero una supervivencia libre de progresion y supervivencia global
a 3 aflos menor que los CMNTN (p < 0.0001). Por otro lado se observé que si
se lograba respuesta patolégica completa, los pacientes con CMTN y CMNTN
tienen la misma supervivencia. En contraste los pacientes con CMTN con
enfermedad residual tienen peor supervivencia comparados con los CMNTN

(p<0.001) particularmente en los 3 primeros afios.*

Los CMTN pueden responder mejor a quimioterapia por su alto indice de
proliferacion, esto observado por la alta expresion de ki-67. Las pacientes que
fallan en alcanzar una respuesta patolégica completa tienen a recaer de forma

temprana y tener peor desenlace.*
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Marcadores moleculares prongsticos.

Los marcadores moleculares han sido extensamente estudiados en
cancer de mama temprano con el proposito de obtener informacién pronostica

temprana exacta y a largo plazo.

En CMTN se ha descrito en una cohorte de 47 pacientes contra 98
pacientes con CMNTN como factores prondsticos, mayor RPC, mayor grado

nuclear o histoldgico, menor proporcién de expresion de bcl-2 y ki-67 alto.®’

La proliferacion celular es clave para la progresion tumoral y se puede
medir con el antigeno nuclear de proliferacion ki-67 determinado mediante
inmunohistoquimica. La expresion de Ki-67 correlaciona con otras medidas de

proliferacién como fase S y captacién de bromodeoxiuridina.*?

Una alta expresion de Ki-67 es un signo de pobre prondstico a pesar de
una buena respuesta clinica a quimioterapia pero su significado de forma
independiente es modesto y no se mide en la mayor parte de los escenarios

clinicos.

Existe evidencia de que la reduccién en la concentracién de Ki-67
posterior a tratamiento (quimioterapia y/o hormonoterapia) es un subrogado util
de respuesta a tratamiento y de beneficio en supervivencia..*® Por lo tanto se
cree que mediciones seriadas de Ki -67 pudieran ser utiles en la medicion de
actividad de nuevos agentes.**** En un estudio de 77 pacientes con cancer de
mama operable que recibieron quimioterapia neoadyuvante FEC (5-
Fluorouracilo. Epirrubicina y ciclofosfamida) se realizo biopsia por trucut basal,
a los 21 dias de quimioterapia y en el dia de la cirugia, con determinacion de

Ki-67 e indice de apoptosis. En el 31% de los casos se obtuvo una respuesta
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patologica. Las pacientes que respondieron clinicamente presentaron un menor
indice de Ki-67 en el dia 21 (11.4% vs 27% p=.002) y mayor porcentaje de
reduccion de Ki-67 que las no respondedoras (-50.6% vs -5.3). Las pacientes
que tuvieron respuesta patolégica completa el Ki-67 del dia 21 fue mayor
significativamente (30.3% vs 14% p=0.046). No se encontraron diferencias en
la biopsia basal vs la quirdrgica. La utilidad clinica de estos cambios tempranos
en los marcadores biolégicos aun permanece desconocida y se requieren de

estudios confirmatorios.*®

En un metaanalisis reciente se evaluaron los estudios que analizaron el
impacto de Ki-67 y su anticuerpo MIB-1 sobre la supervivencia libre de
enfermedad y supervivencia global en cancer de mama temprano. Se
analizaron 46 estudios que incluyeron 12, 155 pacientes. La positividad para Ki-
67 se asocié con mayor probabilidad de recaida en todos los pacientes
(p<0.001), tanto en ganglios negativos (p<0.001) como en ganglios positivos
(p<0.001). Ademas la positividad de Ki-67 se encontré relacionado con menor

supervivencia en ganglios negativos y positivos. (p<0.001).*

Especificamente en el cancer de mama triple negativo no se conoce con
precision en poblacion mexicana si Ki-67 es un factor pronéstico y/o de

respuesta a tratamiento.

El cancer de mama tipo basal tiene una alta expresion de la proteina
p53 esta se activa al detectar dafio en el DNA llevando a la célula a apoptosis o
reparacion.*® En una serie se encontraron mutaciones de p53 en la regién

codificante, en el 82% del subtipo basal. (p=0.0001)*°

Existe una publicacion en donde se analiza su valor predictivo para

respuesta en cancer de mama con regimenes basados en antraciclenos o
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alquilantes. Se analizaron varios marcadores entre ellos p53 por
inmunohistoquimica en 293 biopsias, la tincion para p53 (54%) estuvo asociado
con alto grado (p=0.0002), receptores estrogénicos negativos (p=0.04). El p53
fue detectado en 59% de los canceres triple negativos (n=120 pacientes). En la
poblacion global la respuesta patologica completa (9.6%) fue
independientemente predicha por grado tumoral alto (p=0.002) y ser triple
negativo (p=0.00004). La inmunotincién positiva para p53 se asocio con una
tendencia a una alta tasa de respuesta en tumores triple negativos (riesgo
relativo de 2.5. p=0.009) pero no en tumores no triples negativos (riesgo

relativo de 0.73 p=0.069).°

Los estudios de microarreglos han mostrado una alta tasa de
sobreexpresién de EGFR en el grupo basal. En un estudio en el cual se define
el subtipo basal por medio de ensayos de expresion génica, el 57% . La
expresion de c-KIT se presenté en el 31% del subgrupo basal.>* En otro

estudio se encontré una alta expresion de EGFR (64%)>2

No existe informaciéon en CMTN si EGF-R y C-kit son marcadores

prondsticos o predictores de respuesta a quimioterapia neoadyuvante.
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IV. Justificacion.

El cancer de mama en México constituye un problema de salud publica.
Se ha reportado en Estados Unidos una mayor incidencia de cancer de mama
triple negativo (CMTN) en mujeres premenopausicas de minorias étnicas
africo-americanas e hispanas. Existe escasa informacion en poblacion

mexicana.

EI CMTN se asocia con menor supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global. Sin embargo la respuesta patolégica completa (no
evidencia de tumor en mama y axila al examen patoldgico 0/y cancer in situ) en
posterior a quimioterapia neoadyuvante en estas pacientes confiere buen
prondstico a largo plazo. No se conocen con exactitud factores que permitan
predecir respuesta clinica 6 patolégica completa en cancer de mama triple

negativo.
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V. Hipotesis

Los elevados indices de proliferacion celular determinados por Ki-67, asi
como las mutaciones de p53, c-kit y sobre-expresion EGF-R son marcadores
predictivos de respuesta clinica y patoldgica a quimioterapia neoadyuvante en

cancer de mama localmente avanzado triple negativo.

Hipotesis alterna

Los elevados indices de proliferacion celular determinados por Ki-67, asi
como las mutaciones de p53, c-kit y sobre-expresién EGF-R no son
marcadores predictivos de respuesta clinica y patoldgica a quimioterapia

neoadyuvante en cancer de mama localmente avanzado triple negativo.
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VI .Objetivos

Objetivo General

e Evaluar el papel de Ki-67, p53, c-kit y EGF-R como marcadores
predictivos de respuesta clinica y patologica a quimioterapia

neoadyuvante en cancer de mama triple negativo.

Objetivos secundarios

e Conocer la frecuencia de pacientes con cancer de mama triple negativo
gue presentan respuesta clinica y patolégica completa con
guimioterapia neoadyuvante.

e Comparar en poblacién mexicana el comportamiento clinico/patolégico
de cancer de mama triple negativo contra cancer de mama no triple
negativo (luminal)

e Describir las variables morfolégicas de cancer de mama triple negativo
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VII. Pacientes y Métodos
Disefio del estudio
Retrospectivo, comparativo y ambilectivo.

En el periodo comprendido de enero de 1998 a enero del 2008 se
identificaron 103 pacientes con diagndstico histoldgico de cancer de mama
tratadas por el departamento de Oncologia Médica en el Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Dr. Salvador Zubiran. Acorde con los resultados
del expediente 39 pacientes tuvieron IHQ de la biopsia basal con
inmunofenotipo triple negativo, 20 pacientes recibieron tratamiento con
quimioterapia adyuvante y 19 pacientes recibieron tratamiento con
quimioterapia neoadyuvante. En este Ultimo grupo se repitio el panel de IHQ
para RE, RP y her2. Se confirmo el inmunofenotipo triple negativo en 15
pacientes y se excluyeron 4 por las siguientes razones: 1 paciente no contaba
con las laminillas y bloque de parafina de tejido tumoral y en 3 se confirmaron
RE positivos. Se observaron 15 pacientes para el grupo de CMNTN que
contaban con tejido evaluable en el departamento de patologia con IHQ basal
para RE y/o RP positivos, Her2 negativo, ki67 y p53 y que habian recibido
quimioterapia neoadyuvante. Finalmente se obtuvo el tejido tumoral de 30
pacientes: 15 pacientes expresaron el inmunofenotipo triple negativo:
Receptores hormonales negativos y her2 negativo y 15 pacientes controles
que expresaron el inmunofenotipo luminal: RE positivos y/o RP positivos y Her2
negativo que recibieron quimioterapia neoadyuvante a base de antraciclenos
y/o taxanos. Algoritmo 1 Se revisaron sus expedientes clinicos para obtener
las siguientes variables clinicas: Edad, antecedentes heredofamiliares para

cancer de mama u otro tipo de cancer, tabaguismo, menarca, paridad, edad
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primer embarazo, obesidad, uso de anticonceptivos hormonales, uso de terapia
sustitutiva hormonal, TNM clinico, esquema y numero de ciclos de
quimioterapia neoadyuvante y respuesta clinica.

En el grupo de CMTN se realizé nueva inmunohistoquimica para RE,
RP, her2, Ki-67, p53, c-kit , EGFR, marcadores del subtipo basal (AEA1/CK 5y
AEAZ2/CK 6) en tejido tumoral pre y post-quimioterapia. Se identificaron ademas
sus variables morfolégicas en la re-revision por un patoélogo. En el grupo de
CMNTN se re-revisaron las laminillas del diagndstico e IHQ para RE , RP y
Her2 previamente realizada de rutina en el servicio de patologia. Las variables
morfologicas analizadas fueron en ambos grupos la histologia, el TNM
patologico, la respuesta patoldgica post quimioterapia neoadyuvante y SBR. En
el grupo de CMNTN se revaloro la diferenciacion, la infiltracién linfo-vascular, la
formacioén de tubulos, el pleomorfismo nuclear, la cuenta mitética, la necrosis,
los bordes desplazantes, la respuesta linfoide, las células apoptéticas y la

presencia de elementos metaplasicos.

La respuesta patoldgica completa se defini6 como no evidencia de tumor

residual o cancer in situ en mama y axila al examen histopatolégico.

Se consideraron valores positivos para RP la expresion >10% , de RE
>10% de células marcadas en toda la preparacion. Her2 negativo se definié

como 1+ y /o 2+ con ampliacion genética negativa por el método FISH.
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La supervivencia libre de recaida se considero desde la fecha del

diagnéstico histolégico hasta la fecha de documentacion de la recaida.

La supervivencia global se considero desde la fecha del diagnostico

histolégico hasta la defuncion.

Técnica de inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes en blanco para el estudio inmunohistoquimico
contra receptores estrogénicos, progesterona, her2, citoqueratinas AEA1/CK5,
AEA2/ 6, Ki-67, p53, c-kity EGF-R. Los tejidos se colocaron en laminillas
silanizadas que fueron desparafinadas en bafios consecutivos de xilol y alcohol
e hidratacion con buffer tris. En las laminillas se incluy6 tejido de carcinoma de
mama triple negativo y control positivo conocido de Ki-67, p53, c-kity EGF-R.
Se realiz6 recuperacién antigénica con EDTA 10 mM (pH 8) en olla de presién
usando horno de microondas durante 12 minutos. Se utilizé equipo
automatizado NexEs (Ventana Medical Systems) de acuerdo con el protocolo

establecido y el contraste se realizé con hematoxilina.

Analisis estadistico

La captura se hizo en una base de datos SPSS version 13. La poblacion
de estudio se caracterizO mediante el uso de estadistica descriptiva. Para el
anélisis de las variables no paramétricas se empleo la prueba de x? o exacta de
Fisher. Se realizaron curvas de supervivencia por el método de Kaplan-Meyer
que fueron contrastadas mediante log Rank. Las variables significativas fueron
sometidas al modelo de riesgos proporcionales de Cox. Para todas las pruebas

se empleo una significancia estadistica de p<0.05.
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VIIl. Resultados
Se analizaron 15 pacientes con cancer de mama triple negativo (CMTN)
y 15 pacientes con cancer de mama no triple negativo (CMNTN). La frecuencia

de CMTN en la poblacion estudiada fue del 33.9%.

Variables clinicas

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas de los pacientes triple
negativos y los controles. No hubo diferencias estadisticamente significativas
en: edad, estado hormonal al diagnostico, antecedentes heredo familiares para
cancer de mama, antecedentes heredo familiares para otros tipos de cancer,
tabaquismo, obesidad, edad de menarca, uso de anticonceptivos hormonales,
mediana de utilizacion de anticonceptivos hormonales, terapia reemplazo
hormonal, mediana de utilizacion de terapia de reemplazo hormonal,

embarazos, edad del primer embarazo.

Al analizar el estadio clinico, se observo que en el grupo de CMTN hubo
estadios patologicos mas avanzados Elll (53.4%) y E IV (6.7%) en
comparacion con el grupo de CMNTN EIlll (6.7%) y E IV 0%, (p=0.002) lo que

se muestra en la FIG 2

La frecuencia de estadio clinico | y Il en CMTN fue de 6 (40%)

comparado con 14 (93.3%) en CMNTN estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p=.0067) OR .048 IC (0.001-0.523)
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La frecuenciade T1ly T2 en el grupo de CMTN fue de 4 (36.3%)
comparado con 10 (66.6%) en el grupo CMNTN, se encontré una diferencia
que no fue estadisticamente significativa pero muestra una tendencia p =0.067

OR=0.18 IC (0.03-1.09).

Al comparar la frecuencia de enfermedad ganglionar negativa (NO) vs
enfermedad ganglionar positiva (N1,N2,N3). No se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos p=0.13 OR=0.22 IC (.03-1.38).
Especificamente en el grupo de CMTN se observo que en 6 pacientes (40%)

presentaban T3 y T4 con axila negativa clinicamente.

Todas las pacientes recibieron quimioterapia neoadyuvante, el grupo
CMTN basada en antraciclenos 6 (20%) y antraciclenos mas taxanos 9 (60%),
en el grupo CMNTN basada en antraciclenos 2 (13.3%) y antraciclenos mas

taxanos (86.6%) (p=0.23). La mediana de ciclos en ambos grupos fue de 6.

En el grupo CMTN recibieron quimioterapia adyuvante 8 pacientes (53%)
con taxanos y en el grupo CMNTN 1(6.6%) (p=0.72) La mediana de ciclos en

ambos grupos fue de 4.

Se obtuvo respuesta clinica completa en 5 pacientes del grupo de CMTN

(33.3%), parcial en 5 (33.3%), enfermedad estable en 0 y progresion de

enfermedad en 5 (33.3%). En el grupo de CMNTN se obtuvo respuesta clinica
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completa en 1 paciente (6.7%), parcial en 10 (66.6%), enfermedad estable en 2

(13.3%) y progresion de la enfermedad en 2 (13.3%). (p=0.055)

Las pacientes del grupo de CMTN que fueron respondedoras
clinicamente (respuestas completas y parciales) a quimioterapia neoadyuvante
tuvieron un 50% de probabilidad de desarrollar RPC, por otro lado las pacientes
que no fueron respondedoras (enfermedad estable y progresion de la

enfermedad) no desarrollaron respuesta patoldgica. (p=0.053)

Todas las pacientes fueron sometidas a cirugia, no hubo diferencias en
el tipo de procedimiento entre ambos grupos. En el grupo CMTN se realizaron
mastectomia radical modificada (MRM) 11 (73.3%), cuadrantectomia 2 (13.3%)
y lumpectomia 2 (13.3%). En el grupo control MRM 12 (80%), cuadrantectomia
2 (13.3%) y lumpectomia 1 (6.7%). (p=0.63)

Recibieron radioterapia posterior a la cirugia en el grupo CMTN 11

(73.3%) y en el grupo CMNTN 9 (60%). (p=0.59)

En el grupo de pacientes con CMTN presentaron recaida sistémica de
la enfermedad 5 (33.3%) y solo 1 recaida local (6.7%) en el grupo de CMNTN
(p=0.068). En el grupo de CMNTN se presentaron recaida local en 1 paciente
(20%) vy a distancia 5 (80%). Los sitios de recaida mas frecuentes fueron

pulmon e higado. TABLA 4
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La mediana de supervivencia libre de recurrencia de 24 meses para el
grupo de CMTN y de 34 meses en el grupo CMNTN. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p =.023) FIG 3

Todas las pacientes que recayeron el grupo CMTN fallecieron por la
enfermedad. La mediana de supervivencia posterior a recaida fue de 3 meses.
La Unica paciente que recay6 en el grupo de CMNTN lo hizo localmente se
rescatd con cirugia, la paciente continua viva libre de enfermedad a 39 meses

después.

La mediana de supervivencia global fue de 25 meses para el grupo de
CMTN y de 39 meses para el CMNTN. (p=.007) FIG 4

La SLR y la SG a 8 afios fueron significativamente inferiores en el grupo
de pacientes con CMTN (50% y 50% vs 90% y 100%) respectivamente. FIG 3y

4

Variables Patoldgicas

En el grupo de CMTN existio positividad para citoqueratinas 5y 6 en 9
pacientes (60%) y negatividad en 5 (40%). FIG 16. La positividad o negatividad
pre o post neoadyuvancia no se relaciono al periodo libre de enfermedad o a
supervivencia global. La negatividad de ck5 y ck6 se relacion6 con respuesta

patolégica completa 26.6% vs 6.6% (p=0.025). FIG 5

En el grupo de CMTN se encontraron 5 respuestas patologicas

completas (33.3%). Todas las pacientes que presentaron respuesta patologica
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completa permanecen vivas Y libres de enfermedad. Sin embargo la SLR y SG
en estas pacientes no fue estadisticamente superior a pacientes sin respuesta
patologica. FIG 6 y 7. No existieron respuestas patoldgicas en el grupo de

CMNTN.

La variable histologica més frecuente en el grupo de CMTN fue el basal
6 pacientes (40%), seguido de ductal 5 pacientes (33.3%), medular 2
pacientes (13.3%), lobulillar 1 paciente (6.7%) y mucinoso 1 paciente (6.7%).
En el grupo CMNTN la histologia mas frecuente fue ductal 12 pacientes (80%)
y 3 pacientes (20%) lobulillar. La diferencia entre los grupos fue significativa (p=

0.012) Fig 8

El SBR del grupo de CMTN fue del alto grado 11 pacientes (73.3%), de
grado intermedio 3 pacientes (20%) y bajo grado 1 paciente (6.7%). En el grupo
CMNTN SBR de grado intermedio 8 pacientes (53%) y 7 pacientes (46.7%) de

bajo grado. (p=<.0001) FIG 9

Posterior a la quimioterapia neoadyuvante no hubo diferencias en el
estadio patologico entre los grupos. (p=0.58). En el grupo de CMTN se
presento menor numero de T2, 2 pacientes (15.3%) comparado con el grupo de

CMNTN T2, 9 pacientes (60%) (p=0.023).

El antigeno de proliferacion Ki- 67 se encontro positivo en la biopsia

inicial en todos los casos con CMTN y en 9 pacientes (60%) de los casos con

CMNTN. (p=.006). El porcentaje de positividad >30% para ki67
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preneoadyuvancia en el grupo CMTN fue de 86.6% (13 pacientes) y en el
grupo CMNT 6.6% (1 paciente) (p<0.0001) FIG 10 Lo que indica un indice de

proliferacion mayor en las pacientes con CMTN.

En el grupo de CMTN se observé que las pacientes que desarrollan
RPC, el 60% de ellas negativizaron el Ki67 post neoadyuvancia, por el
contrario en los casos sin respuesta patoldgica el 90% continuo con Ki-67
positivo. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=.039) FIG
11. Las pacientes con RPC que no negativizaron Ki-67 (40%) presentaron
descenso del porcentaje de células positivas para el antigeno de proliferacion

Ki-67.FIG 12.

La positividad para p53 pre neoadyuvancia en el grupo CMTN fue de
86.6% ( 13 pacientes) y en el grupo de CMNT fue de 46% (7 pacientes) estas
diferencias fueron estadisticamente significativas (p=.020) FIG 13. El
porcentaje de positividad =230% de p53 en el grupo de CMTN fue 73.3% (11

pacientes) y en el grupo CMNTN fue de 6.6% (1 pacientes) (p=0.01) .

Solo las pacientes del grupo CMTN que presentaban porcentajes de p53
pre neoadyuvancia >30 % desarrollaron las 5 (100%) respuesta patoldgica
completa. (p=.006) FIG 14. El comportamiento p53 pre y pos neoadyuvancia

se observa en la FIG 15

En el grupo de CMTN el c kit en la biopsia inicial se encontrd negativo en

93.3%(14 pacientes) y positivo en 6.7% (1 paciente). En el tejido posterior a
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neoadyuvancia se encontrd positivo en 3 casos (20%) y negativo en 12 casos
(80%). Se encontro positivo en 2 pacientes que presentaron RPC (p=0.43). Fig

16

El Receptor del factor de crecimiento epidérmico 6 Herl se encontrd
positivo en la biopsia inicial en 5 casos (33.3%) y persistié positivo en tejido
posterior a neoadyuvancia. Fig 16. En todas las pacientes que desarrollaron

RPC se encontrd negativo posterior a la neoadyuvancia (p=0.53).

Morfologia CMTN

En el grupo CMTN se observo una diferenciacion pobre en 12 pacientes
(80%) y moderada en 3 (20%). Infiltracion vascular y linfatica en 8 pacientes
(53.3%). Formacion de tubulos < 10% en 14 pacientes (93.3%) y del 10-75%
en una (6.7%). Pleomorfismo nuclear marcado en 11 pacientes (73.3%) y
moderado en 4 (26.7%). Cuenta mitosica: <10 mitosis por campo en 8
pacientes (53.3%), 10-19 mitosis por campo en 3 pacientes (20%) y >19
mitosis por campo en 4 (26.7%). Necrosis ausente en 6 pacientes (40%),
>30% en 5 (33.3%) y

<30% en 4 (26.7%). Borde desplazante en 5 pacientes (37.3%).
Infiltracion linfoide: ausente en 2 pacientes (13.3%), <50% en 12 (80%) y >50%
en 1 (6.7%). Células apoptoticas <10 en 15 pacientes (100%). Elementos
metaplasicos ausentes en 11 pacientes (73.3%), presentes en 4 (26.7%).
Ninguna de las variables morfolégicas anteriores se relaciono con respuesta

patolégica completa, SLR o SG. FIG 17
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IX Discusion

Muchos estudios han investigado factores prondsticos de respuesta a
quimioterapia neoadyuvante en cancer de mama. Hasta el momento la RPC es
una variable pronostica independiente y las pacientes que desarrollan RPC
demuestran mejor supervivencia comparadas con las que presentan tumor
residual. Los marcadores moleculares como RE, RP,p53, ki-67 y Her2 se
consideran factores prondésticos en el contexto neoadyuvante. Sin embargo
estos marcadores en algunos casos son contradictorios o no concluyentes por
la heterogeneidad de las poblaciones de pacientes, muestras pequefias y

distintos regimenes de quimioterapia.

Es importante mencionar que se encontré una mayor frecuencia de RPC
en el grupo de CMTN sin embargo esto no se tradujo estadisticamente en una

mayor SLE y SG probablemente por el numero reducido de casos.

La prevalencia de positividad para citoqueratina 5y 6 fue del 60% lo cual
es similar en series extranjeras.**** Un hallazgo importante en nuestro estudio
es que las citoqueratinas 5y 6 parecen ser un factor predictivo de RPC, ya que
las pacientes con citoqueratinas negativas tienen mayor probabilidad de RPC.

El fundamento fisiopatologico para plantear a las citoqueratinas como
factor predictivo de RPC es que los tumores que expresan marcadores del

mioepitelio podrian ser menos sensibles a la quimioterapia.
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En cuanto a Ki67 se encontr6 una mayor frecuencia de positividad y en
un mayor porcentaje (>30%) en pacientes con CMTN. Interesantemente se
encontro una tendencia hacia el descenso o negativizacion posterior a la
quimioterapia neoadyuvante, observdndose un mayor porcentaje de respuesta

patolégica completa en pacientes que lo negativizan.

Se observo una mayor frecuencia y porcentaje de positividad en
expresion de la proteina de P53 en el grupo de CMTN vs el grupo control.
También se observo que en quienes tienen niveles pre neoadyuvancia >30%

se relaciona con mayor indice de respuestas patologicas completas.

Solo se realiz6 C kit en el grupo CMTN. No encontramos correlaciéon de
C kit con RPC; SLE o SG. Un hallazgo interesante es que observamos
positivizacién posterior a la neoadyuvancia en 3 pacientes lo cual no ha sido
reportado previamente, y que podria explicarse por que se trate de una via de
sefalizacion que el tumor utilice posteriomente a que otras vias de sefializacion

han sido dafadas.

En cuanto a Herl o EGFR se observo positividad en el 33.3% de los
pacientes CMTN lo cual no se relaciono estadisticamente con RPC, aun
cuando todas las pacientes que presentaron RPC hubo negativizacion de este

marcador.
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La respuesta clinica posterior a neoadyuvancia fue mejor en el grupo de
CMTN (33.3%) contra CMNTN (6.7%), obteniéndose también un mayor

porcentaje de respuesta patologica completa CMTN (33.3%) vs CMNTN (0)%

El obtener respuesta patolégica como ya se ha demostrado previamente
también confiere un buen pronéstico en las pacientes con CMTN,*’ asi en
nuestro estudio todas las pacientes con respuesta patolégica completa se
encuentran vivas y sin evidencia de recaida. Por otro lado las pacientes que no
obtuvieron RPC tienen una supervivencia libre de progresion y global de 35% a
8 afos. De las pacientes que recayeron el tiempo a la recaida fue muy corto

(mediana de 3 meses)

En el analisis multivariado para respuesta clinica 6 patoldgica de las
variables clinicas y patolégicas que fueron predictivas para RPC (estadio
clinico, tipo de recaida, SLP, SG. citoqueratinas negativas, variable histologica,
SBR, Ki67 basal, Ki67>30% basal, Ki67 postneoadyuvancia, p53 basal,
p53>30%) no tuvieron significancia estadistica esto se debe a que el modelo de

Cox no es util para analizar una muestra tan pequeiia.

La frecuencia de CMTN en esta serie fue del 33.9% mayor a lo reportado
a la serie en pacientes mexicanas del 21.9%. *° En nuestro estudio se demostr6
que las pacientes con CMTN muestran una tendencia a cursar con una edad

menor y un estado premenopausico comparado con controles histoéricos, lo que
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concuerda con lo reportado en la literatura*° En cuanto a los factores de

riesgo conocidos no encontramos diferencias en comparacion al CMNTN.

En cuanto a los antecedentes heredo familiares para cAncer de mama
no encontramos mayor prevalencia en el grupo de CMTN, esto no concuerda
con la literatura donde se describen asociaciones de BRCAL con tipo basal y o
receptores negativos hasta de un 80%.*! Por otra parte todavia no se conoce
en la poblacion mexicana cual es la frecuencia y las mutaciones mas

frecuentes y si estas especificamente se podrian relacionar con CMTN.

Nuestros datos demuestran que el CMTN se presenta en etapas mas
avanzadas con respecto al CMNTN y que no existen diferencias en cuanto a la
frecuencia de metéstasis ganglionares entre los dos grupos, este hallazgo
concuerda con varios estudios que demuestran resultados contradictorios en
cuanto a la existencia de involucro ganglionar.?’?*%*? |nteresantemente se
observé que no existe correlacion entre el tamafio tumoral y la presencia de

enfermedad ganglionar como indican estudios previos.

No encontramos diferencias en respuestas, SLR y SG segun el tipo de
quimioterapia recibida, aun cuando existen algunos estudios que muestran

resistencia a antraciclenos en las pacientes con CMTN. 3!

Se ha planteado que la via de diseminacién del CMTN es mas

24,25

hematdgena que linfatica , €n nuestra serie todas las recaidas (5
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pacientes) fueron a distancia lo cudl va a favor de esta teoria y confiere un peor
prondstico que los CMNTN ya que en estos un porcentaje de las recaidas son
locoregionales que son potencialmente rescatables. Los sitios metastasicos
mas frecuentes fueron pulmén, hueso e higado. No encontramos recaida en

24,25

SNC el cual se ha reportado como un sitio metastasico frecuente, aunque

no se busco intencionadamente por los clinicos.

En relacién a la supervivencia global se corrobora que este subtipo es

de mal prondstico en relacién al subtipo luminal contra el que se comparo.

En nuestra experiencia la variable morfoldégica mas frecuente en CMTN
fue el tipo basal o basaloide lo cual va de acuerdo a lo publicado en la
literatura. Por otra parte practicamente no se encontraron tumores en el grupo
de CMTN con SBR bajo predominando el alto grado lo cual explica en parte la

naturaleza agresiva y el pobre prondstico de estas pacientes.

A pesar de ser un analisis retrospectivo este estudio demuestra que es
posible utilizar la inmunohistoquimica( RE; RP; Her2,CK basales) para
identificar los subtipos moleculares de cancer de mama y asi poder establecer
el prondstico y tratamiento sin necesidad de realizar microarreglos de DNA que

son costosos y poco accesibles para los paises del tercer mundo.

Nuestro estudio identifica como potenciales marcadores de respuesta

patolégica completa la expresion de Ki-67 y p53 en los carcinomas mamarios

triple negativos de fenotipo basaloide.
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En esta poblacion se confirman las caracteristica clinicas y patoldgicas
descritas en otras series de casos, con respecto a la mayor agresividad,
diseminacién a distancia, menor SLR, SG, y mayor respuesta clinica y

patolégica completa a quimioterapia neoadyuvante.

Es indispensable la realizacién de méas estudios en poblacion mexicana

con mayor numero de pacientes y disefios prospectivos, multi-institucionales

que permitan aumentar el nivel de evidencia de este trabajo.
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X Tablas y Figuras

n 103
Dx histoldgico
Cancer de mama

n 39 N 64
CMTN CMNTN
n19 n 20 n 15 g n 49
CMTN + QT CMTN + QT || cMNTN + QT CMNTN
neoadyuvante| | adyuvante |Neoadyuvante H Qt adyuvante
l RE y/6 RP +y ) H(_ar2 positivo
0 Ki67 y p53 no
n 4 excluidos HERZ el Disponible
1 tejido no disponible Ki67 y p53
3 RE positivos disponible
|
nil5
CMTN + QT
neoadyuvante

Algoritmo 1. Se demuestra la distribucidon de los grupos estudiados. CMTN(Cancer de
mama triple negativo), CMNTN (Cancer de mama no triple negativo), QT (Quimioterapia),
RE (receptores de estrégenos), RP (receptores de progesterona)
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Caracteristica

Receptor estrégenos

Variable (33% neg)

Negativo

Cancer de mama
asociado BRCA1
Negativo en
90.4%

Her2neu

15% positivo

Negativo

19% positivo

Mutacién p53

"23% positiva

56% positiva

66% positiva

Grado histolégico

variable

Alto

Alto

Patrén expresion

Basales 18.7%

Basales 56%

Basales 88%

genética

Quimiosensibilidad variable Quimiosensible Sensible a
agentes dafien
DNA

Prondstico variable Pobre Pobre

Anormalidades Muy bajas Relativamente altas Relativamente

citogenéticas

altas

Tabla 1 Comparacién entre cdncer de mama triple negativo (CMTN) versus céancer de

mama no triple negativo (CMNTN) y cAncer de mama asociado a BRCAL Adaptada de la ref 41
Soonmo Meter Kang, Maritza Martel y Lyndsay N Harris. Triple negative breast cancer: current understanding of biology

and treatments options. Curr Opin Gynecol.2008; 20: 40-46

Subtipo Cancer

No Respuesta

Respuesta patoldgica

de mama completa
Luminal A/B 28(93%) 2 (7%)
Normal 10 (100%) 0 (0%)
Erb2 + 11 (55%) 9(45%)
Basal 12(55%) 10(45%)

Tabla 2 Respuesta patoldgica a quimioterapia neoadyuvante segln subtipo de cancer de
mama. Adaptada de la ref 34 Rouzier Roman, Perou Charles, Symmans Fraser. Breast Cancer Molecular subtypes

respond differenty to preoperative chemotherapy. Clin Cnver Res. 2005; 11,16: 5678-5685



Caracteristica CMTN CMNTN p

Edad (mediana) 46 54

<35 afios 3 (20%) 0 0.065

>35 afios 12 (80%) 15(100%)

Premenopausia 9 (60%) 6 (40%)

Postmenopausia 6 (40%) 9 (60%) 0.46

AHF Ca de mama

lera linea <50 afios

Positives

AHF Otro tipo cancer

Negativos 11(73.4%) 10(66.7%) 0.49

positivos 4 (26.6%) 5(33.3%)

Tabaquismo positivo 5 (33.3%) 1(6.7%) 0.68

Obesidad IMC = 30

No 9(60%) 7(46.7%) 0.29

Si 6(40%) 8(53.3%)

Menarca <12 6 (40%) 4(26.7%) 0.43
212 9 (60%) 11(73.3%)

Anticonceptivos 5(33%) 7 (46.7%) 0.45

hormonales si

Terapia reemplazo 1(6.7%) 2 (13.3%) 0.59

hormonal

1 6 mas embarazos 13(87%) 12(80%) 0.62

Edad ler embarazo 0.45

<35 afios 13 (86.7%) 10 (66.7%)

>35 afios 2 (13.3%) 2 (12.7%)

Tabla 3 Caracteristicas clinicas de los grupos estudiados CMTN y CMNTN

Sitio de recaida Numero (%)

Hueso e Higado 2 (40%)
Pulmoén 1 (20%)
Pulmoén, pleura y cutanides 1 (20%)
Pulmén,médula espinal 1 (20%)

Tabla 4 Frecuencia de sitios de recaida a distancia CMTN
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EGFR tirosin ' ' C-KIT tirosin kinasa

-kinasa
[ /L]

Via Map Kinasas

Contrnl
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Muerte Celular

Fig 1. Vias de proliferacién en cancer de mama triple negativo. Adaptado de la Ref *
Cleator Susan, Wolfgang Heller, R Charles Coombes. Triple negative breast cancer:
therapeutic options. Lancet Oncol. 2007; 8: 235 -44.
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CMTN Y CMNTN ESTADIO CLINICO INICIAL

7 ? TRIPLE neg
B S
- N\ NO

log rank 0.02

pacientes

7%
D%

El E lIA EIB E A E B EllC EIV
Estadio inicial

Fig 2 Estadio clinico inicial CMTN vs CMNTN En el grupo de CMTN se encontraron
los siguientes estadios clinicos: Estadio IIB 6 (40%), Estadio IlIA 4 (26.7%), Estadio IlIB 3
(20%), Estadio IlIC 1 (6.7%) y Estadio IV 1 (6.7%), en el grupo de CMNTN Estadio 1
3(20%), Estadio 1A 4 (26.7%), Estadio |IB 7 (46.7%) y Estadio IlIB 1 (6.7%). Las diferencias
fueron estadisticamente significativas (p=0.02)
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CMTN Y CMNTN SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECURRENCIA.
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FIG 3. Supervivencia libre de recurrencia, se observa en el grupo CMTN una menor
SLR con una mediana de 24 meses y en el grupo CMNTN una SLR con una mediana de 34

meses (p=0.023)
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CMTN Y CMNTN SUPERVIVENCIA GLOBAL
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FIG 4. Supervivencia global. Se observa en el grupo de CMTN una menor

supervivencia global con una mediana de 25 meses y en el grupo de CMNTN
un SG con una mediana de 39 meses (p=0.007).
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CMTN CK5Y CK6 Y RESPUESTA PATOLOGICA COMPLETA

Respuesta patolégica
log rank 0.025 @ Completa/casi completa
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Fig 5 CMTN Negatividad de CK y respuesta patoldgica. Se observa en el grupo de
CMTN que la ausencia de CK5 y 6 predice respuesta patolégica completa (p 0.025)
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CMTN SLE Y RESPUESTA PATOLOGICA

100 - * * Respuesta patoldgica
I completa

_I" No respuesta
== Completa-censored

80 — + No respuesta-
censored
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log rank 0.15 NS
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MESES
FIG 6 CMTN SLE Y respuesta patolégica. Se observa en el grupo de CMTN
que todas las pacientes que desarrollaron RPC no presentan recaida de la

enfermedad. El nUmero de pacientes no fue suficiente para demostrar
diferencias estadisticamente significativas. (p=0.15)
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CMTN SUPERVIVENCIA GLOBAL Y RESPUESTA PATOLOGICA

100 A -+ * Respuesta patoldgica
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1] No respuesta
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FIG 7 CMTN SG y respuesta patoldgica. Se observa en el grupo de CMTN
gue todas las pacientes que desarrollaron RPC contindan vivas . El nUmero de
pacientes no fue suficiente para demostrar diferencias estadisticamente
significativas. (p=0.15)
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CMTN Y CMNTN HISTOLOGIA

20 TRIPLENEG
A sl
B NO

15—

log rank 0.012

Pacientes

ductal lobulillar medular mucinoso basal

histologia

Fig 8 CMTN y CMNTN Histologia. Se observa que la variante histologica méas
frecuente fue la basaloide en el grupo de CMTN y la ductal en el grupo de
CMNTN (p=0.012)
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Fig 9 CMTN y CMNTN Scarff-Bloom Richardson. Se observa que en el grupo
de CMTN que la gran mayoria presentan SBR grado alto y en el grupo de

CMNTN no presentan SBR de grado alto (p=<.0001)
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CMTN Y CMNT PORCENTAJE POSITIVIDAD Kl 67

log rank 0.0001 TRIPLENEG
B SI
B NO

PACIENTES

<30 >30
porcentaje

FIG 10 CMTN Y CMNTN % POSITIVIDAD KI 67 PRE NEOADYUVANCIA. Se
observa que en el grupo de CMTN el ag de proliferacién Ki-67 es mas positivo
y en mayor porcentaje (>30%) que en el grupo de CMNTN (p<0.0001)
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CMTN KI67 POSTQT NEOADYUVANTE Y RESPUESTA PATOLOGICA

10—

log rank 0.039

PACIENTES

negativo

Fig 11. CMTN KIP67 POSTQT NEOADYUVANTE Y RESPUESTA

Ki67postqt

positivo

Respuesta patolégica
B Completa

H No respuesta

PATOLOGICA. Se observa que en el grupo de CMTN el ki-67 negativo
posterior a la quimioterapia neoadyuvante se relaciona con RPC p (0.039)
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FIG 12. CMTN COMPORTAMIENTO Ki-67 PRE Y POST QT
NEOADYUVANTE. Se observa que en el grupo de CMTN la mayor parte de
los pacientes presentan negativizacion y/6 descenso en el porcentaje del antigeno
de proliferacion de Ki-67.
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CMTN Y CMNTN POSITIVIDAD PARA P53
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FIG 13 CMTN Y CMNTN POSITIVIDAD P53. Se observa que en el grupo de
CMTN se la proteina p53 se encuentra mas positiva que en el grupo de
CMNTN (P=.020)
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CMTN % P53 pre neoadyuvanciay respuesta patoldgica

10—

Pacientes

0-5%

Fig 14 CMTN % P53 pre neoadyuvancia y respuesta patoldgica. El

6-15%

16-30%  31-50%
porcentp53

51-70%

log rank .006

71-100%

Respuesta patoldgica
B Completa/casi completa

E No respuesta

porcentaje de p53 es mayor en el grupo de CMTN comparado con el grupo de

CMNTN (p=.006).
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Fig 15 CMTN Comportamiento p53 pre y post gt neoadyuvante. Se observa
el comportamiento de p53 en el grupo de CMTN, no se observa un
patréon especifico de comportamiento.
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Figura 16. Inmunofenotipo de tres casos diferentes con reactividad citoplasmatica
para citoqueratina 5/6 que se observa de color café ocre (a). La reactividad para EGF-
R muestra reforzamiento en las membranas citoplasmaéticas (b). La tincion para c-kit
demostré extensa marca citoplasmaticas con reforzamiento en membrana celulares

(c).
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Figura 17. Carcinoma infiltrante con fenotipo basal. La imagen panoramica
muestra bordes desplanzantes de la neoplasia sobre el tejido mamario residual Fig a.,
zonas de necrosis tumoral central eosindfila Fig b, con mitosis frecuentes y anormales
Fig c. En la periferia de la neoplasia, se identifica infiltrado inflamatorio cronico de
densidad variable Fig d.
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