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Resumen. Los carcinomas de la mama se han clasificado desde el punto de vista mole-
cular en cuatro grupos mayores (Luminal A, Luminal B, HER2 y triple negativo). Sin embargo,
estos grupos no son homogéneos y existe la necesidad de establecer subcategorias que puedan
ser identificadas mediante inmunohistoquimica (IHQ), para asi predecir mejor su prondstico y
llevar a cabo un tratamiento mas efectivo. El presente estudio se realizo en 354 pacientes diag-
nosticadas de carcinoma ductal infiltrante de mama. Se analiz6 la expresion de 22 moléculas
por matrices de tejidos y se compararon los resultados obtenidos con las clases moleculares
definidas por IHQ, de acuerdo a la expresion de receptores de estrogeno (RE), receptores de
progesterona (RP) y HER2, y con la supervivencia global. Con la clase molecular Luminal A
se pueden establecer varios subgrupos de significado pronostico: el subgrupo con expresion
exclusiva de RE y RP, con Ki-67 <14%, con mejor prondstico, y el subgrupo de Luminal A
con Ki-67 >14%, o con expresion de otros marcadores relacionados con el fenotipo basal. El
grupo Luminal B puede ser dividido en subtipos de acuerdo a la expresion de Ki-67 (punto de
corte en el 25%). En la clase HER2, parece importante el indice de Ki-67 para el prondstico
(punto de corte en 25%). La clase de TN puede ser dividida segun el indice de proliferacion
en dos categorias prondsticas, con un mejor pronostico para aquellos tumores con un indice de
Ki-67 <25%.
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Subclasificacion de los tipos moleculares de cancer de mama

Subclassification of the molecular types of breast
cancer based on the expression of immunohistoche-
mical markers and evolution.

Invest Clin 2016; 57(2): 187- 216

Key words: breast cancer; molecular class; immunohistochemistry.

Abstract. Breast carcinomas have been classified from the molecular point of view into
four major groups (Luminal A, Luminal B, HER2 and triple negative). However, these groups
are not homogeneous and there is a need to establish subcategories that can be identified by
immunohistochemistry (IHC), to better predict prognosis and carry out treatments that are more
effective. This study was conducted in 354 patients diagnosed with invasive ductal breast carci-
noma. The expression of 22 molecules was analyzed by tissue matrices and the results obtained
were compared with molecular classes defined by IHC, according to the expression of estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR) and HER2, and the overall survival. The Luminal A
molecular class can set various prognostic subgroups: the subgroup with exclusive expression
of ER and PR, with Ki-67 <14%, with a better prognosis, and the subgroup of Luminal A with
Ki-67> 14% or other expression related to the basal phenotype markers. Luminal B group can
be divided into subtypes according to the expression of Ki-67 (cutoff at 25%). In the HER2
class it seems important the Ki-67 index for forecasting (cutoff at 25%). The TN class can be
divided according to the rate of proliferation into two prognostic categories, with a better prog-

nosis for tumors with Ki-67 index <25%.

Recibido: 08-12-2015. Aceptado: 03-03-2016
INTRODUCCION

El cancer de mama representa un problema
de salud publica en muchos paises desarrollados
y en vias de desarrollo. Considerando los dos
sexos, es el segundo en frecuencia en el mundo
después del cancer de pulmon. En Venezuela,
constituye la primera causa de muerte por can-
cer en la mujer, ocupando el segundo lugar el
cancer de cuello uterino (1,2).

Los carcinomas de la mama se han clasifica-
do recientemente desde el punto de vista mole-
cular en cuatro grupos mayores, que presentan
un pronostico y tratamiento muy diferentes. Por
tal motivo, el cancer de mama es considerada
una enfermedad heterogénea que presenta una

variabilidad sustancial en la evolucion de la
enfermedad dentro de cada categoria. General-
mente se acepta que los cursos clinicos variados
de pacientes con tumores histologicamente se-
mejantes, son el resultado de diferencias mole-
culares. Se deduce que el analisis molecular de-
tallado del cancer pudiera aportar informacion
que mejoraria la prediccion prondstica (3).
Perou y col. (4) y Sorlie y col. (5) fueron
los primeros en mostrar que los carcinomas ma-
marios pueden también subdividirse en base al
andlisis de la expresion génica. Estos estudios
determinaron que existian al menos cuatro cla-
ses moleculares de cancer de mama denomi-
nadas tipo luminal, tipo basal, tipo parecido a
mama normal y tipo HER2 (receptor del factor
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de crecimiento epidérmico 2) positivo. El tipo
parecido a mama normal fue descartado poste-
riormente de las clases moleculares, al compro-
barse que representaba caracteristicas de tejido
normal de la mama y no tejido tumoral (6).

Actualmente, desde el punto de vista inmu-
nohistoquimico (IHQ), se reconocen las clases
moleculares Luminal A, Luminal B, HER2 y
triple negativo (TN), subdividiéndose esta ul-
tima clase a su vez en tipo TN basal (TNB) y
TN no basal (TNnB), de acuerdo a la expresion
de marcadores caracteristicos de células basales
tales como la citoqueratina 5/6, p63, el receptor
del factor de crecimiento epidérmico 1 (EGFR)
y otros (7-12). El prondstico y sensibilidad a la
quimioterapia de los subgrupos moleculares es
diferente. El tipo luminal tiende a tener mejor
prondstico que los otros, mientras los tumores
tipo basal y HER2 positivos son de peor pronds-
tico (5,13).

En los ultimos afios se ha avanzado mucho
en la comprension del origen del carcinoma
de mama. La teoria de las células madre can-
cerosas, los mecanismos de la transformacion
epitelio-mesénquima y el papel de las células
mioepiteliales han aportado informacion muy
valiosa en este sentido y han ayudado a entender
mejor el caracter heterogéneo de la enfermedad
(14-18).

Numerosos trabajos han confirmado la utili-
dad de las clases moleculares en cuanto a su ca-
pacidad de predecir la evolucion y la respuesta
a diferentes tratamientos en el cancer de mama.
Sin embargo, es evidente que esas clases mole-
culares no son grupos homogéneos y que exis-
ten grupos hibridos o subtipos con importancia
pronostica y terapéutica, que pueden definirse
mediante la THQ.

Finalmente y considerando que existen sub-
categorias en las clases moleculares del cancer
de mama, esta investigacion tuvo como objetivo
general determinar a través de IHQ el perfil de
inmunoexpresion de diversos marcadores en el
tumor primario, relacionando su expresion con

las clases moleculares de carcinoma de mama
y la supervivencia global de las pacientes eva-
luadas, considerando que una mejor caracteriza-
cién inmunofenotipica de los tumores permitira
avanzar en el establecimiento de diferentes ca-
tegorias con distinto prondstico y con ello, un
abordaje terapéutico mas efectivo.

PACIENTES Y METODOS

Sujetos del estudio )

Con la aprobacion del Comité de Etica 'y de
la Comision de Investigacion del IOMPC, se
conformo6 una muestra no aleatoria, de tipo in-
tencional, con 354 pacientes, de acuerdo a los
siguientes criterios de inclusion: a) diagnostico
de carcinoma ductal infiltrante de mama sin otra
especificacion, o mixto, con componente ductal
predominante y b) disponibilidad de las prepa-
raciones histologicas y bloques de parafina res-
pectivos correspondientes al diagnostico inicial
en el archivo del Servicio de Anatomia Patolo-
gica del Instituto.

Construccion de la matriz de tejidos

El bloque receptor (o bloques unicamen-
te de parafina) se coloco en la base del equipo
tissuearrayer (estacion de trabajo Beecher Ins-
truments, Silver Spring, MD, USA). El tissue
arrayer consta de dos agujas de distintos calibre
con las que se realiza el troqueleado de los blo-
ques. Con la aguja de mayor calibre se extrae un
cilindro de parafina del bloque receptor dejando
el espacio donde se introducen los cilindros ob-
tenidos de los bloques donantes. Con la aguja
de menor calibre se obtiene el cilindro de I mm
con el material de la zona marcada del bloque
donante que se introduce en el bloque receptor.

Finalmente, se realizaron cortes histoldgicos
de 4 um en un micré6tomo de rotacion (Microm
HM350S) y cada uno fue recogido en laminas
portaobjetos tratadas previamente, para evitar el
desprendimiento de los cortes.

Investigacion Clinica 57(2): 2016
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Inmunohistoquimica

La desparafinacion y la recuperacion an-
tigénica se realizaron en el equipo PT Link
(Dako) con un buffer Tris-EDTA pH=9 (Dako)
a 95°C durante 20 min. Las muestras se lavaron
en agua destilada y a continuacién en tampon
Tris pH=7,4 a temperatura ambiente. Se realizd
la incubacion con el anticuerpo primario. Las
muestras se lavaron en tampén Tris pH=7,4 y

se afiadi6 el anticuerpo secundario (Envision,
Dako). Por ultimo, las muestras se lavaron en
tampon Tris pH=7,4 y se revelaron mediante
la aplicacion del cromdgeno diaminobencidina
durante 5 minutos. Con el fin de visualizar los
nucleos, se realizo la tincidén nuclear con hema-
toxilina.

Los anticuerpos primarios utilizados, la di-
lucidn, clon y fuente se muestran en la Tabla 1.

TABLA I
ANTICUERPOS: DILUCION, CLON Y FUENTE DE ANTICUERPOS UTILIZADOS

Marcador Dilucién Clon Casa comercial Localizacion del marcaje
RE 1/50 GF 11 Novocastra Nuclear
RP 1/100 clon 636 Dako Nuclear
HER-2/neu Prediluido Kit Herceptest Dako Membrana
EGFR Prediluido Kit PharmDx Dako Membrana
C-Kit 1/50 Policlonal Dako Citoplasma
p63 1/50 4A4 Dako Nuclear
Survivina 1/400 Policlonal ABCAM Nuclear y citoplasma
ALDHI1 1/100 EP1933Y ABCAM Nuclear y/o citoplasma
CDI10 1/50 OPD4 Novocastra Citoplasma
Ki-67 1/100 clon MIB-1 Dako Nuclear
CK 5/6 Prediluido D5116B4 Dako Citoplasma
CK 8/18 1/100 5D3 Novocastra Citoplasma
CK14 1/20 002 Novocastra Citoplasma
CK17 1/20 E3 Novocastra Citoplasma
CK APM 1/50 34BE12 Dako Citoplasma
Vimentina 1/200 Clon V9 Dako Citoplasma
CadherinaE Prediluido NCI Dako Membrana
Cadherina P 1/100 56 BD Membrana
p120 1/200 98 BD Membrana
Actina Ml 1/100 HHF35 Dako Citoplasma
Alfa-actina 1/100 1A4 Dako Citoplasma
Calponina 1/100 CALP Dako Citoplasma

APM = alto peso molecular. M1 = musculo liso
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Hibridizacion in situ fluorescente
(FISH)

Para esta prueba se utilizo el kit de Path-
Vysion HER-2. Las secciones histoldgicas se
colocaron en una estufa a 56°C toda la noche.
Las secciones sin tefiir se desparafinaron en
CitriSolv (Vysis), se deshidrataron en etanol al
100% y se secaron al aire. Se procedi6 entonces
a una digestion con proteasa durante 60 minu-
tos, desnaturalizacion, e hibridizacién con son-
das precalentadas para el gen HER-2 y el cen-
tromero del cromosoma 17 (sonda Her2/neu/
CEP17 SG, Vysis) durante toda la noche a 37°C.
A continuacion se lavaron con tamp6n de lava-
do poshibridizacién a 72°C y se contratifieron
con 4.6-diamidino-2-fenilindol en solucioén an-
tifade. Por ultimo, se montaron y analizaron en
un microscopio de fluorescencia. La tasa de am-
plificacion de HER-2 se determin6 mediante el
cociente: numero de copias de HER-2 (senales
rojas)/mumero de copias de centrémeros (sefa-
les verdes). Una tasa >2,2 indica amplificacion
del gen HER-2, si la tasa es < 2,2 se considera
que no hay amplificacion.

Interpretacion de los resultados del
estudio inmunohistoquimico

Para la mayoria de los marcadores se con-
siderd positivo cualquier tipo de inmunoexpre-
sion, refiriendo el resultado como positivo o
negativo. En la valoracion de las moléculas de
adhesion se considerd positiva a la tincion de
membrana conservada en mas del 50% de las
células neoplésicas y negativa cuando la tincion
se encontraba ausente o reducida.

La expresion de HER2 se evalu6 de acuerdo
al patron establecido en el Kit comercial Her-
ceptest®, por lo que se consideraron positivos
los casos con inmunotincion valorada como 3+.
En los casos con tincidén equivoca (valorados
con 2+) se corrobor6 la amplificacion de HER2
mediante FISH. Para la evaluacion del EGFR
se utilizaron los parametros del kit PharmDx®
utilizado.

Para la cuantificacion de Ki-67 (indice de
proliferacion) se tomaron cuatro microfotogra-
fias de cada caso, dos de cada cilindro, en un
microscopio Zeiss Axiostar plus, con camara
Canon incorporada y conectada a ordenador con
el programa Axiovision. Luego se contaron los
nucleos positivos y negativos en cada imagen.
Finalmente, se sumaron las cifras de los cuatro
contajes y se obtuvo el indice de proliferacion
como promedio del porcentaje de positividad
para cada caso.

El indice de proliferacion (Ki-67) se inter-
preto de la siguiente manera: a) bajo: porcenta-
je de nucleos positivos de las células tumorales
<14%, b) intermedio: porcentaje de nucleos po-
sitivos de las células tumorales >15% y <24%
y ¢) alto: porcentaje de ntcleos positivos de las
células tumorales >25%.

Con base a los resultados obtenidos del ana-
lisis de RE, RP y HER2, y de acuerdo a los cri-
terios aceptados (19-21) se clasificaron los ca-
sos como sigue: Luminal A: RE+ RP+; Luminal
B: Positivo a RE o RP, independientemente del
marcaje de HER2; HER2+: RE- RP- HER2+ y
TN: RE- RP- HER2-.

Para el andlisis de los casos, se agruparon
los 22 marcadores utilizados en cuatro grupos:
a) marcadores de la clasificacion molecular
(ER, PR y HER2), b) marcadores de prolifera-
cion celular y otros (EGFR, C-Kit, p63, survivi-
na, ALDHI1, CD10 y Ki-67), ¢) marcadores de
filamentos intermedios (CK5/6, CK8/18, CK14,
CK17, CK APM vy vimentina), d) marcadores
de adhesion celular y citoesqueleto (cadherina
E, cadherina P, p120, actina de musculo liso,
alfa actina y calponina).

Se consideraron como marcadores basales:
EGFR, C-Kit, p63,CD10,CK 5/6, CK14,CK17,
vimentina, cadherina P, actina de musculo liso,
alfa-actina y calponina. Asimismo, los siguien-
tes subtipos para cada clase molecular: Luminal
A: a) segun grupos de Ki-67 y b) segun la ex-
presion de marcadores de tipo basal. Luminal B:
a) seguin grupos de Ki-67, b) segun expresion de
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HER?2 y ¢) segtin la expresion de marcadores de
tipo basal. HER2: a) segun grupos de Ki-67 y b)
segun la expresion de marcadores de tipo basal.
Triple negativo: a) segiin grupos de Ki-67 y b)
segun la expresion de marcadores de tipo basal.

Analisis estadistico

El andlisis de los datos recogidos se realizo
mediante el paquete estadistico SPSS version
19 (IBM Statistical Package for Social Scien-
ces, Inc., Chicago, IL). La asociacion entre las
clases moleculares y marcadores inmunohisto-
quimicos se analizd con la prueba de Chi cua-
drado y el test exacto de Fisher. El estudio de
supervivencia se realizd mediante el método de
Kaplan-Meier y el ajuste de modelos de regre-
sion de Cox. Se consideraron significativos va-
lores de p<0,05.

RESULTADOS

La edad media de las pacientes en el mo-
mento del diagnostico fue de 51,28 afios, con un
rango de 58 afios (27-85 afios). Un 52% tenian
50 afios de edad o menos y un 48% eran mayo-
res de 50 afios.

El estadio clinico mas frecuente fue el III
(58,8%), seguido por el II (33,7%), abarcando
entre ambos el 92,5% de los casos. Histologica-
mente, un 15,5% fue grado I, un 49,7% grado II
y un 34,7% grado I1I.

Se logrd obtener el seguimiento de 321 pa-
cientes. El tiempo de seguimiento para las pa-
cientes no fallecidas varié de 36 a 112 meses.
Para la supervivencia global (SG) en meses se
tom6 como punto de corte un seguimiento de 60
meses (5 afios), con un minimo de 36 meses. Se
establecid el tiempo de supervivencia como el
tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta
la fecha de la muerte en caso de haber ocurrido
antes de los 60 meses. La SG media en la serie
estudiada fue de 46,11 meses, con rango de 58
meses (2 a 60) y desviacion tipica de £ 16,21
meses.

Un 57,3% de los pacientes fallecieron por la
neoplasia a lo largo del seguimiento, mientras
que un 42,7% permanecieron vivas durante el
lapso del mismo.

Los principales datos clinico-patologicos de
las pacientes incluidas en este estudio se deta-
llan en la Tabla II.

En esta serie de 354 tumores, el porcenta-
je de expresion positiva para RE fue de 57,9%
(205 de 354), 49,4% (175 de 354) para RP y
14,7% (52 de 354) para HER2. En base a estos
resultados se establecieron las clases molecula-
res clasicas de acuerdo a los siguientes porcen-
tajes: Luminal A 42,4% (150 de 354), Luminal
B 20,3% (72 de 354), HER2 9% (32 de 354) y
TN 28,2% (100 de 354).

La expresion de los restantes marcadores,
con sus respectivos porcentajes, casos validos y
no valorables (por desgaste del bloque de para-
fina), se muestra en la Tabla III.

Las Figs. 1 a 5 muestran ejemplos represen-
tativos de los patrones de expresion inmunohis-
toquimica observados en alguno de los marca-
dores analizados en este estudio.

Analisis de la relacion de los marca-
dores analizados por inmunohisto-
quimica con las clases moleculares
La expresion de los restantes marcadores
(diferentes a RE, RP y HER2), de acuerdo a
las clases moleculares, con sus respectivos por-
centajes, asi como el significado estadistico se
muestran en la Tabla IV. Se observa como la
expresion de C-Kit, CD10 y la media de Ki-67
para cada clase molecular, presentaron un valor
de p<0,05, mientras que la expresion de EGFR,
p63, survivina y ALDH-1, no mostraron rela-
cion significativa con las clases moleculares.
Ademas, se aprecia la relacion estadisti-
camente significativa de la expresion de todos
los filamentos intermedios analizados, CK5/6,
CK&/18, CK14, CK17, CK APM y vimentina
con las clases moleculares. Se observa mayor
expresion de citoqueratinas relacionadas con
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, TABLAIl
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LA SERIE

Variable

n (%)

Edad (afios): media (rango)

51,28 (27-85)

<50 184 (52)
Punto de corte 50 afios >51 170 (48)
Total 354 (100)
| 9(2,6)
Estadio clinico IIIII é (1)471 82:3
1A% 17 (4,9)
Total 347 (100)
[ 55(15,5)
Grado histolégico II 176 (49,7)
I 123 (34,7)
Total 354 (100)
Supervivencia global 46.11
(meses)
B Fallecida 184 (57,3)
Estado (n=321) Viva 137 (42.7)

las células basales/mioepiteliales, como CK5/6,
CK14, CK17 y CK APM en los tumores TN, al
igual que la vimentina. La expresion de CK8/18
se presento en todos los casos Luminal A, 98%
de los tumores Luminal B, 96% de los HER2 y
93% de los TN.

En relacion a los marcadores de adhesion ce-
lular y citoesqueleto, no se evidencid asociacion
significativa con la expresion de p120 y calpo-
nina, mientras si se presento tal relacion con la
expresion de cadherina P, la actina de muscu-
lo liso y la alfa-actina con los tumores TN. La

expresion de cadherina E también se relaciond,
aunque en este caso fue la ausencia de expre-
sion, con los tumores de fenotipo TN.

Analisis de la supervivencia en rela-
cion a las clases moleculares

En cuanto a las diferentes clases molecula-
res, se observd mejor supervivencia para el tipo
Luminal A, seguido del tipo Luminal B y prac-
ticamente emparejadas con peor supervivencia
los tipos HER2 y TN (Fig 6).

La SG media fue de 51,6 £ 1 meses para la

Investigacion Clinica 57(2): 2016
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, TABLA II1
EXPRESION DE DIFERENTES MARCADORES POR
INMUNOHISTOQUIMICA
n (%) Lt
Marcador Positivo N No valorables
EGFR 326 (96,4) 12 (3,6) 16
C-Kit 253 (88,8) 32(11,2) 69
P63 267 (84,0) 51(16,0) 36
Survivina 52(16,7) 259 (83,3) 43
ALDH-1 220 (73,6) 79 (26,4) 79
CD10 152 (90,5) 16 (9,5) 186
CK5/6 300 (92,0) 26 (8,0) 28
CK8/18 8 (2,7) 291 (97,3) >3
CK14 257 (93,1) 19 (6,9) 78
CK17 248 (90,2) 27 (9,8) 79
CK APM 59 (34,5) 112 (65,5) 183
Vimentina 217 (73,1) 80 (26,9) >7
Cad E 82 (26,7) 225(73.,3) 47
Cad P 194 (59,5) 132 (40,5) 132
p120 11(7,7) 132 (92,3) 211
Actina ML 137 (95,1) 7 (4,9) 210
Alfa-actina 102 (93,6) 7(6,4) 243
Calponina 236 (89,1) 29 (10,9) 89
Ki-67 %92 (26,6) **93 (26,9) ***161 (46,5) 8

Cad = cadherina. APM = alto peso molecular. ML = musculo liso.
*Bajo. **Intermedio. ***Alto.
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Fig. 1. Expresion de proteinas estudiadas por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. (A) receptor del
factor de crecimiento epidérmico 1 (egfr). (B) C-kit. (C) p63. (D) survivina. Aumento original de
200x.

Fig. 2. Expresion de proteinas estudiadas por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. (A) aldehido
deshidrogenasa 1 (aldhl). (B) CD10. (C) Ki-67 con indice proliferativo bajo. (D) Ki-67 con indice
proliferativo alto. Aumento original de 200x.

Investigacion Clinica 57(2): 2016
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Fig. 3. Expresion de proteinas estudiadas por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. (A) CK5/6. (B)
CK8/18. (C) CK14. (D) CK17. Aumento original de 200x.

Fig. 4. Expresion de proteinas estudiadas por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. (A) CK APM.
(B) Vimentina. (C) Cadherina E. (D) Cadherina P. Aumento original de 200x.
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Fig. 5. Expresion de proteinas estudiadas por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. (A) p120. (B)
Actina de musculo liso. (C) Alfa actina. (D) Calponina. Aumento original de 200x.

clase Luminal A; de 47,3 + 1,9 meses para los
Luminal B; de 39,5 + 3,2 meses para la clase
HER2 y 38,9+ 1,9 meses para los TN (p<0,001).

Analisis de la supervivencia en rela-
cion a la expresion de marcadores y
la clase molecular

Al relacionar la SG en cada clase molecular
segin la expresion de los diferentes marcado-
res, se observo una relacion de la expresion de
EGFR en la clase Luminal B con SG significa-
tivamente menor para las pacientes cuyos tu-
mores presentaron ese marcaje; igualmente la
expresion de C-Kit en las clases Luminal B y
TN se asoci6 con menor SG, asi como la expre-
sion de p63 en la clase HER2; y de los distintos
grupos de expresion de Ki-67 con las cuatro cla-
ses moleculares. En todos estos marcadores, su
expresion, o en el caso del Ki-67 el mayor por-
centaje de células positivas, se asocié con peor
supervivencia (Tabla V).

En la Tabla VI se evidencia la asociacion
estadisticamente significativa de la expresion
de CK5/6 con una supervivencia menor en las
clases Luminal B y HER2; del mismo modo, la
expresion de CK 14 en la clase TN; la expresion
de CK17 en las clases Luminal B y TN; y de la
vimentina en las clases Luminal Ay TN.

La expresion de cadherina E solo presentd
asociacion estadistica significativa con la clase
molecular Luminal B, en el sentido que las pa-
cientes con tumores con expresion ausente o re-
ducida presentaron menor supervivencia media
(Tabla VII).

Por su parte, la inmunoexpresion de cadhe-
rina P presentd relacion estadisticamente signi-
ficativa con la clase TN; la expresion de p120
con la clase HER2; y la expresion de calponina
con la clase Luminal A. La expresion de estas
moléculas se asocié con una media de SG me-
nor.
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TABLA IV
EXPRESION DE MARCADORES Y SU ASOCIACION CON LAS CLASES
MOLECULARES
9z n (%)
Marcador Expresion - - p
Luminal A Luminal B HER2 TN
Negati 139(98,6)  66(97.1 31(96,9 90 (92,8
EGFR egativo (98,6) 7,1) (96,9) (92,8) 0.123
Positivo 2(1,4) 2(2,9) 13,1) 7(7,2)
Negati 118(94,4)  57(95,0 19 (86,4 59 (75,6
CKit egativo 94,4) (95,0 (86,4) (75,6) 0,001
Positivo 7(5,6) 3(5,0) 3(13,6) 19 (24,4)
6 Negativo 120(87,0)  53(80,3)  20(74,1)  74(85,1) 0,306
P Positivo 18(13,0)  13(19,7) 7(25,9) 13 (14,9) ’
. Negativo 21(16,0)  11(16,4) 4(15,4) 16 (18,4)
Survivina . 0,968
Positivo 110(84,0) 56(83,6) 22(84,6)  71(81,6)
Negati 4(73,4 42 (68,9 22(81,5 62 (74
ALDHA cgativo 94(73,4) (68.9) (81,5) (74,7) 0.654
Positivo 34(26,6)  19(31,3) 5(18,5) 21(25,3)
Negati 62(93,9)  29(100,0 17 (89,5 44 (81,5
D10 cgativo (93,9) (100,0) (89,5) (81,5) 0.028
Positivo 4(6,1) 0(0,0) 2(10,5) 10 (18.5)
Negati 139 (99,3 59(93,7 29 (96,7 73 (78,5
CKS/6 cgativo 99.3) 93,7 (96,7) (78.5) 0,001
Positivo 1(0,7) 4(6,3) 1(3,3) 20 (21,5)
Negati 0(0 1(1,7 1(4 6(7
CK8/18 ceativo ©) (L7 “) () 0018
Positivo 129 (100)  58(98.,3) 24 (96) 80(93)
Negati 119 (100 53 (94,6 24 (100 61(79,2
CK14 cgativo (100) (94,6) (100) (79,2) 0,001
Positivo 0(0) 3(5,4) 0(0) 16 (20.8)
Negati 117 (98,3 51(92,7 22(100 58 (73,4
CK17 cgativo (98.3) 92,7 (100) (73.4) 0,001
Positivo 2(1,7) 4(7,3) 0(0) 21(26,6)
Negati 29 (45,3 16 (50,0 3(15,8 11(19,6
CK APM ceatvo (45,3) (500 (15.8) 19:6) 4 002
Positivo 35(54,7)  16(50,0)  16(84,2)  45(80.4)
Negati 114091,2 53(89,8 22(78,6 28(32,9
Vimentina eg.allvo ©1.2) ( ) ( ) ( ) <0,001
Positivo 11 (8,8) 6(10,2) 6(21,4) 57(67,1)
Negati 25(18,8 18(28,1 3(11,5 36 (42,9
CadherinaE  o0V0 (18.8) @8.1) (11.,5) 429 4 001
Positivo 108(81,2)  46(71,9)  23(88,5)  48(57,1)
Negati 118 (84,3) 44 (66,7 9(30 23 (25,6
CadherinaP o0 (84.3) (66,7) 39 @560 4 001
Positivo 22(15,7)  22(33.,3) 21 (70) 67 (74,4)
Negati 6(10,5 14,2 1(6,7 3(6,4
p120 cgativo (10,5) 4,2) (6,7) (6,4) 0.753
Positivo 51(89,5)  23(958)  14(93,3)  44(93,6)
Negati 55 (100 25(100 15(93,8 42 (87,5
ActinaML 2o (100) (100) ©3.8) @75 5017
Positivo 0(0) 0(0) 1(6,3) 6(12,5)
Negati 41 (100 17 (100 15 (100 29 (80,6
Alfa-actina 20 (100) (100) (100) ®0.6) 4,002
Positivo 0(0) 0(0) 0(0) 7(19,4)
, Negativo 104(90,4)  45(88,2)  20(95,2)  67(85,9)
Calponina . 0,597
Positivo 11(9,6) 6(11,8) 1(4,8) 11(14,1)
Ki-67 Media 19,3841 25,3086 29,9169 42,8413 <0,001

APM = alto peso molecular. ML = musculo liso.

Vol. 57(2): 187 - 216, 2016



Reigosa y col.

199

Funcianes de suprenviveneis

Pl T
i - g
I-"'l L
L,

03 -L
= .'l
.,
S o5 =
5
% 0.4
g
£
A

0329

007 P=i1 ol

Clase molecular
I Lumnal A

Luminal B
Her2
. M Triple negative
"1]_ —+— Lumiinal A-cemsurado
1 — Luminal E-censurada
: Herd-eensracs
1 Tiple negativo-censura
L] |~ Triple nagativ
L
1 1
y
\_‘_l @
1
hL
iy

T T T T
0 10 0 ]

T T
40 50 &0

Supervivencia global [meses)

Fig. 6. Supervivencia de Kaplan Meier segtn la clase molecular

Analisis de la supervivencia en re-
lacion a la expresion de marcadores
moleculares analizados por inmuno-
histoquimica y la clase Luminal A

El indice de proliferacion (Ki-67) fue deter-
minante en la evolucion de esta clase molecular.
Si se divide en dos grupos con un punto de corte
del 14%, se obtiene una SG media de 58,7 £ 0,6
meses para los que presentaron un <14% y de
46,5 £ 1,5 para >14%, con p<0,001. Del mismo
modo, al establecer el punto de corte en el 25%
se obtuvieron diferencias estadisticamente sig-
nificativas p<0,001, aunque con un valor de chi
cuadrado menor. La SG fue en este caso de 55
+ 1 para los tumores con un indice de prolifera-
cion <25% y de 42,9 + 2,1 para los tumores con
un indice de proliferacion >25% (Fig. 7).

En cuanto a la relacion entre la superviven-
cia y los subtipos de cada clase molecular para
marcadores con posible significacion pronodstica
particular, se encontraron diferencias significa-
tivas para la clase Luminal A segtn la expresion
de marcadores relacionados con el tipo basal.

La SG media fue de 54,3 £ 1 meses para los
casos sin expresion de marcadores basales y de
42,2 £ 1,2 meses para los casos que presentaron
expresion de uno o varios marcadores basales
(p<0,001) (Fig. 7).

Analisis de la supervivencia en re-
lacion a la expresion de marcadores
moleculares analizados por inmuno-
histoquimica y la clase Luminal B

La expresion de Ki-67 permite separar dos
grupos con SG media diferentes, con un indi-
ce proliferativo con punto de corte en 25%. Los
tumores con un indice de proliferacion <25%
presentaron una SG media de 52,8 + 1,2 me-
ses frente a 40,4 = 3,2 meses para los tumores
con un indice de proliferacion >25% (p=0,005).
Con el punto de corte en 14% las diferencias en
la SG no fueron estadisticamente significativas
(p=0,145), a pesar de una SG de 54,5+ 22y
45,1 £ 2,4 para los casos con indices de prolife-
racion <14% y >14%, respectivamente (Fig. 8).

Para esta clase molecular no se lograron ob-
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TABLAV
SUPERVIVENCIA GLOBAL CON BASE ALA EXPRESION DE MARCADORES
VARIOS Y DE PROLIFERACION CELULAR Y LA CLASE MOLECULAR

Marcador Luminal A Luminal B _ HER2 ‘ TN
Supervivencia global en media de meses £ DE
Negativo 51,611,1 482:19 39,1£33 39,142
EGFR .
Positivo 5164 11,525 500 34,616,1
D 0,888  <0,001 0,958 0,393
CKi Negativo 50,7£12 47,721 36,9144 41123
A Positivo  54,6£2,8 3143,6 36,316,9 287438
D 0,467 0,007 0,550 0,006
; Negativo 52,1112 47,612, 443141 38,7¢2,2
P Positivo 487128 45143 35,745,6 35,5443
D 0,079 0,847 0,047 0,340
.. Negativo 54123 494143 56,525 432142
Survivina N
Positivo  504£1,3 46,7422 36,5439 36,8422
D 0,254 0,081 0,194 0,174
Negativo 50,2114 46,52,6 39,043,8 39,6123
ALDH-1 .
Positivo 54,1419 472135 34,616,9 37536
D 0,183 0,098 0,071 0,479
| Negativo 52,9114 482128 45214 40,1£2,6
- Positivo  44,8£8,6 - 3442 37,25,6
D 0,483 0,115 0,505
Bajo 58,7106 54,522 51,772 588+1,2
Ki-67  Intermedio 49842 51,6429 504 50,9+3,1
Alto  429+2,1 404432 31,936 33,60£21
D <0,000 0,020 0,006 <0,001

Las celdas sin datos corresponden a estratos sin casos o con todos los casos censurados.
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tener diferencias significativas entre los casos
que expresaron HER2 comparados con los que
no lo hicieron (SG media en meses de 48,6 +£2,3
vs 45,7 £ 1; p=0,150), ni al agrupar a los casos
con expresion de marcadores basales (SG media
en meses de 49,4 + 2,1 vs 45,5 £ 1; p=0,100)

(Fig. 8).

SG media fue en este caso de 50,8 = 4,1 para
los tumores con un indice de proliferacion <25%
y de 31,9 + 3,6 (p=0,002) para aquellos tumores
con un indice de proliferacion >25% (Fig. 9).

No se apreciaron diferencias significativas
entre los casos que expresaron marcadores ba-
sales y aquellos que no (SG media en meses de

TABLA VI )
SUPERVIVENCIA GLOBAL CON BASE A LA EXPRESION DE DIFERENTES
FILAMENTOS INTERMEDIOS Y LA CLASE MOLECULAR

Luminal A Luminal B HER?2 TN
Marcador
Supervivencia global en media de meses + DE
Negativo 51,6 £ 1,1 4782 39,9+3,2 39,5+2,1
CK5/6
Positivo 29+ 0 37,3+9,2 8+ 0 34,6+ 4,7
p 0,003 0,255 <0,001 0,781
Negativo - 48+ 0 - 39+4,7
CK®&/18
Positivo 51,1+ 1,1 478+2 -— 38,32
p -— 0,490 0,217 0,744
Negativo 51,1+1,2 47,7+ 2,1 38,5+3,8 39,6122
CK14
Positivo = - 35+12 -— 29,4+ 4.8
p - 0,400 ———- 0,044
Negativo 51,1+ 1,1 47,6+22 372+4 40,4+23
CK17
Positivo 560 31,3+7,9 -— 324+4,1
p 0,580 0,011 -——- 0,046
Negativo 49,5+ 27 51,3+2,8 453+ 6,1 426+5
CKAPM
Positivo 54,1+1,5 437+ 4,1 42,7+4,1 39,2+2,6
p 0,768 0,257 0,826 0,599
Negativo 52,5+ 1,1 47,7+ 2,1 42,1+4,1 498+2.5
Vimentina
Positivo 35,814 438+ 74 36,7+ 6,3 31,7+2,2
p <0,001 0,067 0,113 <0,001
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TABLA VII
SUPERVIVENCIA GLOBAL CON BASE A LA EXPRESION DE MARCADORES
DE ADHESION CELULAR Y CITOESQUELETO Y LA CLASE MOLECULAR
Luminal A Luminal B HER2 TN
Marcador : : :
Supervivencia global en media de meses + DE
Negativo 50,3+£2.3 443+3.9 36+2,3 39,7+£2.9
Cadherina E
Positivo 51,3+1,3 48,4+2.3 39,5+3.,8 35,5+2,7
p 0,462 0,044 0,338 0,319
Negativo 51,7+1,2 51,4+1,8 46,9 +4,6 46,8 £3,2
Cadherina P
Positivo 50,7+2,5 40,6 £4 36,9+4,1 35,8£2,2
p 0,270 0,085 0,399 0,043
120 Negativo 51+4,8 — 15+0 56,7+2,7
P Positivo 52,4+1,7 -—-- 45,1 £4,2 40,1 £2,6
p 0,596 0,368 0,016 0,205
, Negativo 51,9+1,7 49+2.7 433+43 41,5+ 2,7
Actina ML
Positivo - - 36+ 0 35,5+7,2
P —- — 0,396 0,371
Negativo 512 46,5+3,4 42 +4,3 42,2 +3,1
Alfa-actina
Positivo 36,7+6,3
p -—- - -— 0,360
Negativo 52,7+ 1,1 46,9+2,5 -—- 39,4+22
Calponina .
Positivo 43,144 47 + 6,1 - 29,5+4.,6
p 0,012 0,989 0,181 0,056

Las celdas sin datos corresponden a estratos sin casos o con todos los casos censurados.

ML = musculo liso.

46,4 £0,9 vs 42,6 + 3,7, p=0,178) (Fig. 9).
Analisis de la supervivencia en relacion a la
expresion de marcadores moleculares analiza-
dos por inmunohistoquimica y la clase triple ne-
gativo. El indice de proliferacion (Ki-67) mos-
tré diferencias estadisticamente significativas
para la SG tanto con punto de corte en el 14%,
con una SG media de 58,8 + 1,2 meses para
los tumores que presentaron un indice de pro-
liferacion <14% y de 37 + 1,9 para los tumores
con un indice de proliferacion >14% (p=0,003),
como cuando el punto de corte se establece en
el 25%. La SG media fue en este caso de 53,5 +
2,3 para los tumores que presentaron un indice

de proliferacion <25% y de 33,6 2,1 (p<0,001)
para los tumores con un indice de proliferacion
>25% (Fig. 10). Sin embargo, en esta clase se
presentaron solamente 8 casos con un indice de
proliferacion <14% frente a 81 casos con un in-
dice de proliferacion >14%.

La expresion de marcadores basales influyd
significativamente en la SG, con media de 34,3
+ 2 meses comparada con una media de SG de
55,5 £ 2 meses para aquellos casos sin expre-
sion de marcadores basales (p<0,001) (Fig 10).
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marcadores de tipo basal.

DISCUSION

En el presente estudio se observo que el fe-
notipo molecular predominante fue el Luminal
A, con el 42,4%; el Luminal B represent6 el
20,3%, con un total de 62,7% de casos lumina-
les (222 casos, 67,6% de Luminal Ay 32,4% de

Luminal B).

Estos porcentajes difieren de lo reportado
por Blows y col. (22), en un estudio que inclu-
ye doce centros que comprenden més de diez
mil casos, en donde refieren un total de 77% de
casos luminales, repartidos en un 71% de casos
Luminal A y un 6% de Luminal B. Solo en uno
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de HER2, (D) seglin la expresion de marcadores de tipo basal.

de los doce centros participativos en ese estudio
se refieren porcentajes similares a los obtenidos
en este trabajo, con un 42% de casos con feno-
tipo Luminal A y un 15% de casos con fenotipo
Luminal B.

El 9% (32 casos) de los pacientes de este
estudio correspondio a carcinomas de mama de
tipo HER2, siendo este porcentaje comparable
al publicado en los otros estudios (22-26). En
cuanto a los casos TN, basales y no basales jun-
tos, el porcentaje fue de un 28,2% (100 casos),
bastante mayor que la frecuencia en mujeres

caucasicas, en quienes la media es de 16% (22),
pero comparable con las cifras referidas en mu-
jeres afroamericanas e hispanicas (23,24).

Las clases moleculares mostraron curvas de
supervivencia similares a las descritas en los
estudios pioneros de Perou y Sorlie (4,5), va-
lidados por la gran mayoria de las publicacio-
nes posteriores. La clase molecular Luminal A
presentd el mejor prondstico con respecto a las
otras clases moleculares. La clase Luminal B
mostrd una supervivencia intermedia y las cla-
ses HER2 y TN, peor pronostico, con diferen-
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cias estadistica significativas (p<0,001).

Desde la publicacion de Perou y Sorlie en
el afio 2000 (4), proponiendo las clases molecu-
lares del cancer de mama, hemos asistido a una
verdadera revolucion en el campo de la patolo-
gia mamaria. Sin embargo, después de cierto
tiempo, quedo claro que esas clases moleculares
no eran homogéneas y existian grupos hibridos
o subtipos (27-32).

La heterogeneidad del carcinoma de mama
es un hecho bien reconocido y aceptado. Esta va-
riabilidad se ha tratado de explicar por el origen
de las células madre cancerosas con potenciales
evolutivos diferentes y un significativo nimero

Funciones de supervivencia
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de alteraciones genéticas posibles, que se tradu-
ce en distintos patrones de expresion de molé-
culas proteicas detectadas por IHQ (33-36). En
este estudio se verifica esta heterogeneidad tu-
moral al observar porcentajes de expresion muy
variados para los 22 marcadores utilizados.
Entre los marcadores varios y de prolifera-
cion celular, el EGFR presentd positividad en
muy pocos casos de esta serie, muy por debajo
de lo reportado en la literatura (31,37). El EGFR
constituy6 en esta serie un factor de mal pronos-
tico, al presentar los casos con expresion positi-
va una supervivencia global significativamente
menor que los casos negativos (p=0,011). Blows
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Fig. 9. Relacion entre la supervivencia global y clase HER2 segun el porcentaje de expresion de Ki-67
con un indice proliferativo con punto de corte en: (A) 14%, (B) 25% y (C) segtn la expresion de

marcadores de tipo basal.
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y col. (22), en su revision de mas de 10.000 ca-
sos, sefalan que la presencia de los marcadores
basales utilizados (EGFR y/o CK5/6) le confiere
peor pronostico a las clases Luminal A y TN.
La expresion positiva para las moléculas
C-Kit, p63 y CD10 estuvo dentro del rango en-
contrado en otros estudios (37-39). La expresion
de C-Kit y de CD10 predominé en los casos
TN, con relacion estadisticamente significativa
(p<0,001 y p=0,028), de acuerdo con las publi-
caciones consultadas (38,39). Igualmente, se
observo asociacion estadisticamente significati-
va de estos dos marcadores con la supervivencia
global, siendo su expresion un factor pronostico

desfavorable.

En cambio, la expresion de p63 se observo
en todas las clases moleculares, sin diferencia
estadisticamente significativa en este estudio.
Aunque se ha reportado su positividad en otras
clases moleculares aparte de los tipos basales,
ésta es siempre significativamente mas baja que
en ellos (20,40). Su expresion positiva confirid
peor supervivencia a las pacientes (p=0,014).

El indice de proliferacion basado en la ex-
presion de Ki-67 presentd una relacion estadisti-
camente significativa con las clases moleculares
(p<0,001). Estos valores se encuentran cercanos
a los valores de la mayoria de las publicaciones
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consultadas (41).

La survivina, por su parte, se expreso tam-
bién en la mayoria de los casos, en concordan-
cia con lo publicado previamente (42-44). No
present6 relacion estadisticamente significativa
con las clases moleculares ni presentd en este
trabajo asociacion con la supervivencia global.
Hay algunas publicaciones como la de Lee y
col. (45) que sefalan una fuerte asociacion de la
expresion de survivina con los carcinomas ba-
sales y su expresion en ellos se relaciona con un
peor pronostico.

La expresion de ALDH-1 se observé en el
26,4% de los tumores estudiados. Park y col.
(34) encontraron la siguiente distribucion de ca-
sos positivos de acuerdo al tipo molecular: 19%
en los basales, 22% en HER2, 1% en Luminal
A,y 6% en Luminal B. Los porcentajes de casos
positivos de esta serie son comparables para los
TNy HER2 (25,3%y 18,5%), mientras que para
las clases luminales se encontraron porcentajes
de expresion muy superiores (26,6% y 31,3%).
No se encontrd asociacion estadistica con las
clases moleculares ni con la supervivencia glo-
bal en este estudio, datos que no concuerdan con
otras publicaciones que refieren una significa-
cidén negativa a su expresion (34,46).

En relacion a los marcadores de filamentos
intermedios, la CK8/18 resultd positiva en la
mayoria de los casos (97,3%). Kim y col. (47)
utilizando un punto de corte en 1% describen re-
sultados muy similares a este estudio, con 84%
de positividad en los casos basales.

La CK5/6 es uno de los marcadores basa-
les. Su expresion positiva se ha publicado entre
50-80% de los casos TN y en pocos casos de
las clases moleculares Luminal A, Luminal B y
HER2 (19,20,48). En el presente estudio sola-
mente fue positiva en el 8% de los casos (26 ca-
sos) de los cuales 20 eran TN, lo cual representd
el 21,5% de estos ultimos. Esta asociacion fue
estadisticamente significativa (p<0,001) y pre-
sento también valor prondstico significativo con
respecto a la supervivencia global (p=0,007).

Al estar relacionado con la clase TN, se asocia
también a un peor pronostico.

Las CK14 y CK17 presentaron resultados
similares, con expresion en un porcentaje bajo
de casos, relacionadas con la clase TN y peor
supervivencia global. En Ia literatura el porcen-
taje de casos positivos para estas proteinas se
encuentra entre un 20 a 40% de los casos basa-
les y en escasos casos no TN, igualmente con un
valor pronostico desfavorable (37,47).

La CK APM, que es un coctel de citoque-
ratinas que incluye las CKs 1, 5, 10 y 14, fue
expresada en el 65,5% de los casos examinados,
en mayor proporcion en las clases de recepto-
res hormonales negativos que en las clases lu-
minales (p=0,002). No encontramos referencias
bibliograficas respecto al uso y relacion de este
marcador con las clases moleculares.

La vimentina se expresO6 en un numero im-
portante de casos, el 26,9% del total de casos, y
aunque se encontrd en todas las clases, estuvo
principalmente relacionada a la clase TN. De la
misma forma, present6 relacion altamente signi-
ficativa con la supervivencia global (p<0,001).
Algunas publicaciones describen que la vimen-
tina no aumenta la sensibilidad para la identifi-
cacion de los casos basales (37,49). Sin embar-
go, en esta serie si resultd de utilidad, ya que la
expresion de CK5/6 y de EGFR fue baja.

En relacion a los marcadores de adhesion
celular y del citoesqueleto, la expresion de cad-
herina E se observo conservada en la mayoria de
los casos de esta serie. Los tumores de fenotipo
TN presentaron un porcentaje elevado (42,9%)
con expresion ausente o reducida, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa con
respecto a las otras clases moleculares. No se
aprecio en la serie estudiada en este trabajo va-
lor prondstico significativo al analizar la SG a 5
afios de las pacientes con tumores con ausencia
o expresion reducida de cadherina E, a pesar de
su asociacion con los tumores TN y en general
de una menor supervivencia media (no signifi-
cativa estadisticamente). En otros estudios pu-
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blicados si se ha encontrado valor pronostico a
la falta de expresion de esta molécula (50-52).

La cadherina P, por su parte, aunque expre-
sada en todas las clases, la proporcion fue signi-
ficativamente mayor en los casos TN (p<0,001),
tal como lo indican varias publicaciones (40,53).
En nuestro estudio la expresion de cadherina P
presento relacion negativa con la supervivencia
global (p<0,001).

La expresion de la proteina p120 o la ausen-
cia/reduccion de su expresion no presentd rela-
cion estadisticamente significativa con las cla-
ses moleculares o con la SG, en nuestro trabajo.
En cuanto a las actinas muscular lisa y alfa, se
expresaron en muy pocos casos de esta serie, en
relacion con la clase molecular TN y relaciona-
das con la SG como factor de mal prondstico.
Hay pocas publicaciones que hacen referencia
a su asociacion con las clases moleculares del
cancer de mama, la mayoria de ellas solo para
hacer la diferencia entre tumores TN de tipo ba-
sal o de tipo no basal (37,54).

La calponina es un marcador de células
mioepiteliales y es una proteina cuya expresion
se ha relacionado con el carcinoma de tipo ba-
sal de la mama. Unicamente hemos encontrado
un trabajo que describe la expresion positiva de
calponina en el 54% de una serie de 33 casos de
carcinoma metaplasico (55). En este estudio se
expreso en el 10,9% de los casos, distribuidos
en todas las clases y sin relacion con alguna de
ellas. Presentd relacion estadistica significativa
con la supervivencia global (p=0,023).

En relacion a las clases moleculares, en el
tipo luminal A se encontraron dos grandes dis-
criminantes de valor pronostico de evolucion en
este grupo. El indice proliferativo determinado
a través de la expresion de Ki-67 y la presencia
de marcadores basales tales como CK5/6, cal-
ponina y vimentina. La importancia del indice
proliferativo se ha reportado previamente como
un factor pronostico importante (28,29), tanto
asi que hasta se sugiere que aquellos casos con
un indice mayor a 14% deben ser clasificados

como Luminal B en lugar de Luminal A (29,56).
En este estudio se observaron diferencias signi-
ficativas en la evolucion, tanto cuando el punto
de corte era de un 14% como cuando era de un
25%.

De igual forma, al dividir los casos de este
grupo en aquéllos que presentaron positividad
o negatividad para cualquier otro marcador de
tipo basal, se evidencid una mejor superviven-
cia, con diferencia significativa, para el grupo
sin expresion de marcadores basales.

La expresion de estos marcadores basales
en la categoria de los carcinomas Luminal A y
el hallazgo de su relevancia pronodstica merece
especial atencion. Su expresion pudiera expli-
carse ya sea bien porque en un clasico Luminal
A se produzca una transformacion epitelio-me-
senquima y por ende de mayor capacidad me-
tastasica, o de una poblacion celular neoplasica
mixta por diferenciacion divergente de las célu-
las progenitoras o de células madre cancerosas
diferentes (33,48,57).

En relacion con el Luminal A, se pueden
establecer varios subgrupos de significado pro-
nostico, el grupo con expresion solo de RE y RP,
con Ki-67 <14%, con mejor prondstico, y los
grupos de Luminal A con Ki-67 >15%, >25%, o
con expresion de otros marcadores basales, con
peor pronostico.

En la clase molecular Luminal B, la expre-
sion de Ki-67 también demostrd valor pronosti-
co, aunque el punto de corte del indice prolifera-
tivo que establece una diferencia fue de un 25%.
En la literatura consultada el Ki-67 ha mostra-
do relevancia prondstica y se ha utilizado para
la clasificacion de los casos catalogados como
Luminal A (28,29,58), pero no se encontraron
referencias en relacion al grupo Luminal B y un
punto de corte en esta clase.

En relacion a los diferentes marcadores uti-
lizados en este estudio, se evidenciaron diferen-
cias significativas en la supervivencia global
para CK17 (4 casos), EGFR (2 casos), C-Kit (3
casos) y cadherina P (22 casos). Dado el escaso
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numero de casos positivos para estos marcado-
res, estos datos deben interpretarse con pruden-
cia, aunque parece haber una asociacion signifi-
cativa de la cadherina P con el prondstico en este
grupo, que puede ser bioldgicamente relevante.
La cadherina P es un marcador de la TEM, in-
versamente relacionado con la cadherina E e
indicativo de mayor potencial metastasico, por
tanto es logico que se encuentre relacionado con
peor pronoéstico (53), aunque en la literatura se
ha reportado en relacion con los casos TN y no
en las otras clases moleculares.

Los diferentes subtipos de esta clase, esta-
blecidos seglin la expresion de HER2 y de mar-

Ki-67 <14%
) sin marcadores basales
Luminal A ) 5
) Ki-67>14%vy/o
con marcadores basales
] Ki-67 <25%
Luminal B <
) Ki-67 >25%
Clase molecular " ]
Ki-67 <25%
HER2 <
) Ki-67 >25%
( ) Ki-67<25%
Basal <
\ J Ki-67 >25%
Triple Negativo
( ) Ki-67 <25%
No basal <
\ J Ki-67 >25%

cadores de tipo basal, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en su supervi-
vencia a los 5 afos. Estos resultados contras-
tan con otros estudios que han reportado un
peor pronostico para los casos con expresion de
HER2 (24,29,59).

La clase molecular HER2 presentd una
supervivencia a los 5 afos significativamente
menor que las clases luminales, comparable al
grupo de TN, tal como se ha sefialado en la lite-
ratura, desde los trabajos de Perou y Sorlie (4,5)
y validado por la gran mayoria de trabajos pos-
teriores (11,37,52,60).

Con relacion a la expresion de Ki-67 en este

Fig. 11. Modelo de subclasificacion de las clases moleculares de cancer de mama, basado en los resulta-

dos de este trabajo.
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grupo, los resultados evidencian diferencias sig-
nificativas (p=0,006), cuando el punto de corte
se establece, al igual que en la clase Luminal A,
tanto en un 14% como en un 25%, aunque debe
sefalarse que son pocos casos (6 tumores) con
indice de proliferacion bajo. Este hallazgo no se
ha encontrado descrito en la literatura consul-
tada.

Por otra parte, en esta clase no se encon-
traron diferencias significativas en la supervi-
vencia en cuanto a la expresion o no de otros
marcadores de tipo basal, al agrupar los casos
que presentaban expresion de estos marcadores.
Individualmente, si se observaron diferencias
significativas en la supervivencia con la expre-
sion de p120 (un solo caso negativo de quince
analizados), CK5/6 (un solo caso positivo de
treinta analizados) y p63 (7 casos positivos de
los 27 analizados). Igualmente, no se encontra-
ron publicaciones que describieran resultados al
respecto.

Parece importante en esta clase molecular
el indice de proliferacion con Ki-67 en relacion
al pronostico. Sin embargo, en cuanto a la ex-
presion de otros marcadores consideramos que
fueron pocos el nimero de casos analizados y
que hace falta estudiar series con mayor nimero
de casos, ya que se trata de una clase molecular
poco frecuente.

Finalmente, la clase molecular triple nega-
tivo es la que ha recibido mayor atencion en la
literatura, en parte por el mal prondstico que tie-
ne, asi como por la ausencia de terapia especi-
fica, a diferencia de lo que ocurre con las otras
clases moleculares. Recientemente ha queda-
do demostrado, tanto en la literatura publicada
como en este trabajo, que no todos los casos con
el fenotipo TN son de tipo basal, existiendo al
menos dos grandes subtipos: TN con expresion
de marcadores basales (TNB) y TN con ausen-
cia de expresion de marcadores relacionados
con el tipo basal (TNnB) (7-12).

Para separar estos dos subtipos de TN, se
han utilizado diferentes marcadores, siendo la

CK5/6 y EGFR los usados por la mayoria de
los grupos (31,61,62); otros trabajos se basan
en la expresion, ademas, de otras citoquerati-
nas como la CK14 y CK17 (48,52,63); mientras
otros estudios han descrito otra gran variedad
de marcadores, entre ellos la vimentina, actina,
p63, C-Kit, CDI10, p120, calponina, ALDHI,
BRCA1 y BRCA2 (del inglés “breast cancer” 1
y 2) o cadherina P para su caracterizacion o para
predecir el prondstico en este grupo (20,46,49).

En cuanto a la expresion de Ki-67 en este
grupo, la media de expresion fue de 42,84%,
muy superior a la de los otros grupos, tal como
sefalan otros trabajos (8,64). Se observaron
diferencias significativas en la supervivencia
(p<0,001) para los tres grupos de Ki-67, aun-
que con pocos casos en el grupo con un indice
menor al 14%. En la literatura no se encontrd
referencia que establezca un punto de corte con
valor prondstico de Ki-67 para este grupo. En
nuestro trabajo el punto de corte se obtuvo en
un 25%.

El analisis de la expresion de los marcado-
res relacionados con el fenotipo basal, la CK5/6
solo se expreso en el 21,5% (20/93) de los ca-
sos TN, un porcentaje sumamente inferior en
relacion a otros trabajos publicados cuyos por-
centajes oscilan en general entre un 59 y 76%
(19,20,48,65). E1 EGFR por su parte se expre-
so0 en el 7,2% (7/97) de los casos, cifra tam-
bién mucho menor a lo generalmente descrito
(19,20,64); lo cual indica que si en este trabajo
se hubieran utilizado solo estos dos marcadores
para definir al grupo TNB, el niimero de casos
incluidos estaria muy por debajo de la realidad.

Los marcadores relacionados con el tipo ba-
sal que presentaron una asociacion significativa
con el grupo TN en este trabajo fueron: CK5/6,
CD10, CK17, CK14, C-Kit, vimentina, CK
APM, actina de musculo liso y alfa actina. Todo
esto coincidiendo con lo publicado (62,65,66).
Sin embargo, la vimentina fue el marcador que
individualmente presentd6 mayor utilidad, no
solo para discriminar al subgrupo TNB, sino con
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relevancia pronostica independiente (p<0,001).
Este hallazgo se ha sugerido en algunos trabajos
(20,40,67).

En cuanto a la supervivencia, los marcado-
res que demostraron valor pronostico individual
en esta clase, fueron la cadherina P (p=0,043),
la CK14 (p=0,044), CK17 (p=0,046) y C-Kit
(p=0,006).

Al agrupar los casos TN en aquéllos con ex-
presion de marcadores basales versus aquéllos
sin ella, la diferencia en la supervivencia global
a 5 afios fue altamente significativa (p<0,001),
con pronostico peor para el subtipo TNB, lo
cual, como se ha sefalado ya en otros trabajos,
destaca la importancia de esta subdivision (68-
70). Es de sefalar que existe un trabajo publica-
do con una mejor supervivencia para el subtipo
TNB que el TNnB (31).

Para la clase de TN, es importante la deter-
minacion del indice proliferativo basado en la
expresion de Ki-67, con estratificacion de los
casos en un 25% (mejor prondstico para aqué-
llos con un indice menor) y de acuerdo a la ex-
presion de otros marcadores relacionados con
el fenotipo basal. Sin embargo, como no resulta
practico realizar un gran nimero de reacciones
de IHQ, tal vez con el uso de cuatro de ellos,
CKS5/6, y EGFR, tal como lo sefiala la literatu-
ra, y la inclusion de vimentina y cadherina P, se
abarcaria a la gran mayoria de los casos TNB,
ademas con un valor pronoéstico.

Una vez clasificado cada caso en su respec-
tiva clase molecular, pudiera utilizarse un nuevo
grupo de marcadores de valor prondstico para
subclasificar el caso. Un modelo de subclasifi-
cacion, basado en los resultados de este traba-
jo y con el fin de obtener grupos de prondstico
diferente, que posiblemente requieran terapias
distintas, pudiera ser el siguiente esquema (Fig
11).

En relacion con la clase molecular Luminal
A, se pueden establecer varios subgrupos de sig-
nificado pronostico: el subgrupo con expresion
exclusiva de RE y RP, con Ki-67 <14%, con me-

jor pronostico, y el subgrupo Luminal A con Ki-
67 >14%, o con expresion de otros marcadores
relacionados con el fenotipo basal.

El grupo Luminal B puede ser dividido en
subtipos de acuerdo a la expresion de Ki-67 (in-
dice proliferativo con punto de corte en el 25%).

En la clase HER2, parece importante el in-
dice proliferativo de Ki-67 para el pronostico,
pero en cuanto a la expresion de otros marca-
dores consideramos que hace falta estudiar se-
ries con mayor numero de casos, ya que al ser
la clase menos frecuente y teniendo en cuenta
las muestras no valorables en cada marcador, en
este estudio se ha analizado un nimero bajo de
casos.

La clase de TN puede ser dividida segln el
indice de proliferacion en dos categorias pro-
nosticas, con un mejor prondstico para aquellos
tumores con un Ki67 <25%. La combinacion de
CK5/6, EGFR y vimentina, detecta la gran ma-
yoria de los casos TNB.

Las cuatro grandes clases moleculares del
carcinoma de mama reconocidas, Luminal A,
Luminal B, HER2 y TN, han demostrado su va-
lor pronostico al presentar diferencias significa-
tivas en su evolucion.
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