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RESUMEN

A nivel internacional una de cada ocho mujeres tiene o va a desarrollar el
cancer de mama en el lapso de su vida, es decir, que el 12 % de la poblacién
femenina actual en el mundo va a presentar esta enfermedad.

Los carcinomas de mama representan un grupo heterogéneo de tumores,
tanto en su comportamiento clinico como pronéstico. El objetivo del presente
trabajo es clasificar los carcinomas de mama en subtipos moleculares
mediante marcadores inmunohistoquimicos y analizar las caracteristicas
histopatolégicas e inmunohistoquimicas que predeciran los patrones de
respuesta a tratamiento, supervivencia y recaida de los distintos subtipos.

Para la realizacién de este estudio se tomaron casos de carcinoma de mama
invasor durante el periodo de 2013 y 2014, analizando a 162 casos el perfil
inmunohistoquimico, comprendido por Receptores de Estrogeno, Receptores
de Progesterona y Her-2, clasificandolos en patrones moleculares Luminal A,
Luminal B, Basal, y Her-2.

Este sistema de clasificacion ha sido desarrollado y mejorado durante los
ultimos afios y proporciona informacién pronédstica util, con la ventaja de su
bajo costo, sin embargo presenta varios inconvenientes en la actualidad
debido a la existencia de terapias blanco disponibles. En primer lugar, no hay
diferencia en tiempo libre de enfermedad y la supervivencia global entre
carcinoma ductal y lobulillar. En segundo lugar, los investigadores han
utilizado diferentes criterios para definir tumores de subtipo especial y la
mayoria de los criterios son arbitrarios. Por ultimo, pero no menos importante,
la parte mas importante de la clasificacion molecular es determinar que
pacientes son candidatos a terapia endocrina o anticuerpos monoclonales.

Todos estos factores, mas el deseo de identificar nuevos factores pronésticos
y predictivos y la disponibilidad de arreglos de expresion genética impulsaron
la nueva clasificacion molecular del carcinoma de mama.



SUMMARY

Worldwide, one of 8 women has or will develop breast cancer through her life,
in other words, 12% of female population in the world will present this disease.

Breast carcinomas represent an heterogeneous group of tumors, both in their
clinical behavior and prognosis. The aim of this study is to classify breast
carcinomas using immunohistochemical markers in molecular subtypes and
analyze the histopathological and immunohistochemical characteristics that
predict patterns of treatment response, relapse and survival of different
subtypes.

To carry out this study, cases of invasive breast carcinoma were taken during
the period of 2013 and 2014, analyzing 162 cases immunohistochemical
profile, comprised of Estrogen Receptor, Progesterone Receptor and HER-2,
classifying molecular patterns Luminal A , Luminal B, Basal, and Her-2.

This classification system has been developed and improved over the years
and provides useful prognostic information, with the advantage of its low cost,
but has several drawbacks at present due to the existence of targeted
therapies available. First, there is no difference in disease-free and overall
survival between ductal and lobular carcinoma. Second, the researchers have
used different criteria to define special subtype tumors and most of the criteria
are arbitrary. Last but not least, the most important part of the molecular
classification is to determine which patients are candidates for endocrine
therapy, or monoclonal antibodies.

All these factors, plus the desire to identify new prognostic and predictive
factors and the availability of gene expression arrays boosted this new
molecular classification of breast carcinoma.



AGRADECIMIENTOS

A mi padre por su gran ejemplo de fortaleza, perseverancia, comprension y
amor que me ha brindado a lo largo de toda mi vida.

A mi madre quien a través de su apoyo constante, su gran carifio y amor he
podido aprender del camino que he trazado.

A mi hermano por su luz y alegria que ilumina mi vida.
A todos mis maestros de la especialidad que tuvieron la paciencia y
compromiso de formarme como especialista, y como un ser un mejor

humano.

A los histotecnélogos y secretarias, ya que sin ellos no seria posible la
realizacidon de este trabajo y nuestras labores diarias.

A mi tutor y asesor de tesis por todo su apoyo.



INDICE

ANtECEABNEES ... v 7

Planteamiento del problema ......... ... 23
JUSHIfICACION ..o 24
HIPO SIS .o 25
ODDJELIVOS ..t 26
Material y MEtOdOS ... cuveiiiii i 27
ResSUltados ... 32
DISCUSION .. ettt e 43
CONCIUSIONES ...viie e 46
Referencias bibliograficas ... 47

1N 1= 0 1= 50



ANTECEDENTES

A nivel internacional una de cada ocho mujeres tiene o va a desarrollar el
cancer de mama en el lapso de su vida, es decir, que el 12 % de la poblacién
femenina actual en el mundo va a presentar esta enfermedad. Cada afio se
reporta un milldbn de nuevos casos, de los cuales aproximadamente la mitad
ocurren en los paises desarrollados y es en éstos donde se registran la
mayoria de las muertes por esta causa. En México los registros
epidemiolégicos muestran que el numero de casos nuevos reportados de
cancer de mama va en aumento, asi como la tasa de mortalidad por esta
causa. A partir del 2006 ocupa el primer lugar como causa de muerte por
neoplasia maligna en las mujeres mayores de 25 afos y es un grave
problema de salud publica en nuestro pais, con mas de 4000 defunciones
registradas y una tasa de mortalidad de 15.8 fallecimientos por cien mil
mujeres, lo que representa un incremento de 9.7% en relacién con el afo
2000. Las defunciones en numeros absolutos, contindan en ascenso. En seis
afios han aumentado 28.5%, al pasar de 3455 en el afio 2000, a 4461 en
2006.(1)
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Defunciones por cincer de mama en mujeres de 25 afios en adelante

Fuente: Calculos propios con base en las proyecciones de poblacién de CONAPO, 1980-
2030 v en la Base de datos de defunciones, 1979-2009, SINAIS

Figura 1. NGamero de defunciones por cancer de mama en México, 1980-2009
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Tasa de mortalidad estandarizada por ciancer de mama
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Fuente: Calculos propios con base en las proyecciones de poblacién de CONAPO, 1980-
2030 y en la Base de datos de defunciones, 1979-2009, SINAIS

Figura 2. Tasas de mortalidad estandarizadas por cancer de mama en México,
1980-2009

TIPOS DE CANCER DE MAMA

En la anatomia normal de la mama existen dos estructuras primordiales: los
conductos o ductos y los lobulillos. La mayoria de los carcinomas se localizan
en los conductos, y mas especifico en la unidad terminal ducto-lobulillar.
Existen dos tipos de carcinomas: los invasores y los no invasores o in situ.
Los primeros son aquellos que en su crecimiento superan la membrana basal
de la estructura en la que se encuentran y se expanden a los tejidos
circundantes. Los carcinomas in situ nunca superan las paredes del sitio
donde se desarrollan aun teniendo un tamafio considerable. (2)

Algunos autores plantean que gran parte de los tumores de mama comienzan
siendo una alteracion de las células llamada hiperplasia tipica que es una
lesion benigna, posteriormente podrian transformarse en una hiperplasia
atipica que aun siendo una lesién benigna y premaligna, puede evolucionar a
un carcinoma in situ o invasor.

Se reconoce hoy en dia que el 77 % de los carcinomas in situ son tumores
palpables, mientras que el resto (23 %) son detectados por la presencia de
calcificaciones en la mamografia o como hallazgo incidental.



En los carcinomas in situ, entre el 5 y 10% se extenderan mas alla de la
mama, por lo que cuando el tumor llega a tener 1 cm o mas de diametro, se
corre el riesgo de que algunas células se desprendan y se diseminen por
otras partes del cuerpo (metastasis).

Los invasores tienden a infiltrar los tejidos mamarios vecinos y a desprender
grupos de células que llegaran a los ganglios axilares por los vasos linfaticos.

Los factores prondsticos son caracteristicas del tumor o del paciente que
puede usarse para predecir la historia natural de la neoplasia y por ende del
periodo libre de enfermedad, recidiva y sobrevida de las pacientes. Los
factores predictivos indican la respuesta a una terapia en especial. En el
manuscrito del consenso de 1999 del Colegio Americano de Patélogos (7) los
factores pronésticos los clasificaron en tres categorias, la categoria | incluye
aquellos factores que proveen informacion en el manejo del paciente y que
deben ser usados de manera rutinaria, la categoria Il son factores bioldgicos
y clinicos que han sido estudiados, pero que todavia se necesita informacion
estadistica mas sélida para ser validados y pueden ser opcionales, la
categoria 1l son todos aquellos factores que no han sido totalmente
estudiados (Cuadro 1). Actualmente es de considerar que el oncogén
Her2/neu con el nivel de evidencia acumulada como factor predictivo debe
considerarse dentro de la categoria I.

Cuadro 1. Factores Pronoésticos

CATEGORIA 1 CATEGORIA 2 CATEGORIA 3
Tamario del Tumor HER-2-neu*** Analisis de Ploidia de
DNA
Estatus Ganglionar p53 Angiogénesis
Grado Histologico Permeacion TGF-a
linfovascular
Tipo Histolégico Marcadores de Bcl-2
proliferacion celular
(Ki67)
Expresion de Receptores  Analisis de DNA Catepsina D
Hormonales***

10



Las mujeres con antecedentes de familiares de cancer de mama (madre, hija
o hermana) tienen un mayor riego que el resto de la poblacién y mayor
posibilidad en aquellas que cancer apareci6é antes de la menopausia. Se han
identificado genes como: BRCA-1 y BRCA-2, en mas de la mitad de los casos
de cancer de mama. (1,3)

El diagnéstico preclinico se realiza mediante una prueba de tamizaje llamado
mastografia que es capaz de revelar la enfermedad desde el comienzo en
mujeres asintomaticas. El diagndstico temprano se realiza a toda mujer con
sospecha de patologia mamaria mediante una historia clinica completa
enfocada a la busqueda de factores de riesgo; examen clinico completo con
énfasis en las glandulas mamarias y trayectos linfaticos.

Para establecer el diagnostico definitivo es necesario el estudio
histopatolégico ya que las decisiones terapéuticas se formulan de acuerdo
con las categorias del sistema de clasificacion histopatolégica de los
carcinomas mamarios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
condiciones generales de salud de la paciente, estadio de la enfermedad,
estado hormonal de la mujer, recursos humanos y materiales con que se
cuente, considerando la voluntad y libre decisién de la paciente. Se debe
contar con el consentimiento firmado de la mujer, previa informacién
completa, veraz y basada en evidencias, de acuerdo con la norma oficial
mexicana NOM-168-SSA1-1998, del expediente clinico. (3,4)

Los métodos terapéuticos que en la actualidad se basan para tratar el cancer
mamario son: cirugia, radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia. De ellos
la cirugia y la radioterapia tienen una accién local o loco regional; en la
quimioterapia y la hormonoterapia su accién es sistémica Los tratamientos
quirurgicos son: conservador, radical curativo, radical paliativo vy
reconstructivo. (3)

Radioterapia.

En el tratamiento de la paciente con cancer se debe procurar el control local
de la enfermedad, ya que con ello se logra un aumento de la curacion por lo
que la radioterapia forma parte del tratamiento multidisciplinario del cancer
mamario y sus indicaciones principales son como tratamiento complementario
al quirargico, como tratamiento inicial y en su modalidad de paliativo (3)
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Quimioterapia.

Esta se refiere al uso de agentes quimicos no hormonales, su indicacién es
en los casos en que no hay respuesta a otro tratamiento, por tal motivo se
debe realizar una determinacion de receptores hormonales en el tumor
mamario o en sus metastasis. (3)

Hormonoterapia

El tratamiento hormonal del cancer mamario se sustenta en la identificacion
de los receptores hormonales en el tumor y en sus metastasis que permiten
predecir la respuesta tumoral en sus fases adyuvante y paliativa.
La seleccidbn de las pacientes candidatas al tratamiento hormonal, en
ausencia clinica de actividad tumoral, se realiza idealmente al conocer que el
tumor o sus metastasis tienen un alto contenido de receptores estrogénicos
(mas de 10 nano gramos de receptor por mg. de tejido). En ellas la respuesta
esperada es mayor en el 80% de los casos. Cuando se dispone del auxilio de
los marcadores tumorales es posible predecir la respuesta sobre bases
clinicas. (3)

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, que comprende varias
entidades asociadas con caracteristicas histolégicas y biolégicas distintivas,
presentaciones clinicas y los comportamientos y respuestas a la terapia.
Tecnologias basadas en microarreglos han desentrafiado el fundamento
molecular de varias caracteristicas del cancer de mama, incluyendo la
propension metastasica y grado histolégico. Por otra parte, se ha propuesto
una taxonomia molecular del cancer de mama basado en analisis de
transcriptomica y se han centrado principalmente en carcinomas ductales
invasivos de tipo usual. Debido a la rareza relativa de los tipos especiales de
cancer de mama, la informacién sobre la biologia y el comportamiento clinico
de los canceres de mama transmitido segun el tipo histolégico no se ha
tomado. Los tipos especiales histologicos del cancer de mama cuentan hasta
un 25 % de todos los canceres de mama invasivos. Estudios recientes han
proporcionado evidencia directa de la existencia de correlaciones genotipo-
fenotipicas.

Ademas en estudios, el andlisis histopatolégico y molecular de tumores a
partir de modelos de raton, ha proporcionado evidencia directa para el papel
causal de genes especificos en la génesis de tipos histolégicos especificos de
cancer de mama(6). Asi el objetivo sera poder discutir los posibles origenes
de la heterogeneidad del cancer de mama y propondra un enfoque para la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas basadas en el estudio de los
tipos especiales histologicos de cancer de mama. Para esto es de suma
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importancia conocer mediante estudios de inmunohistoquimica el estado de
los receptores de estrogeno, progesterona, Her2.

Los métodos diagnésticos histopatolégicos incluyen biopsias por aguja fina,
biopsias guiadas por ultrasonografia, y especimenes de mastectomias. Estos
tejidos se reciben para estudio transoperatorio y estudios diagnosticos
definitivos. El primero se realiza con improntas y/o cortes congelados, y
posteriormente se fijan formol amortiguado. El segundo se recibe la muestra
en formol al 10%, y se somete a cortes seleccionados. Los cortes realizados,
de menos de 0.5cm, se incluyen en capsulas que seran procesadas en el
laboratorio para preparar el tejido en cortes realizados en micrétomo de entre
3 y 5 micras que seran colocados en laminillas y asi tefiirlos con hematoxilina-
eosina. Con estas laminillas se realiza un diagnostico morfolégico de la lesion
en estudio, y una vez confirmado el diagnostico de cancer de mama se
realizan nuevos cortes que se colocan en laminillas electro cargadas para
tincibn de inmunohistoquimica con marcadores como receptores de
estrogenos, receptores de progesterona y Her-2-neu; asi como otros
especificos solicitados de acuerdo al patron morfologico del cancer de mama.

RECEPTORES HORMONALES EN CANCER DE MAMA

El receptor de estrogenos-a (RE) y el receptor de progesterona (RP) son
biomarcadores con valor pronéstico y predictivo de mayor importancia en la
determinacion de la terapia de cancer de mama invasor (CMI). Asi, el término
pronostico se refiere a factores asociados con la agresividad innata de CMls,
que si son adversos, generalmente resultan positivamente con el uso de
terapias adyuvantes. El término predictivo se refiere a factores asociados con
la respuesta de CMIs a terapias adyuvantes especificas. Los RE y RP tienen
un factor pronéstico débil pero son factores predictivos fuertemente asociados
a una buena respuesta a terapias endécrinas, como el tamoxifeno. Hoy en dia
el estudio de estos marcadores es parte del protocolo de todos los CMIs con
el propésito de predecir la respuesta terapéutica. En la practica diaria, estos
estudios se realizan en tejido fijado en formol e incluido en parafina. (14,15)

Receptor de Estrogenos — Alfa (RE)

RE es un factor nuclear de transcripciéon activada por la hormona de
crecimiento para regular el desarrollo, crecimiento y diferenciacion del tejido
mamario. Estas vias permanecen activas en varios grados en el CMI,
incluyendo el crecimiento de las células epiteliales tumorales estimuladas por
estrogeno que expresan el RE, y que son perjudiciales para las pacientes. La
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evaluacion de los RE se realiza desde la década de 1970. Se reconoce que el
RE es un débil factor pronéstico pero un fuerte factor predictivo de respuesta
a terapias enddcrinas como tamoxifeno.

El tamoxifeno se une al RE e inhibe el crecimiento de las celulas tumorales
estimuladas por estrogenos reduciendo significativamente la recurrencia y
prolongando la sobrevida en pacientes con RE positivos. (8-13). De manera
reciente, se ha descrito que el tamoxifeno reduce subsecuentemente el
cancer de mama en pacientes con carcinoma ductal in situ RE positivo (16) y
en pacientes sin cancer pero que tienen riesgo elevado para desarrollarlo.
(17)

La respuesta clinica de las nuevas terapias enddcrinas, como los inhibidores
de aromatasa que suprimen la produccion de estrogeno, también son
dependientes del estatus de los RE, y solo los tumores positivos responden.

En 1990 el Colegio Americano de Patélogos (CAP) y la Sociedad Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) aprobé para el estudio de Receptores
Hormonales (RE y RP) mediante inmunohistoquimica, por su menor costo,
mayor seguridad, sensibilidad y especificidad a la usada en métodos
anteriores como ensayos de unién de ligando, suponiendo que se realiza
correctamente bajo los lineamientos propuestos por estas instituciones. A
pesar de esto, existen problemas significativos con la validacion técnica y
clinica de la inmunohistoquimica que persisten hoy en dia, resultando en
interpretaciones inadecuadas (positivos vs negativos) en aproximadamente
20% de los casos. La mayoria de estos errores son falsos negativos, que son
potencialmente catastroficos por que los pacientes involucrados no recibiran
la terapia endocrina que mejoraria su pronostico. (18, 19, 20)

Se han desarrollado nuevas tecnologias como estrategias diferentes a la
inmunohistoquimica para la determinacion de multiples biomarcadores
pronosticos y predictivos. Por ejemplo, una estrategia promisoria evalta en
RNA mediante transcriptasa reversa cuantitativa de reaccion en cadena de
polimerasa (QRT-PCR) la expresion de 21 genes de importancia en el cancer
de mama (incluyendo receptores hormonales). Otra estrategia utiliza
microarreglos para determinar el perfil de expresion de RNA de genes
inducidos por estrogenos en CMI. También se encuentra la determinacion del
rango de expresion de genes HOXB13 e IL17BR mediante qRT-PCR, que
también es altamente predictivo para la respuesta a terapias endodcrinas.
(22,23)
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Receptor de Progesterona (RP)

El RE regula la expresion del RP, asi que la presencia de RP indica que la via
de sefalizacion del RE se encuentra funcionalmente intacta. EI RP es
activado por la hormona progesterona que ayuda a regular diferentes
funciones celulares fisiolégicas, incluyendo proliferacion, que al igual que los
estrogenos y el RE, son perjudiciales para las pacientes con cancer de
mama.

Al igual que el RE, el RP fue originalmente medido por ensayos de union de
ligando demostrando ser débil factor pronéstico y fuerte factor predictivo de
respuesta a la terapia endocrina. De la misma manera fue aprobado en 1990
por el CAP y ASCO para diagnéstico de rutina.

La expresion del RP esta altamente correlacionado con el RE, pero la
correlacion no es perfecta, lo que resulta en cuatro posibles fenotipos de
expresion combinada, cada una con tasas de respuesta a terapia hormonal
significativamente diferentes, y distinguir estos resultados significativamente
diferentes es la razoén principal de que tanto el RE y el RP se midan en la
practica clinica habitual.

Por ejemplo, en comparacién de los pacientes con CMI tratados con
adyuvante tamoxifeno, el riesgo relativo de recurrencia de la enfermedad fue
28 % mayor en los pacientes con tumores RE positivo / RP negativo que en
aquellos pacientes con tumores de RE positivo / RP positivo

Parece que los RE también pueden residir en el exterior de la membrana en
un subconjunto de CMI. Una mayoria de estos tumores son negativos para
RP, pero positivos para HER2 y RE nuclear, y este ultimo no es funcional en
muchos de estos tumores, en concordancia con su estado de RP negativo.
Sin embargo, parece que el RE de membrana parece ser funcional y
promueve la proliferacion de células tumorales en cooperacion con el Her2
sobre expresado.

También hay evidencia de que el tamoxifeno tiene un efecto estimulador o
efecto agonista en el RE membranal, lo cual lleva a la especulacién que los
inhibidores de aromatasa se mantienen efectivos en este entorno porque
inhiben la produccién de estrogeno, que es el ligando tanto para RE nuclear y
de membrana. Si se confirman estos estudios preliminares, la evaluacién
cuantitativa del RP puede adquirir mayor importancia, sobre todo en el
subconjunto de tumores RE/Her2 positivos.

La evaluacion del RE y del RP son obligatorios en la rutina de todos los

pacientes con CMI. Ambos son los objetivos y / o indicadores de respuesta a
terapias endocrinas altamente efectivas en muchos entornos clinicos, y la
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evaluacion de manera precisa es esencial. Desafortunadamente, los
resultados de IHQ para RE y RP son inexactos (generalmente falsos
negativos) en un maximo de 20 % de los pacientes. Las directrices publicadas
por ASCO / CAP para la evaluacion de RE y RP por IHQ hacen una serie de
recomendaciones para ayudar a mejorar su precision. Es responsabilidad de
cada patologo y del laboratorio la realizacion de estas pruebas para asegurar
resultados precisos, y el cumplimiento de las directrices ayudaran a cumplir el
objetivo principal, que es el bienestar del paciente. (19,20,22,23,24)

Estatus de RE / RP Frecuencia (% de RR de recurrencia®

casos)
Positivo / Positivo 50 0.47
Positivo / Negativo 25 0.75
Negativo / Positivo 3 1.08
Negativo / Negativo 22 1.0

* Comparaciones realizadas en pacientes con RE negativo / RP
negativo con RR definido en 1.0. Valor P < 0.0001

* Tomado de: Bardou VJ, et al. Progesterone Receptor status
significantly improves outcome prediction over estrogen receptor
status alone for adjuvant endocrine therapy in two large breast cancer
databases. J Clin Oncol 2003;21:1973-1979

Oncogén HER2 (ERBB2)

Es una glicoproteina de 185-kD con actividad de tirosina cinasa, y se sabe
hoy en dia que 15 a 20 % de los carcinomas de mama demuestran la
amplificacion del gen HER2 y/o la sobreexpresion de la proteina. Sin terapia
sistémica adyuvante, los pacientes con cancer de mama HER-2 positivo
tienen un peor pronéstico, mayor riesgo de recurrencia y mortalidad. Un
aspecto mas importante es la determinacion del estatus HER2 como factor
predictivo. La positividad de HER2 es un marcador predictivo de respuesta a
terapias basadas en taxanos y antraciclinas. También es de importancia
recalcar que los CMI HER2 negativos muestran resistencia relativa a terapias
enddcrinas; sin embrago, este efecto se relaciona mas con SERMS
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(moduladores selectivos de receptores de estrogenos) como el tamoxifeno y
menos probable con terapias de deplecibn de estrbgenos como los
inhibidores de aromatasa. (23, 25, 26)

El Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado para el HER2 y fue
aprobado por la FDA en 1998. Este anticuerpo monoclonal mejora la
respuesta, tiempo de progresion y sobrevida cuando se usa solo o en
combinaciéon con quimioterapia en el tratamiento de cancer de mama
metastasico. A pesar de ser usado inicialmente para los estadios de
metastasis, diferentes estudios han mostrado los beneficios terapéuticos
significativos en estadios tempranos del carcinoma mamario; asi como la
terapia neoadyuvante con Trastuzumab en carcinomas HER2 positivos.

Debido a su valor pronéstico y predictivo, el HER2 debe ser analizado en
todos los casos nuevos de CMI, segun las guias de la CAP/ASCO: Estas
guias son bien definidas e incluyen tres categorias (pre analitico, analitico, y
pos analitico) con el objetivo de asegurar la calidad del estudio. Para la
determinacion del HER2 se usan métodos como la inmunohistoquimica
dependiendo del grado de tincion y en casos indeterminados como es score
2+ comprobacién por inmunofluorescencia por hibridacion in situ (FISH) para
determinar la amplificacion del gen.

Estatus de HER2, y factores pronéstico / predictivos

La literatura también sugiere una correlacién inversa entre HER2 y receptores
hormonales. Aunque la expresion de RE y RP disminuyeron en carcinomas
HER2 positivos, una proporcion sustancial de ellos todavia expresan
receptores hormonales. Si se realiza una evaluacion semicuantitativa
detallada, aproximadamente el 15 % de todos los carcinoma de mama son
HER2 positivo. De estos, un tercio ( 5 % ) son RE negativos, un tercio (5 % )
son RE positivos débiles o moderados, y el tercio restante ( 5 % ) son
fuertemente positivos para RE. Por lo tanto, de todos carcinomas de mama
HER2 positivos, dos tercios son todavia RE positivo usando puntos de corte
estandar segun las directrices de la ASCO / CAP. Sin embargo, incluso en los
carcinomas RE positivos , muchos son RP negativos o el nivel de expresioén
de RP se encuentra significativamente reducida. Estos hallazgos sugieren
que, a pesar de la positividad del RE, la via puede ser disfuncional en muchos
carcinomas HER2 positivos. (22-26)
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ESTATUS DE HER2 POSTERIOR A TERAPIA Y METASTASIS

Una serie de estudios sugieren que la expresiéon de HER2 no cambia con la
terapia o en el sitio de metastasis. Sin embargo, algunos estudios han
sugerido lo contrario. Se cree que la mayoria de la discordancia es debido a
verdadera heterogeneidad de la expresion de HER2 en el tumor primario, que
no es infrecuente en tumores grandes, o por las métodos de prueba y
marcadores equivocos. Es importante para determinar el estado de HER2 en
tumores metastasicos porque puede afectar significativamente las decisiones
de tratamiento . Las guias de la ASCO / CAP recomiendan nuevas pruebas
para HER2 y receptores hormonales para todos los pacientes con recidivas.
(24)

ESTATUS DE HER2 Y RESPUESTA A TRATAMIENTO

Los tumores HERZ2 positivos son claramente sensibles a la terapia dirigida de
HER2 (Trastuzumab) y los estudios han demostrado que la quimioterapia de
combinacion junto con Trastuzumab es aun mas eficaz que el Trastuzumab
por si solo. El Trastuzumab que contiene la quimioterapia es ahora utilizado
en escenarios de metastasis, como terapia adyuvante, e incluso
neoadyuvante. Sin embargo, algunos tumores HER2 positivos son mas
sensibles a la terapia con Trastuzumab que otros. En escenarios de
neoadyuvancia, se ha encontrado que la respuesta patolégica completa y el
porcentaje de reduccidon del volumen del tumor estan inversamente
relacionados con el contenido del receptor hormonal del tumor, medido
semicuantitativamente por IHQ. Esta resistencia relativa a la terapia con
Trastuzumab puede ser debido a la activacion de otros receptores de factores
de crecimiento tales como el receptor del factor de crecimiento insulinico tipo
1 (IGF-1R) en carcinomas RE positivos. Otros estudios también han descrito
biomarcadores que pueden predecir la resistencia a la terapia con
Trastuzumab, tales como la pérdida del gen supresor de tumores PTEN y la
activacion de la via PI3K, asi como la sobreexpresion factor de crecimiento
endotelial vascular. En contraste, CMYC y TOP2A se han relacionado con la
capacidad de respuesta a la terapia con Trastuzumab. (20)

En resumen, HER2 es un marcador pronéstico de vital importancia y el
marcador predictivo en un subconjunto de carcinomas de mama. Incluso en
esta época de ensayos de expresiébn de multiples genes, la evaluacién
precisa del estado HER2 es de vital importancia debido a la disponibilidad de
terapias dirigidas altamente eficaces.
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GUIAS DE GRADIFICACION PARA HER 2 EN INMUNOHISTOQUIMICA

Cabe mencionar que el sistema de gradificacion ha presentado cambios a
través de los ultimos afios, con motivo de ser mas estrictos en casos de
pacientes que sean candidatos a la terapia blanco.

Los cambios mas notables son en los resultados 2+ y 3+. En las
clasificaciones previas se aceptaba una tincibn moderada de membrana
observada en mas del 10% de las células neoplasicas, para el grado 2+. Para
el grado 3+ era valido una tincion fuerte y completa de membrana en mas del
10% las células neoplasicas.

Hoy en dia, y desde finales del 2012 las guias de gradificacion establecen los
siguientes criterios:

IHC 0: considerado negativo. No hay tincion de membrana citoplasmica de
las células tumorales.

IHC 1+: considerado negativo. Tincion débil, e incompleta de membrana
citoplasmica celular, en mas del 10% de las células tumorales.

IHC2+: considerado borderline. Tincion de membrana no uniforme, débil a
moderado, pero con distribucién circunferencial de la membrana en mas del
10% de las células tumorales. O tincién completa de membrana e intensa en
menos del 30% de las celulas tumorales.

IHC3+: considerado positivo. Tincion membrana intensa, uniforme observada
en mas del 30% de las células tumorales.




CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

Tradicionalmente, el cancer de mama se ha clasificado en términos generales
en tipos ductales y lobulillares, en base a capacidad de formar conductos y su
cohesividad celular. Un porcentaje menor se clasifican como "carcinomas de
subtipo especial". Otro componente importante de la clasificacion morfologica
es la clasificacion del tumor que incorpora la formacién de tubulos/conductos
en el tumor, su pleomorfismo nuclear, y una medida de la proliferacion de las
células tumorales contando el numero de mitosis en 10 campos de alto poder.
Este sistema de clasificacion ha sido desarrollado y mejorado durante los
ultimos afios y proporciona informacién pronédstica util, con la ventaja de su
bajo costo, sin embargo presenta varios inconvenientes en la actualidad
debido a la existencia de terapias blanco disponibles. En primer lugar, no hay
ninguna diferencia en tiempo libre de enfermedad y la supervivencia global
entre el carcinoma ductal y el lobulillar. En segundo lugar, los investigadores
han utilizado diferentes criterios para definir los tumores de subtipo especial y
la mayoria de los criterios son arbitrarios. Por ultimo, pero no menos
importante, la parte mas importante de la clasificacién morfoldgica, es decir,
la clasificacion, sufre de moderada reproducibilidad interobservador. Todos
estos factores, mas el deseo de identificar nuevos factores pronésticos y
predictivos y la disponibilidad de arreglos de expresion genética impulsaron la
nueva clasificacion molecular del carcinoma de mama. (14, 22)

El avance se produjo en el afio 2000 cuando Perou y colaboradores
describieron el cancer de mama molecular utilizando microarreglos de ADN.
Perou y sus colegas usaron microarreglos de ADN y estudiaron 8,102 genes
humanos en 65 piezas quirdrgicas (36 carcinomas ductal invasivo, de los
cuales 20 fueron muestreados dos veces y 2 tumores se emparejaron con los
ganglios linfaticos; 2 carcinomas lobulillares, 1 carcinoma ductal in situ [ DCIS
], 1 fibroadenoma, y 3 tejidos normales de mama). EI tumor experimental de
la muestra se marcd mediante fluorescencia con Cy5 y la referencia (ARNm
agrupados de 11 diferentes lineas celulares) se marcoé con otro nucleotido
fluorescente llamado Cy3. Estos se sometieron a hibridacion con
microarreglos de ADNc, y la abundancia relativa de las dos transcripciones se
visualiz6 usando una imagen por pseudocoloracion por la relacion de la
intensidad de fluorescencia "verde" o "rojo" en cada punto. Las proporciones
fueron transformados logaritmicamente y los datos fueron analizados por el
algoritmo de agrupamiento jerarquico, que clasifica las muestras en base a su
similitud general de los patrones de expresidn génica. Los autores eligieron
1753 del total de 8102 genes para este proposito porque estos 1753 genes de
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transcripcion mostraron una cuadruple repeticién en la abundancia media en
su conjunto de muestras en al menos tres muestras. Los "retratos
moleculares" por lo tanto, mostraron similitudes y diferencias entre tumores
de mama tumores relacionados con las variables biolégicas tales como
variaciones en tasa de crecimiento, las actividades de las vias de
sefializacion especificas, y la composiciéon celular de los tumores. Sin
embargo, se dio cuenta que el conjunto de 1,753 genes todavia no eran
optimos para mostrar las propiedades biolégicas intrinsecas del tumor. Estos
hallazgos implican que cada tumor es unico y tiene distinta expresion génica.
También implica que el tipo y numero de las células epiteliales en el
carcinoma se mantiene bastante constante y no parece interferir en el analisis
de expresion. Basado en estos resultados, los autores seleccionaron un
subconjunto de genes alternativos con el argumento de que, si las
caracteristicas especificas del patrén de genes de expresion se usan para la
clasificacion, estas caracteristicas deben ser similares en cualquier muestra
del mismo tumor y variar entre los diferentes tumores. Esto dio lugar a la
seleccién de 496 genes que se denominan un "subconjunto intrinseco de
genes " y consistid en genes con mayor variacion significativa en la expresiéon
entre los diferentes tumores que entre muestras pareadas del mismo tumor.
(22,23,25)

El " conjunto intrinseco de genes " era ideal para la clasificacién porque
consistia de genes cuyos patrones de expresion fueron caracteristicos de un
tumor individual en oposicion a aquellos que varian como una funcién del
tejido de muestreo. Otros analisis de hasta 115 muestras de carcinoma, de la
clasificacién molecular del conjunto intrinseco de genes ha revelado cinco
clases distintas de carcinomas de mama: luminal A, luminal B (que incluye en
luminal C descrito originalmente), HER2 (ERBB2), Basaloide y de tipo
Mamario normal. Estos tumores luminales también expresan los genes de
receptores de estrogeno y los luminales A muestran la maxima expresion de
RE. Los tumores luminal B y C expresan genes de RE a un nivel inferior, pero
luminal C también expres6 algunos genes Unicos (GGH, LAPTMB4, NSEP1,
CCNE1) cuya funcién coordinada se desconoce. Los otros tres subtipos
constituyen el grupo de tumores RE negativos. Los tumores ErbB2, como su
nombre lo indica, se caracterizaron por la expresion de genes erbB2 (o
HER2) en 17922.24. Los tumores de tipo basal (o Basaloide) fueron
nombrados porque expresan los genes expresados por células basales
(células mioepiteliales). Por lo tanto, tumores basaloides se caracterizaron por
la expresion de genes de queratina KRT5, KRT17. Los tumores de tipo
mamario normal han sido descritos con expresion de genes que se sabe son
expresados por el tejido adiposo y otros tipos celulares no
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epiteliales. Estos tumores también mostraron expresion de genes epiteliales
basales. Sin embargo, mas recientemente, se ha argumentado que este era
una probable categoria artificial debido un tejido tumoral mal muestreado. La
validez de este sistema de clasificacién se probd adicionalmente con respecto
a la sobrevida general y la supervivencia libre de recaida. En cuanto a
pronéstico, los de peor pronéstico son los de tipo ErbB2 y de tipo basal
(algunos de estos son portadores de mutaciones BRCA1); luminal A mostro el
mejor pronostico, y luminal B (incluyendo luminal C) fue de pronéstico
intermedio; y aquellos tumores con mutacién de BRCA1 generalmente son de
tipo basaloide. (22,23,29)

Otros subtipos moleculares son:

Tumores bajos en Claudina (grupo de tumores triple negativos con perfil de
expresion genética similar a los basales), con mayor expresi Presentan baja
expresifion de Claudinas 3, 4 y 7, tambien de E-cadherina, sin ser carcinomas
lobulillarese expresito originalemyon de marcadores de transicion epitelial -
mesenquimal. Presentan baja expresion de Claudinas 3, 4 y 7, también de E-
cadherina, sin ser carcinomas lobulillares, y a diferencia de estos ultimos los
carcinomas bajos en Claudina no muestran expresion de genes de
proliferacion, baja expresion de HER2, Citoqueratinas 18 y 19, RE y RP, con
expresion inconsistente de queratinas 5, 14, y 17. Tienen peor pronostico que
los de tipo basal al tener una menor respuesta a quimioterapia neoadyuvante
basada en antraciclinas/taxanos y menor respuesta patolégica completa.
Tumores de tipo Apocrino, con caracteristicas histoldégicas apoécrinas, y que
se presentan con perfil inmunohistoquimico: RE-/RP-/HER2+ /AR+ o RE-
/IRP-/HER2- /AR+.

El carcinoma de mama de tipo normal comparte caracteristicas del tejido
mamario normal, muestra una fuerte expresién de genes normalmente
expresados en el tejido adiposo y baja expresion de genes epiteliales
luminales. Su perfil es (RE-, RP-, HER2-, CK5/6-, CK14-, p63- y/o EGFR-)
(24)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Identificar el patrén molecular de cancer de mama de acuerdo a marcadores
de inmunohistoquimica que presenta mayor frecuencia en las pacientes
derechohabientes del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos, que
determinaria el prondéstico y tratamiento de la poblacion.
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JUSTIFICACION

Actualmente el cancer mas comun en las mujeres es el cancer de mama y se
ha convertido en la primera causa de muerte en México.

Los carcinomas de mama representan un grupo heterogéneo de tumores en
su comportamiento clinico como prondstico, asi también en su perfil
molecular y genético.

El objetivo del presente trabajo es clasificar los carcinomas de mama en
subtipos moleculares mediante marcadores inmunohistoquimicos y analizar
las caracteristicas histopatoldgicas e inmunohistoquimicas que predeciran los
patrones de respuesta a tratamiento, supervivencia y recaida de los distintos
subtipos.
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HIPOTESIS

Si los patrones moleculares de mayor frecuencia detectados en cancer de
mama, corresponden a un mejor prondéstico por la presencia/ausencia de
marcadores empleados.

Si los patrones moleculares menos frecuentes detectados en cancer de

mama, corresponden a un peor pronostico por la presencia/ausencia de
marcadores empleados.
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OBJETIVOS

Objetivo General

1)

2)

Definir la frecuencia de los patrones moleculares de cancer de mama
invasor

Determinar la expresion de receptores de estrdgeno, progesterona y
Her2, mediante el uso de inmunohistoquimica en casos
diagnosticados de carcinoma invasor, en el Servicio de Patologia del
Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez Mateos del ISSSTE recabadas
durante el periodo del afio 2013 al 2014, con el fin de guiar al
oncélogo respecto a la toma de decisiones en el tratamiento y
prondstico.

Aportar bases para el futuro desarrollo de inmunoterapia blanco en
pacientes diagnosticados con cancer de mama de mal prondstico
molecular, basados en su perfil molecular.

Analizar casos de HER2 con score 2+, que son aquellos con mayor
variabilidad interobservador, mediante SISH.

Objetivos Especificos

1)

Realizar los marcadores de inmunohistoquimica en el protocolo de
estudio de cancer de mama en el Servicio de Patologia del HRLALM
recabados durante el periodo del 2013 al 2014.

Reasignar los casos estudiados de acuerdo a la clasificacion
molecular de cancer de mama.
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MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio transversal, descriptivo, prospectivo y retrospectivo, en
el cual se estudiaran las muestras de pacientes con diagnostico
histopatolégico de carcinoma de mama invasor, del Servicio de Patologia del
Hospital Regional “Lic. Adolfo Lopez Mateos”, durante el periodo de enero de
2013 a diciembre de 2014 que cuenten con las laminillas para su revaloraciéon
y que cuenten con tejido neoplasico en buen estado en bloques de parafina,
para poder realizar estudios con marcadores de inmunohistoquimica
necesarios. Los casos fueron localizados en la base de datos de estudio de
inmunohistoquimica del Servicio de Patologia Quirurgica.

Criterios de inclusion:

1. Expediente clinico del caso en archivo del Hospital Regional Lic. Adolfo
Lopez Mateos del ISSSTE.

2. Casos de carcinoma de mama invasor, diagnosticadas en el Servicio de
Patologia .

3. Casos archivados con laminillas y suficiente tejido en bloques parafina
para realizar tinciones adicionales de inmunohistoquimica.

Criterios de exclusién y eliminacion:

1. Todas las casos que no tengan tejido en parafina suficiente para realizar
tincion de inmunohistoquimica.

2. Todos los casos que no tengan diagnéstico de carcinoma invasivo o
lesiones benignas, y premalignas.

3. Tejidos que no conserven sus propiedades antigénicas para realizar
tinciébn de inmunohistoquimica.

4. Casos en los que el tejido en parafina se agote al hacer cortes necesarios
para inmunohistoquimica.

5. Falta de datos clinicos.

6. Ausencia de bloques de parafina y/o laminillas de casos en archivos del
servicio.

7. Casos de patrones moleculares especiales que no han sido validados,
como el bajo en Claudina, Normal Breast Like y de tipo Apdcrino.

Se utiliz6 una cédula de recoleccion de datos en la que se incluy6 el nimero
quirurgico del caso, el nUmero de estudio de inmunohistoquimica, la edad de
la paciente, diagnostico histopatoldgico, grado nuclear, grado de expresion de
receptor de estrégeno, receptor de progesterona y Her2.
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Para el estudio de inmunohistoquimica, se utilizaron los siguientes
marcadores:
- Receptor de Estrogenos: Anticuerpo monoclonal. Clona: SP1
prediluido. Ventana Medical Systems de Roche.
- Receptor de Progesterona: Anticuerpo monoclonal. Clona 1E2
prediluido. Ventana Medical Systems de Roche.
- Her-2: Anticuerpo monoclonal. Clona: 4B5 prediluido. Ventana
Medical Systems de Roche.

Variables:

Receptor de Estrogeno ( + considerado mas de 1% de los nucleos)
Receptor de Progesterona ( + considerado mas de 1% de los nucleos)
Her2:

IHC 0: considerado negativo. No hay tincion de membrana citoplasmica de
las células tumorales.

IHC 1+: considerado negativo. Tincion débil, e incompleta de membrana
citoplasmica celular, en mas del 10% de las células tumorales.

IHC2+: considerado “borderline” o indeterminado. Tincibn de membrana no
uniforme, débil a moderado, pero con distribucién circunferencial de la
membrana en mas del 10% de las células tumorales. O tincion completa de
membrana e intensa en menos del 30% de las celulas tumorales.

IHC3+: considerado positivo. Tincibn membrana intensa, uniforme observada
en mas del 30% de las células tumorales.

En casos de Her 2+, “borderline” o indeterminado por inmunohistoquimica, se
realiza analisis cuantitativo mediante SISH cuantitativo (medicién de copias
del gen HER2/n

Un indice normal es menor a 2 (SISH -)

Un indice mayor o igual a 2 de HER2 por copias de cromosoma 17 es de
amplificacién genética (SISH +)

1. Se considerara un resultado no amplificado cuando la ratio de HIS (sefiales
del gen HER2 frente a sefiales del cromosoma 17) sea menor de 1,8.
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2. Se considerara un resultado amplificado cuando la relacion de HIS
(sefiales del gen HER2 frente a sefiales del cromosoma 17) sea mayor de
2,2.

3. Se considerara un resultado borderline o indeterminado cuando la relacién
de HIS (sefales del gen HER2 frente a sefales del cromosoma 17) esté entre
1,8y 22

4. Se considerara un resultado como polisomia cuando el nimero de sefales
del centrdbmero 17 por nucleo sea 23 y como monosomia cuando sea <1,5.
La monosomia 17 puede originar falsos positivos en la interpretacion cuando
se emplea doble sonda. Asi, en algunos casos con monosomia 17 es
evidente que la relacion HER2/CEN17 =2 es causada por la existencia de una
unica copia del centréomero 17 y dos copias del gen HERZ2, por lo que estos
casos no deberian interpretarse como amplificados

5. Se considerara un resultado como no interpretable si ocurre al menos una
de las siguientes circunstancias:

a) No hay presencia de sefiales de una u otra sonda en al menos 20 células.
b) Si estas sefiales son débiles o inexistentes en mas del 25% de las células.

c) No es posible valorar como minimo dos areas diferentes de carcinoma
infiltrante.

d) Los controles no muestran el resultado esperado.

Para la evaluacién de los resultados cuando se utilicen técnicas de HIS
fluorescente con soélo sonda del gen HER2 se aplicaran los siguientes
criterios:

1. Se considerara un resultado no amplificado cuando se observen <4
sefales.

2. Se considerara un resultado amplificado cuando se observen >6 sefales.
3. Se considerara un resultado borderline cuando se observen entre 4 y 6

sefiales. En estos casos se recomienda la cuantificacion de un mayor numero
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de células tumorales o, al igual que en la HIS con doble sonda, sopesar
repetir la técnica en a) una seccion distinta o (b) en la pieza quirurgica si se
realiz6 el HIS sobre una biopsia.

Para la evaluacion de los resultados cuando se utilicen técnicas de HIS con
revelado cromogénico (SISH), con so6lo sonda del gen HER2, se aplicaran los
siguientes criterios:

1. Se considerara un resultado amplificado cuando se observen >10 sefales
de hibridacion o agregados gruesos de sefiales en mas de 50% de células
problema.

2. Se considerara un resultado no amplificado cuando se observen 1-5
sefiales de hibridacion en mas del 50% de células (entre 3 y 5 sefiales suele
corresponder a polisomia para el cromosoma 17, aunque sin recomendarse
su confirmacioén).

3. Cuando se observen entre 6 y 10 sefiales de hibridacién o agregados
discretos de senales en mas del 50%, se practicara determinacion con sonda
CEN17 y se considerara amplificado si el promedio de sefiales CEN17/ntcleo
es 2 (disomia) yno amplificado-polisomiasi el promedio de sefales
CEN17/nlcleo es 23. En este tercer grupo de resultados, puede también
contemplarse como alternativa la posibilidad de realizar técnica de HIS
fluorescente o SISH con doble sonda.
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VALORACION DEL GRADO HISTOLOGICO

Caracteristicas Histologicas Puntaje

Formacion de Tibulos (Dentro del tumor)

=75% 1

10-75% 2

=10% 3

Pleomorfismo nuclear

Pequedios, regulares y uniformes 1

Moderada variacion de forma y tamafio 2

Marcada variacion de forma y tamafio 3

Conteo mitdtico en 10 campos de alto poder

(Depende del area del campo del microscopio)

Diametro del campo de 044 mm / drea del campo 0.152 mm?

0-5 1

6-10 )

>11 3

Diametro del campo de 0.59mm / area del campo 0.274 mm?

0-0 1

10-19 )

=20 3

Score Total

3- 5: Grado I Bien diferenciado

6 —7: Grado II. Moderadamente diferenciado

8 — 9: Grado ITI. Mal diferenciado
VALORACION DEL GRADO NUCLEAR
GRADO NUCLEAR DE BLACK FISHER
Caracteristica 1 2 3

(Bien (Moderadamente | (Poco
diferenciado) diferenciado) diferenciado)
Tamano nuclear | Similar, o| Dos veces de | Tres veces de
en relacion al | agrandamiento variacion; variacion en el
conducto minimo uniformidad es la | diametro nuclear
regla con
variacion leve
Membrana Uniforme Redonda, lisa Irregular
nuclear
Cromatina Uniforme, fina Hipercromatica,
gruesa

Nucléolo Macro +/- Macro+
Mitosis Moderadas Frecuentes
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RESULTADOS

Del total de casos estudiados (164 casos), se eliminaron 20 casos por no
disponer de material suficiente en bloques de parafina, por ser casos de
carcinoma in situ, por ser casos de metastasis de carcinoma de mama, por no
pertenecer a la clasificacion molecular en estudio o por falta de material en
caso de pacientes que retiraron sus bloques al ser referidas a otra unidad.

El analisis se realiz6 en 144 casos de pacientes con carcinoma de mama
infiltrante; las edades varian de los 31 a los 97 afios, con edad media de 58.7
afios, moda de 45 afios, mediana de 58 afios. Se dividieron en 7 grupos
etarios de 10 afios quedando de la siguiente manera: a) 31 a 40 afos, b) 41 a
50 afios, c) 51 a 60 afios, d) 61 a 70 afos, e) 71 a 80 afios, f) 81 a 90 afios, g)
mas de 91 afnos.

El primer grupo (31 a 40 afios) estuvo constituido por un total de 3 casos que
corresponde al 2.08 % del total de casos estudiados. El segundo grupo (41 a
50 afios) estuvo constituido por un total de 39 casos que corresponde al
27.08 % del total de casos estudiados. El tercer grupo (51 a 60 afios) estuvo
constituido por un total de 47 casos que corresponde al 32.63 % del total de
casos estudiados. El cuarto grupo (61 a 70 afios) estuvo constituido por un
total de 27 casos que corresponde al 18.75 % del total de casos estudiados.
El quinto grupo (71 a 80 afios) estuvo constituido por un total de 22 casos que
corresponde al 15.27 % del total de casos estudiados. El sexto grupo (81 a 90
afios) estuvo constituido por un total de 5 casos que corresponde al 3.47 %
del total de casos estudiados. El séptimo grupo (mas de 90 afios) estuvo
constituido por un total de 1 caso que corresponde al 0.69 % del total de
casos estudiados.

Se estudio la frecuencia de casos por grupos Luminal A, Luminal B, Basal, y
Her-2, quedando de la siguiente manera. Para el grupo Luminal A se
analizaron 111 casos, que corresponden al 77.08% del total de casos
estudiados. Para el grupo Luminal B se analizaron 4 casos, que corresponden
al 2.77% del total de casos estudiados. Para el grupo Basal se analizaron 18
casos, que corresponden al 12.50% del total de casos estudiados. Para el
grupo Her-2 se analizaron 11 casos, que corresponden al 7.63% del total de
casos estudiados.
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De los 144 casos se encontraron diferentes tipos y subtipos histologicos,

descritos en la siguiente tabla.

Patrén Histolégico
Ductal

Lobulillar

Ductal — Lobulillar
Ductal — Medular
Ductal — Micropapilar
Ductal — Mucinoso
Mucinoso
Metaplasico
Papilar
Micropapilar

Numero de casos
124
10

S A AN anN
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Tabla 1. Distribucion por grupos etarios

A

A

31-40 2 0 1 0
41-50 32 0 6 1
51-60 34 1 7 5
61-70 22 2 1 2
71-80 17 1 2 2
81-90 4 0 0 1
>91 0 0 1 0
Grafico 1: Frecuencia de Patrones
Moleculares por grupos etarios
40
35
30
M Luminal A
25
i Luminal B
20
LI Basal
15
M Her 2
10
5
0
31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 >91
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Tabla 2. Numero y porcentaje de casos por grupos etarios

‘ GRUPOS DE EDAD NUM. CASOS PORCENTAJE

31-40 3 2.08%
41-50 39 27.08%
51-60 47 32.63%
61-70 27 18.75%
71-80 22 15.27%
81-90 5 3.47%

>91 1 0.69%

Grafico 2. Porcentaje de casos
por grupos etarios

1%
%"/

2%

K31-40
©41-50
©51-60
L61-70
£71-80
£81-90
“ Mas de91
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TABLA 3. Numero y porcentaje de casos por patrén molecular

PATRON MOLECULAR NUMERO DE CASOS

CASOS
LUMINAL A 111 77.08%
LUMINAL B 4 2.77%
BASAL 18 12.50%
HER2 11 7.63%

PORCENTAJE DE

Grafico 3. Porcentaje de casos de
Patrones moleculares

i Luminal A ¥ Luminal B “/ Basal & Her-2
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Grafico 4. Numero total de casos

HER2

BASAL

LUMINAL B

LUMINAL A

80 100 120

BDLUMINAL A
BLUMINAL B
O BASAL

B HER2
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Imagen 3. Q-2072-14. Adenocarcinoma Ductal infiltrante.
Basal. a: HE 20x, b: Her2, c: RE, d: RP
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Imagen 4. Q-3720-14. Adenocarcinoma ductal infiltrante
Her2. a: HE 20x, b: Her2, c: RE, d: RP

41



Tabla 4.
ESTADISTICA DE CASOS DE CARCINOMA MAMARIO
ESTUDIADOS PARA SOBREEXPRESION DE HER 2

0 1+ 2+ 3+ Total

Resultados hasta el 24 de oct 2011
Dr. Fernando E. De la Torre Rendén. HRLALM

ESTADISTICA DE CASOS DE CARCINOMA MAMARIO
ESTUDIADOS PARA SOBREEXPRESION DE HER 2

0 1+ 2+ 3+ Total
2013
2014
TOTAL

Resultados de 2013 a 2014.
HRLALM
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DISCUSION

En este estudio se analizaron 144 casos diagnosticados como carcinoma de
mama infiltrante, a los cuales se les realizé tinciones de inmunohistoquimica
para determinar el patron molecular y en caso de ser candidatos o no,
determinar la terapia blanco a la cual serian sometidos.

Desde el punto de vista estadistico, la mayor parte de casos se presenta
entre pacientes de 41 a 70 afios de edad, y una edad promedio de 58.7 afios.
El patrén molecular Luminal A es el que se presenta con mayor frecuencia
(77% de los casos estudiados), seguido por el patron molecular Basal (12%
de los casos estudiados), Her-2 (8% de los casos estudiados), y por ultimo el
patron molecular Luminal B (3% de los casos estudiados).

En este estudio se observdo que el fenotipo molecular predominante
numéricamente fue el luminal A. La informacion recogida por Blows y col (30)
de 10.159 casos de carcinoma de mama procedentes de doce estudios
diferentes, publica que el 78% del total de casos (7.243 casos) correspondia
a carcinomas de mama de tipo luminal. De ellos, el 92% era de tipo luminal A
(7.882 casos) y el 8% era de tipo luminal B (639 casos). Nuestra serie
muestra un porcentaje cercano,

De los casos revisados en nuestra serie, el 8% de los pacientes corresponde
a carcinomas de mama de patron molecular tipo HER2, porcentaje similar al
publicado en el estudio de Blows y col (30) en el cual tan sélo el 6,2% (632
casos) corresponde a carcinomas de fenotipo HER2. En la revision de la base
de datos del Servicio de Patologia del afio 2006 al 2011, la positividad de
casos para Her2 es de 16.8%, y durante el periodo de estudio es de 18%,
(Tabla 4), porcentaje levemente inferior al observado en la literatura
internacional, donde se ha mostrado que 20-30% de los carcinomas de mama
expresa HER2 (31,32).. La clasificacion modificada de Schnitt del 2009, es
actualmente la mas aceptada entre diversos autores y por el Colegio
Americano de Patdélogos. Sin embargo, existen tipos que aun quedan
pendientes de ser validados como aquellos en los que la positividad para
Her2, Receptores de Estrogeno y Receptores de Progesterona con un corte
mayor de 20% de éste Ultimo marcador.

Se reviso también la frecuencia y estadistica de casos Her2 de la base de
datos del Servicio de Patologia del afio 2006 al 2011 con la frecuencia y
estadistica en este estudio y se ha identificado leve variacién de resultados,
predominantemente en los score 2+ y 3+, como se ha comentado, debido
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quiza a los cambios en la rigidez para estos dos resultados. Esto se debe
quiza a que las Guias de Gradificacidbn de Her2, previas al 2013 requerian
menos porcentaje de células con marcacion (10%), mientras que la Guia de
Gradificacion actual realiza el corte en 30% de las células neoplasicas

HER2 es un importante marcador predictivo de respuesta a trastuzumab en
cancer de mama. Multiples estudios han probado la eficacia y seguridad de
trastuzumab en el tratamiento neoadyuvante, adyuvante y en la enfermedad
metastasica de pacientes con cancer de mama de tipo HER2.

Por ultimo el grupo de carcinomas de mama de fenotipo basal constituyo el
12%. En la literatura médica el porcentaje de carcinomas de mama de
fenotipo basal varia en los diferentes estudios y oscila entre el 4,2% y el
26,8% (33), lo cual concuerda con nuestro estudio.

En cuanto a los carcinomas de mama de tipo basal, son tumores
fundamentalmente indiferenciados en comparacion con los carcinomas de
tipo luminal y los carcinomas de tipo HER2. Segun diversos autores, aunque
los carcinomas de mama de tipo basal son generalmente de alto grado, no
guardan relacion con el factor pronostico mas importante en el cancer de
mama, la invasion ganglionar (34,35,36).

Los estudios inmunohistoquimicos del cancer de mama revelan la expresion
de determinadas proteinas en las células tumorales por lo que se podrian
considerar un reflejo valido de los estudios de biologia molecular asi como
una alternativa valida a los costosos estudios genéticos. Aunque algunos
autores han demostrado que los carcinomas de mama se pueden catalogar
en subtipos similares a los de expresion génica mediante un panel de
marcadores inmunohistoquimicos, en el momento actual no existe acuerdo
sobre qué marcadores deben utilizarse en la clasificacion del cancer de
mama, especialmente al definir los carcinomas de mama de fenotipo basal, ni
sobre el porcentaje o intensidad de tincion celular requerido (37,38). En el afio
2004, Nielsen y col (37)utilizando un panel de cuatro anticuerpos (RE, HERZ2,
HER1 y CK5/6) observaron que existia una buena correlaciéon entre el perfil
génico y el perfil inmunohistoquimico. Otros autores proponen la utilizacién de
otros marcadores en la definicion de los carcinomas de mama (CK14, ki-67,
CK17, EGFR, c-kit, p63, P-cadherina y actina de musculo liso) (35,39,40).
Para evitar sesgos en futuros ensayos clinicos y valorar su efectividad
predictiva seria conveniente que los anatomopatoélogos unificaran criterios en
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la determinacion IHQ de los marcadores para la clasificacion del cancer de
mama.

En otro ambito, diversos estudios han demostrado que dentro de los subtipos
histolégicos existe importante variacion pronéstica, de forma que ciertos tipos
como el tubular, mucinoso, y medular tienen buen pronéstico mientras que
otros como los carcinosarcomas, carcinomas de mama en anillo de sello o los
carcinomas inflamatorios muestran mal pronéstico (41). Sin embargo, estos
subtipos constituyen un porcentaje pequefio del total de carcinomas de mama
y, de hecho, a pesar de esta diversidad en el comportamiento, el 70-80% de
los tumores se clasifican como carcinomas ductales infiltrantes. Resulta
evidente que bajo esa misma denominacion se estan clasificando tumores
con un comportamiento clinico diferente.

Nuestros resultados indican que la aplicacion de estos marcadores IHQ en el
ambito clinico permite obtener una mejor definicién pronéstica del cancer de
mama y disefiar los tratamientos de forma individualizada para obtener el
mayor beneficio con el menor riesgo posible. Es indudable la importancia de
evaluar el riesgo individual de cada paciente y de identificar a aquellas
pacientes que tienen mayor agresividad tumoral, que pueden recibir
tratamiento en una fase temprana del diagndstico, asi como aquellas
pacientes con tumores de menor patogenicidad que no requieren someterse a
los riesgos y efectos secundarios que implican los tratamientos citotoxicos.
Conocer el pronoéstico de un paciente con carcinoma de mama permite, por
una parte, informar al paciente y/o a sus familiares sobre la posible evolucion
de la enfermedad y, por otra, permite elegir el tratamiento mas apropiado para
cada paciente.
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CONCLUSIONES

Con los datos actualmente disponibles podemos afirmar que la carcinomas de
mama invasores de tipo receptores hormonales positivos, se pueden separar
por subtipificacion molecular en Carcinomas de Mama Luminal A, que son
aquellos con mayor prevalencia, presentan un comportamiento menos
agresivo y los Luminal B que se asocian a mayor grado nuclear, mayor rango
de proliferacién y un peor pronéstico. Aparte de la subtipificacion molecular
genética, puede ser posible diferenciar entre estos dos grupos utilizando la
evaluacion inmunohistoquimica el marcador de proliferacion Ki67, segun lo
informado por Cheang et a, donde muestran un punto de corte de 14%. Este
método de evaluacibn demostr6 utilidad en proporcionar informacion
pronéstica, sin embargo aun se han demostrado tasas de falsos positivos y
falsos negativos de aproximadamente 25%, lo que sugiere que hay un
margen de mejora dentro de este método de investigacion y que abre un area
para la investigacion en curso.

Separando el método de investigacion, la diferenciacion de los carcinomas
mamarios en subtipos moleculares es critica, con el fin de identificar las
opciones terapéuticas mas adecuadas para los pacientes. En general, el
tratamiento endocrino solo se recomienda para el subtipo molecular Luminal
A, que lleva una excelente tasa de sobrevida a 10 afios de aproximadamente
90%. Sin embargo, la latencia del tumor y las recurrencias tardias posteriores
a 10 afios son caracteristicos de este subtipo molecular.

De manera adicional, aun hay falta de conocimiento sobre los mecanismos
detras de la latencia del tumor, destacando mas areas cruciales para futuras
investigaciones. Ademas, la forma y duracién de la terapia endécrina 6ptima,
tanto en mujeres pre y posmenopdausicas, es hasta ahora desconocida; la
extension del tratamiento endo6crino mas alla de 5 o incluso 10 afos, asi
como el agente endocrino mas efectivo, requiere también un estudio para
definir mejor los algoritmos de tratamiento para los diferentes subtipos
moleculares.
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ANEXOS
Tabla de recopilacion de datos

|
|
|
|
12 |
|
e
|
|
|
|
|
|
|
|
o6 |
|
|
|
|

8213-12
8200-12
39-13
13-13
59-13
8298-12
8271-12
359-13
366-13
99-13
526-13
527-13
283-13
500-13
755-13
902-13
895-13
1080-13
1147-13
928-13
1057-13
1251-13
1252-13
1405-13
1579-13
1963-13
1521-13
1783-13

54
42
66
64
63
68
63
67
75
57
45
46
45
63
54
53
45
79
52
48
72

o | 1

63
52
51
72
56
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2746-13

3317-13

3635-13

4586-13

296 | 5203-13
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5384-13
5323-13
5514-13
317 | 5607-13
5668-13
323 | 5449-13
5787-13
5858-13
5728-13

5922-13
348 | 5927-13
5998-13
6080-13
6199-13
6162-13

1 14-14 55

Tejido agotado | Tejido agotado | Tejido agotado

98 731-12 49 Tejido agotado | Tejido agotado | Tejido agotado
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1985-14

53



387

3505-14

5305-14

5729-14

62

_ Tejido agotado | Tejido agotado

401

5470-14

79

54



6315-14

6535-14
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