Expresion de citoqueratinas en
el cancer de mama y subtipos tumorales por inmunohistoquimica

@ 19 min.
&K

El cdncer de mama es la neoplasia
maligna mas frecuente en las mujeres en
todo el mundo. De acuerdo a estadisticas
internacionales, anualmente se registran
mas de 1 millén de casos nuevos y la mitad
de los mismos fallece por su causa. En el
siguiente trabajo caracterizan el cancer de
mama en subtipos moleculares mediante la

expresion inmunohistoquimica de las Ck5/6,
Ck7, Ck8 y Ck18 asociados a los clasicos
marcadores determinados y analizan la
evolucién clinica de los distintos subtipos.

»

RESUMEN

Objetivo: Caracterizar el cancer de mama en
subtipos moleculares mediante la expresién
inmunohistoquimica de las Ck5/6, Ck7, Ck8 y
Ck18 asociados a los clasicos marcadores

determinados y analizar la evolucién clinica
de los distintos subtipos.

Métodos: La muestra fue intencional y de
acuerdo con los criterios de inclusién
definidos se seleccionaron 149 bloques de
parafina de casos con carcinoma ductal
infiltrante de la mama. De los resultados
previos de marcadores moleculares por
inmunohistoquimica que incluyeron RE, RP,
Her-2, p53, Bcl2 y Ki-67, se analizé el
inmunomarcaje de los tres primeros y se
establecio el subtipo tumoral. De los
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bloques de parafina se construyeron 5
micromatrices de tejido y se evaluéd la
expresion inmunohistoquimica de las Ck5/6,
Ck7,Ck8, Ck18 de acuerdo al subtipo tumoral.
Resultados: El promedio de edad de las
pacientes fue 51,32 afios. Los tumores
luminal A y B expresaron Ck8 y Ck18 en mas
del 80 % de los casos. Los tumores Her-2+
expresaron en mas del 80 % de los casos Ck7 y
Ck18, la proteina Bcl2 y la p53 marcaron en
menos del 25 % y 39 % de los mismos. Los
tumores TN expresaron Ck5/6, Ck7, Ck8 y
Ck18 de forma variables. La proteina p53 y
Bcl2 inmunomarcaron en porcentaje variable
de casos y la Ki-67 en casi la totalidad.
Presentaron recurrencia la mayoria con
tumores Her-2+y TN, la supervivencia global
fue menoren los casos con esos subtipos.
Conclusidn: El analisis de los biomarcadores
moleculares en este estudio proporciona una
mejor definicidn de cada tumor.

Palabras clave: Carcinoma de mama.
Citoqueratinas. Subtipo molecular.
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INTRODUCCION

El cdncer de mama es la neoplasia
maligna mas frecuente en las mujeres en todo
el mundo. De acuerdo a estadisticas
internacionales, anualmente se registran mas
de 1 millén de casos nuevos y la mitad de los
mismos fallece por su causa(1,2).

En Venezuela segln datos disponibles
del Ministerio Popular para la Salud, los casos
nuevos y fallecidos por la enfermedad han
aumentado progresivamente desde el afio
2005, constituyendo la primera causa de
morbimortalidad por cancer para la mujer en
nuestro pais hasta la fecha (3,4). Es de resaltar
que al momento del diagndstico clinico mas
del 70 % de los casos presentan tumores
localmente avanzados (5,6) cuya evolucion no
es la mas favorable, comportamiento que se
ha observado en algunos con menor estadio.

Hoy se conoce que lo utilizado

usualmente en la rutina para el diagndstico y
manejo de nuestras pacientes no explica
suficientemente el comportamiento bioldgico
deltumor (7-16).

En otros paises es con propdsito de un
enfoque con valor predictivo para el
comportamiento y la terapéutica, la iden-
tificacion del subtipo molecular tumoral
(luminal A, luminal B, Her-2+ y Basal) por
analisis de expresién génica (7-10)
considerado lo ideal o bien mediante técnica
inmunohistoquimica (IHQ) (11-15) con
incorporacién a la lista de los cldsicos
marcadores prondsticos (RE, RP, Her-2)
distintas citoqueratinas (Cks) (12-17). Sin
embargo, a pesar de que existen diversos
estudios realizados con ese fin por dicha
técnica usando esas citoproteinas (12-17) en
Venezuela son muy escasas las investigacio-
nes cientificas al respecto (18).

Las Cks son polipéptidos fibrosos que
constituyen el principal tipo de filamento
intermedio en el citoesqueleto de la mayoria
de células epiteliales (incluyendo mucosa y
glandulas), asicomo en algunas no epiteliales.

En la glandula mamaria humana, el
epitelio de los conductos estd constituido por
dos capas de células que expresan distintas
Cks (20). Las células de la capa interna o
luminal se sabe expresan inmunorreactividad
ante la Ck8 y Ck18, mientras que las de la capa
externa a lo largo de la membrana basal y asi
denominadas son reactivas alas Ck5y Ck6 (12-
17,19,20).

Basados en el significado para la
paciente con cadncer de mama del andlisis
inmunohistoquimico y el de la diferenciacién
molecular de tumor en la actualidad, el
objetivo de este estudio es caracterizar el
cancer de mama en subtipos moleculares
mediante la expresién inmunohistoquimica
de las Ck5/6, Ck7, Ck8 y Ck18 asociados a los
clasicos marcadores determinados y analizar
la evolucion clinica de los distintos subtipos
considerando la recidiva tumoral y la
sobrevidaglobal.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo,
transversal, correlacional de disefio no
experimental (21) de casos con cancer de
mama de los que se elaboraron micromatrices

de tejido (TMAs) (23). Previa autorizacion del
Centro de Investigaciones Médicas vy
Biotecnoldgicas de la Universidad de
Carabobo (CIMBUC) e institucion asistencial
privada (consulta de mama), se revisé el
archivo general de estudios IHQ y de bloques
de parafina convencional resguardados en el
CIMBUC de acuerdo a las normas para la
investigacién en muestras biolégicas humanas
segun el Codigo de ética paralavida 2011 (22).
La muestra fue intencional, no probabilisticay
se conformd con 149 casos de acuerdo a los
siguientes criterios de inclusidén: sexo
femenino, cualquier edad, diagndstico de
carcinoma de mama ductal infiltrante sin otra
especificacion o mixto con componente
ductal infiltrante predominante, estudio IHQ
antes de tratamiento neoadyuvante para RE,
RP, Her-2, Ki-67, p53 y Bcl2 determinados en
un solo momento y realizados en el
Laboratorio del Servicio de Anatomia
Patoldégica del Hospital Metropolitano del
Norte, ldmina de hematoxilina eosina (HE) del
estudio IHQ previo preservada, tejido tumoral
producto de biopsia incisional o excisional del
tumor primario recolectada antes de
cualquier tratamiento, 6ptimas condiciones
del bloque de parafina, datos clinicos de
interés. Se excluyeron los casos que no
cumplieron los criterios de inclusion.

A continuacion se evalud el resultado
del inmunomarcaje del RE, RP, Her-2
clasificandose a los tumores de acuerdo a los
subtipos moleculares, empleando de la
literatura para ello los trabajos Wiechmann
(17) para los luminales Ay By de Carey (18) y
Wiechmann (17) para los Her-2 vy triple
negativo (TN). Definiendo asi: Luminal A: RE
y/o RP (+), Her-2 (-); Luminal B: RE y/o RP (+),
Her-2 (+) o (-); Her-2+: RE/RP (-); Her-2(+) y
TN: RE/RP/ Her-2 (-). Establecidos los
anteriores y de acuerdo a los mismos
seguidamente se valord la expresion de Ki-67,
p53, Bcl2, como posteriormente la expresion
delas Cks propuestas.

La informacién de interés fue
obtenida de los datos anexos al estudio IHQ y
del historial clinico accesible.

Construccion de las micromatrices de tejido
(TMAs)

Todas las muestras tumorales en su
momento, se fijaron en formol al 10 % e
incluyeron en parafina, procesandose de
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forma rutinaria. Las TMAs (23) se realizaron
en el CIMBUC de forma manual. Bajo el
microscopio de luz con objetivos crecientes
(10, 20, 40x) se examinaron las ldaminas de HE
y se seleccionaron las zonas con tumor,
empleando dichas laminas se marcé la misma
area en el bloque de parafina convencional
(bloque de parafina donante). Seguidamente
se elabord un topograma o plantilla de
localizacién en papel y se establecio el orden,
posicidny secuencia que tendrian los tumores
en el bloque receptor para su identificacién
posteriory lalectura de la expresidn de las Cks
en estudio. El troquelado de los bloques de
parafina receptores se confecciond con la guia
de una laminilla multifenestrada (acrilica de
30x50 mm con multiples orificios ordenados
por filas y columnas de 2 mm diametro e igual
distancia entre los mismos) y un trocar
cilindrico con 2 mm de didmetro. En cada uno
se realizaron dos secciones de 30 cortes
separados entre si por una distancia de 5 mm
(seccion Ay B de las TMAs). Seguidamente de
la zona seleccionada de cada bloque donante
se realizaron 2 cortes de forma separada y
sucesiva con un trocar de 1 mm de diametro,
insertando cada cilindro en el bloque receptor
de acuerdo a la plantilla de localizacion. Al
culminar todos los bloques receptores la
consolidacién y homogeneizacion se realizd
mediante calor en estufa a 452 grados
centigrados por 3 minutos. En total se
construyeron cinco TMAs.

Técnicainmunohistoquimica

La determinacion de los marcadores
previos y de las CKs en estudio se realizd, por
el método de estreptavidina -biotina -
peroxidasa con el sistema inmunon de la casa
comercial respectiva (Dako/ Invitrogen) con
los anticuerpos, clones, dilucion y marcaje
detallados (Cuadro 1).

De las TMAs se realizaron secciones
de 3 um que se llevaron a estufa a 60 2C por 2
horas, se desparafinaron y deshidrataron con
xylol y alcohol en concentracién decreciente
(100, 95, 70 %). La recuperacién antigénica se
realizé en la solucién Retrieval en bafio Maria
por 40 minutos a 95-99 °C. El bloqueo de la
peroxidasa, se realizd con 1 gota de perdxido
de hidrégeno al 3 % en metanol por 10
minutos. En cdmara himeda se agregd 1 gota
del anticuerpo primario a temperatura
ambiente que se dejo por 1 hora, luego se
colocéd 1 gota del anticuerpo secundario

marcado por 30 minutos. Se reveld la reaccion
enzimatica con 3' 5' -diaminobencidina,
agregando 1 gota del cromdégeno entre 5a 10
minutos. Entre cada paso se lavaron las
preparaciones 3 veces con buffer PBS a pH
7.4. Se realizd la coloracién con HE vy el
montaje.

Seguidamente cada cilindro de las
TMAs fue analizado microscopicamente. Los
tumores se consideraron positivos ante la
coloracion marrén dorada del citoplasma. De
acuerdo a la extension de la tincién en las
células tumorales la expresion fue focal
cuando las células positivas estan aisladas en
pequefios grupos o dispersas y son menos o
igual al 50 % y difusa cuando mas del 50 % de
células neoplasicas son tefiidas (19). Se
capturaron imagenes con una cdmara marca
Labophot’, incorporada al microscopioy a una
computadora Pentium E 3300 de 2 GB de
memoria RAM con un monitor Samsung de 32
pulgadas. Todos los datos recogidos se
anotaron en un instrumento disefiado para tal
fin.

.

menos de 5 sujetos (casos). La evolucion
clinica se valoré mediante la recurrencia
tumoral y la supervivencia global. El estudio
de la supervivencia se realizd mediante el
método de Kaplan-Meier y el ajuste de
modelos de regresion de Cox. Se consideraron
significativos valores de P<0,05.

RESULTADOS

Se logro obtener la edad de los 149
casos, la edad media de las mujeres para el
momento del diagndstico fue 51,32 afios con
un rango de 65 afos (24-89 afios) y una
desviacion estandar de 11,34 aios. De la
totalidad de las mismas mas de 59 % tenian
edad menor o igual a 50 afios. Clinicamente
mds del 70 % se presentaron con un tumor
entre 2 y 5 cm y un plastréon axilar, 60,40 %
resultaron localmente avanzados.

Al evaluar en los tumores la
expresion del RE, RP, Her-2, mas de 50 %
expreso RE, menos del 50 % RP y mas del 28 %
Her-2.

Cuadro1
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Analisis estadistico

El analisis e interpretacion de los
resultados se realizd a través del programa
SSPS/PC versién 17. El estudio descriptivo, se
realizé utilizando para las variables
cuantitativas las llamadas tendencias
centrales (media) y medidas de dispersidn
(desviacion standard) como para las
cualitativas el nUmero absoluto y frecuencia
(porcentaje). La asociacidn entre variables se
analizé con la prueba de Chi cuadrado (X*) y el
test exacto de Fisher para las muestras con

El tiempo de seguimiento varié de
18 a 72 meses para las pacientes no fallecidas
(vivas).

La recurrencia de la enfermedad
que se presentd en un 19,46 % de los casos se
observé en promedio a los 11,05 meses con
rango de 19 (16-35). La supervivencia global
(SG) media fue de 40,34 meses, con rango de
54 (18-72) y una desviacion tipica de + 12,44
meses. Un 12 % fallecieron a lo largo del
seguimiento por la neoplasia (Cuadro 2).
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De la evaluacién de la expresion del
RE, RP y Her-2 de acuerdo a los subtipos del
carcinoma de mama, se establecié que 61,73
% de los tumores eran luminales, mas del 20 %
TNy casil5%Her-2+.

El p53, Bcl2 y Ki-67 se expresaron en
todos los subtipos de forma variable. El
marcaje del Ki-67 se aprecié en un 92,15 % de
los tumores luminal A, 82,92 % de los luminal
B,94,28 % delosHer-2+y 94,28 % de los TN.

De acuerdo al porcentaje de nucleos
tefidos con el Ki-67, se observé que en los
tumores luminal Ay B un 60,78 % (31/51) y
39,02 % (16/41) respectivamente expresaron
indices de proliferacién bajos o intermedios,
mientras que un indice de proliferacion alto se
observé en mayor nimero de casos en los
luminal B, como también en los subtipos Her-
2+y TN enun 43,90 % (18/41), 31,81 % (7/22)
y 45,71 % (16/35) respectivamente. Se
observo asociacion estadistica significativa
entre los subtipos luminal B y Her-2+ con
indices de proliferacién alto masque con TN.

Pty

La proteina p53 se expreso en casi la
mitad de los tumores luminal Ay en mas de la
mitad de los luminal B. No obstante menos de
la mitad de los tumores Her-2+ y TN
expresaron la misma. Asimismo se observo
que la proteina Bcl2 se expreso en la mayoria
de los tumores luminal A, mientras que en el
resto de los subtipos el porcentaje de casos
gue inmunomarcaron la misma fue menor. No
se aprecié significancia estadistica de la
expresion de p53 con los subtipos, perosidela
expresion Bel2 en los subtipos luminal By A.

Al evaluar la inmunotincion de las Cks
(Figura 1) en estudio en las secciones
histoldgicas de los TMAs, se observé un
porcentaje de casos no valorables por su
desgaste que oscilé entre 9,39 y 12,75 %
correspondientes a la Ck18 y Ck7. La Ck5/6 se
observéd en todos los subtipos,
particularmente en los tumores TN el
porcentaje de casos que inmunomarco la
proteina fue mayor que en el resto, aunque no
en todos los TN ocurrié el marcaje de la
misma, hecho que diferencid a estos tumores
en TN basal (TNB) encontrando un caso, de
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TN no basal (TNnB) por falta de su expresion.
La Ck7 inmunomarco practicamente en casi
todos tumores de cada subtipo.

S

Figura 1. Imdgenes microscopicas: a. Ck5/6
(200x), b. Ck5/6 (100x), c. Ck5/6 (100x), d. Ck8
(200x), e. Ck8 (100x), f. Ck8 (100x), g. Ck18
(200x), h. Ck18 (100x), i. Ck18 (100x). Fuente.
Imagenes de lainvestigacion.

La expresion de la Ck8 se observo en
todos los luminal A, 97 % de los luminal B, 94
% de los Her-2+,y 60 % de los TN. Asimismo se
observé marcaje de Ck18 en la totalidad de los
luminal A, 86 % de los luminal B, y en un 67 al
51 % en los Her-2+ y TN respectivamente
(Cuadro 3).

Cabe destacar que al prestar atencion
en cuanto al subtipo y aspecto clinicos como
laedady estadio, se observé que las pacientes
con tumores TN son mas jovenes, y la edad
media es inferior a 50 afios en relacion a los
otros subtipos, mientras que en aquellas con
tumores luminal A, la edad media fue
obviamente superior, encontrando diferencia
significativa entre los tumores luminal A con
losHer-2y TN, y entre los tumores luminal By
TN en relaciéon con la edad media. Igualmente
se hallé que mas de la mitad de los casos
clasificados estadio Il correspondieron a
tumores luminal (A, B) y los estadio Il a Her-
2+y TN, encontrando asociacidn significativa
entre los estadios Il y Il respectivamente con
los subtipos luminal (A, B) y Her-2+y TN.

Al evaluar la evolucion clinica de los

casos, se observd que la media del
seguimiento fue de 47, 45, 29,77 y 32 meses
de acuerdo a cada subtipo tumoral. Durante
el tiempo de seguimiento se identificaron 29
casos con recurrencia de la enfermedad,
correspondiendo los mismos a aquellos con
tumores del subtipo luminal A, Her-2+y TN, el
analisis demostré diferencia estadistica
significativa entre los subtipos (P= 0,016). El
intervalo libre de enfermedad por subtipo fue
de 34, 20 a 34 y 15 a 29 meses
respectivamente (luminal A, B, Her-2+, TN). El
sitio de recurrencia mas frecuente fue
pulmodn seguido de la piel cercana a la cicatriz
la mayoria se observaron en los pacientes con
tumores TN y Her-2+ (Cuadro 4), en particular
en el caso TNB la recurrencia ocurrié en
ganglios axilares a los 22 meses. La
supervivencia global (SG) de la poblacion en
estudio a 50 meses fue estimada en mds de 85
%.

No obstante se aprecié que para el
mismo periodo de tiempo para los pacientes
con carcinomas luminal la supervivencia fue
de 98 % a 100 %, presentando mejor
supervivencia aquellos con tumores luminal A
que B, mientras que para los pacientes con
tumores Her-2+y TN la misma fue de 60 %.
Asimismos al estimar el seguimiento a 72
meses se aprecio que la SG se hace menor
para los pacientes con tumores TN que para
aquellos con otros subtipos. En el caso del
tumor TNB, la SG fue alin mas corta y fallecio
a los 36 meses del diagndstico de la
enfermedad. Por otra parte la supervivencia
global media fue de 70 + 2 meses para los
luminal A; de 71 £ 1 meses para los luminal B;
de 46 + 2 meses para la clase Her-2+y 41 + 2
meses paralos TN (P<0,000)

DISCUSION

La edad media de 51,32 afios de las
pacientes, es muy similar al estudio de
Cheang (14) y cercano al de O'Brien (24) que
refirid la misma alrededor de los 50 afios,
hallazgo que difiere de los trabajos de Reigosa
(18) y Arrechea (25) donde fue reportada en
49,62y 59,8 afios.
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el mundo.
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En este estudio se observo
predominio del subtipo luminal, con una
proporcién mayor a favor de los luminal A,
hallazgo que si bien es similar en la
distribucidn a lo descrito en los estudios de
Carey (19), Ihemelandu (26), Matos (27),
Pifiero (28) y Salhia®(29) difiere con los
mismos en la proporcién de la totalidad de
casos luminal y sus subtipos (A y B). En los
estudios citados las frecuencias oscilaron
para los carcinomas luminal entre 64,5y 75,6
%, como para el subtipo Aentre 47,9al57,6 %
y para el subtipo B entre 6,9 al 11,6 %,
diferencias que se acenttdan aun mas por el
porcentaje obtenido de 27,5 % para los
ultimos en el presente, aunque al respecto
con los analisis de Mufioz (30) y O'Brien (24)
se encontrd similitud con este hallazgo.

El porcentaje de tumores Her-2+ de
14,8 %, que resultd similar a lo descrito por
Mufioz (27) y Arrechea (25) fue disimil al
estudio de Jorge (31) y Ramirez (32) por un
porcentaje menor y variable entre 5,6 % vy
13,3 %.

En relaciéon con los tumores TN la
proporcién de 23,5 % aunque es comparable
con lo sefalado por Carey (19) y O'Brien (24),
difiere notablemente del 3 % al 15 % de lo
reportado en el resto de la literatura y
encontrado en paises desarrollados. No
obstante, es de resaltar que las poblaciones
abordadas en las citadas investigaciones esta-
ban conformadas por mujeres afroame-
ricanas e hispanicas, que si bien son
consideradas por separado parecidas a
nuestra poblacidn en la literatura, hay que
admitir que el mestizaje eslo mdscomunenla
misma.

En el presente el marcaje del Ki-67
predominante en los TN y Her-2+ difiere de lo
reportado por Jorge (28). Sin embargo, la
expresion en un porcentaje del subtipo
luminal A que llamé la atencién no difirid de la
publicaciéon de Munirah (10). Por otra parte
cuando se valora el porcentaje de nucleos
tefiidos los tumores luminal B expresaron un
indice de proliferacién celular mds alto (> 25
%) que los luminal A, hallazgo también
presente en los subtipos Her-2+, TNnBy TNB,
aspecto que coincide con lo sefialado por
otros estudios (26,30).

La expresion de p53 en los luminal Ay
B fue similar al estudio Cheang (14) y distinto

al de Pifiero (28). En tanto en los TN y Her-2+
el resultado no difiri6 de andlisis de otras
publicaciones (9,31). En este estudio el
porcentaje de casos que expreso la proteina
Bcl2 en los luminal A y B fue similar a lo
seflalado por Arrechea (25) y en los Her-2+y
TN la proporcién de casos fue relativamente
mas bajo comparado con los otros subtipos,
resultado que difiere de lo publicado por
Jorge (31) y al respecto se concuerda en que
los TN mas que los Her-2+ muestran una
elevada expresion de la proteina p53.

Las Ck8y Ck18 se expresaron en todos
los tumores luminal Ay en los luminal B en la
mayoria, y aunque también se aprecio en los
Her-2+ y TN, la explicacion pudiese tener
fundamento en el origen de las células
primitivas con potencial de diferenciacion
dual y predominio de un linaje (16). Por otra
parte la Ck5/6, se expresé en muy pocos
tumores del subtipo luminal A, B y Her-2+
pero en un 15,62 % en los tumores TN,
hallazgo que difiere notablemente del rango
entre 50 % a 80 % de lo encontrado en algunas
publicaciones (14,18).

Consecutivamente al subtipo tumoral
es posible mencionar que los resultados
obtenidos parecen confirmar que hay
diferencias importantes entre los inmuno-
fenotipos considerados de la literatura
(7,8,11,12,19,27,28,34) de tal forma que la
clasificacién mediante los biomarcadores
moleculares expuestos permitiria discernir
formas con diferente prondstico que
ciertamente esimportante conocer ante cada
caso con laenfermedad.

Finalmente, se puede argumentar
que este estudio mostré de los tumores de
mama un retrato molecular no conocido y
heterogeneidad en los subtipos moleculares
por porcentajes de expresién muy variados
para los marcadores moleculares analizados
(17,32), destacandose un patron de expresion
proteica que difiere de lo publicado hasta hoy
(16,28,14), y que pudiese ser el punto de
partida para explicar y/o comprender los
hallazgos clinicos en nuestras pacientes.

Todo lo anterior nos lleva a concluir lo
siguiente:

-El analisis en conjunto de los biomarcadores
moleculares en este estudio proporciona una
mejor definicion de cada tumor para

completar el diagnostico de la neoplasia
(perfil IHQ).

-El perfil de moléculas proteicas expresadas
(perfil IHQ) y los inmunofenotipos
resultantes proporcionar aproximaciones al
comportamiento tedrico del tumor y por
tanto al prondstico de las afectadas con
estratificaciones reales de riesgo adicional
para los sistemas de clasificacion utilizados en
la actualidad, aunque se reconoce la
necesidad de otros estudios.
-Definitivamente se han expuesto otras
moléculas proteicas claves en la naturaleza
maligna del tumor que influyen en la
caracterizacién molecular y que no eran
conocidas en nuestra poblacién afectada.
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