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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar si el indice de proliferacion
basado en la expresién del antigeno Ki-67 es un factor
pronéstico que permite sub-clasificar las clases moleculares
de carcinoma de mama. METODO: 312 tumores de
pacientes del Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez
Carrefio” con carcinoma ductal infiltrante diagnosticadas
entre 2000 a2008. Se determind la clasificacién molecular
segin el perfil de expresiéon inmunohistoquimico de
receptores hormonales y HER2; el indice de Ki-67 se
estratificé en bajo (<14,50 %), intermedio (14,51 % -25,50
%) alto (=25,51 %). Asimismo, se registré edad, grado
histolégico, estadio clinico y evolucién de acuerdo a la
supervivencia global e intervalo libre de enfermedad a
través de curvas de Kaplan Meier. RESULTADOS: En la
serie, se clasificaron 132 casos (42,31 %) como luminal A,
66 (21,15 %) como luminal B, 27 (8,65 %) como HER2 y
87 (27,88 %) como triple negativo. Se observé que existe
variacion de evolucién en cada clase molecular segtn el
indice Ki-67, y se demostré dentro de cada clase que las
pacientes con indice alto presentaron menor supervivencia
global eintervalo libre de enfermedad, mientras que aquéllas
pacientes con indice bajo mostraron mejor prondstico con
mayor supervivencia global e intervalo libre de enfermedad
P<0,05). CONCLUSION: El indice de Ki-67 permite
establecer dentro de cada clase molecular subgrupos de
mejor o peor prondstico, con valores de corte de 14,5 %
para los luminal A y de 25,51 para los luminal B, HER2
y triple negativo.

PALABRAS CLAVE: Carcinoma, mama, Ki-67,
prondstico, clases moleculares.
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SUMMARY

OBJECTIVE: To determine if the proliferation index based
on the Ki-67 antigen’s expression is a prognostic factor in
the molecular classes of the breast carcinoma. METHOD:
The study was carried on 312 tumors of patients view in the
“Dr. Miguel Pérez Carrefio” Oncology Institute with have
infiltrating ductal carcinoma of the breast diagnosed between
the years 2000 and 2008. The molecular classification was
done according to hormonal receptor expression profile by the
immunohistochemistry; the Ki-67 index was stratified into low
(=14.50 %), intermediate (14.51 % - 25.50 %) and high
(=25.51 %). Likewise the age, the histological grade, the clinical
stage, and the evolution by the overall survival and the relapse
free-survival through the curve of Kaplan Meier were established.
RESULTS: In this group, 132 cases (42.31%) were classified
into luminal A, 66 (21.15%) as luminal B, 27 (8.65 %) as
HER?2 and 87 (27.88 %) as triple negative. Variation in the
evolution was observed in each molecular class according
to the Ki-67 index. Therefore it was demonstrated in each
class, that patients with high index presented lower overall
survival and relapse free survival, whereas those whom had
low index exhibited better prognosis with higher overall
survival and relapse free survival. CONCLUSION: The
proliferation index of Ki-67 expression allows to establish
in each molecular class subgroups with better or worse
prognosis, with cut-off values of 14.5 % for luminal A
cases and 25.51 for luminal B, HER?2 and triple negative.
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INTRODUCCION

I carcinoma de mama es el tumor

maligno mas frecuente en la mujer

anivel mundial *». En Venezuela,

el cancer de mama se ubicé en el

segundo lugar de mortalidad por

cancer en mujeres en 2005, afio
en que ocurrieron 1 441 defunciones por esta
patologiay se diagnosticaron 3408 casos nuevos,
mientras que en 2007 se diagnosticaron 3 549
casos nuevos y 1 465 defunciones G4,
Recientemente, estudios sobre perfiles de
expresion genética permitieron el establecimiento
de una clasificacién molecular de carcinoma de
mama,donde se distinguen cuatro clases: luminal
A,luminal B,HER2 y triple negativo. Al analizar
las diferentes clases y asociarlas con el intervalo
libre de enfermedad (ILE) y la supervivencia
global (SG), se demostré que las clases receptor
de estrégeno negativo (HER?2 y triple negativo)
estaban asociados a los tiempos mas cortos de
supervivencia, siendo las clases receptor de
estrogeno positivo aquéllas con mejores tiempos
de supervivencia ®. A pesar de la aproximacion
prondstica que brinda la clasificacion molecular
sobrelaevolucionde las pacientes diagnosticadas,
persisten pacientes con cursos clinicos alejados
del pronéstico derivado de la clasificacion
molecular, por lo que es necesario desarrollar
marcadores prondsticos més eficaces y certeros
en carcinoma de mama ©,

Durante los ultimos afios, la incidencia de
carcinoma de mama en Venezuela ha mostrado
un notable ascenso en cuanto al nimero de casos
nuevos y fallecidos @*#. Las dificultades en la
conducta terapéutica se presentan debido a que
pacientes con el mismo diagndstico y estadio
clinico,poseendiferencias en el desarrollo clinico
y en la respuesta terapéutica a la enfermedad.
La clasificacién molecular de carcinoma de
mama ha permitido definir diversos fenotipos
en la presentacién y evolucién del carcinoma
de mama, sin embargo, existe un porcentaje

de pacientes que escapan de estos perfiles
pronésticos, surgiendo lanecesidad de investigar
otros factores mas especificos dentro de la
clasificacién molecular pararefinar el prondstico
y las conductas terapéuticas 19,

Los estudios iniciales desarrollados para
clasificar los carcinomas mamarios fueron
publicados por Perou, y col., quienes lograron
distinguir cinco clases de tumores de acuerdo a
sus perfiles de expresion génica, siendo estos:
luminal A,luminal B,luminal C,HER2 y basal ©.
Diversos investigadores se encargaron de validar
la significancia pronostica de la clasificacién,
entre ellos Muiioz y col., quienes concluyeron
que la clasificacién molecular era un marcador
prondstico significativo, y que los tumores
HER?2 vy triple negativo, en comparacién con
los tumores luminal, tenian peor prondstico y
peor evolucién clinica P, Del mismo modo,
Zhao y col., que realizaron un anélisis del ILE
y la SG en pacientes con carcinoma de mama,
obtuvieron resultados que demostraron que las
clases HER2 y triple negativo tenian un peor
prondstico,en comparacion con las clases luminal
Ay luminal B 92, Por su parte, De Azambuja
y col., realizaron meta-analisis incluyendo 12
155 pacientes en donde se relacionaba el indice
de proliferacién por Ki-67 con tiempos de ILE
y SG, donde confirmaron el valor prondstico
del indice de proliferacion en la estimacién
de supervivencia de pacientes con carcinoma
de mama . Asimismo, Bhargava y col.,
clasificaron molecularmente y correlacionaron
205 tumores con indices de proliferaciéon por
Ki-67,resultando que los tumores luminal tenian
los indices bajos, los tumores HER?2 indices
moderados y los triple negativo los indices mas
altos, por lo que concluyeron que el indice se
relacionaba significativamente con las clases
moleculares, y que altos indices se asociaban a
peor prondstico ¥, Del mismo modo, Cheang
y col., en el afio 2009 estudiaron los indices
de proliferacion por Ki-67 en una cohorte de
144 tumores luminal A y B, resultando que
los tumores luminal A tenian indices menores
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(<14 %) y los tumores luminal B los mayores
(>14 %); de forma independiente, también
clasificaron molecularmente 2 598 tumores,
que luego asociaron con el grado histolégico,
tamafio del tumor e indices de Ki-67. Los
investigadores obtuvieron como resultado que los
tumores luminal B y HER2 tenian una asociacion
estadisticamente significativa con ILE y SG mas
cortos que los tumores luminal A >, Basado en
los perfiles de expresidn genética por la técnica
de micro arreglos de ADN de tejido se establecio
la clasificacién molecular ¢19,

Los elementos discriminadores son la
expresion del receptor de estrégeno (RE),
receptor de progesterona (RP) y del receptor
de factor de crecimiento epidérmico humano
2 (HER2). De acuerdo a la expresion del
RE se divide el carcinoma de mama en dos
grupos principales: tumores RE+, que incluyen
las clases luminal A (RE+ y RP+, HER2-) y
luminal B (RE +/- y/o PR+/-, HER2+/-); y
tumores RE-, que comprenden las clases triple
negativo (RE-, PR-, HER2-) y HER2 (RE-,
PR-, HER2+) ©!7, El prondstico empeora
en el siguiente orden: los tumores luminal A
tienen el pronéstico mas favorable; luminal B
con prondstico intermedio; y las clases HER2
y triple negativo con el prondstico més sombrio
6:10.1L1417  Ep relacion al prondstico, uno de los
factores de mayor relevancia lo constituye la
determinaciéon mediante inmunohistoquimica
de indices de proliferacion celular basados en
la expresion del antigeno Ki-67 ®. El cual es
una proteina no histona del nicleo compuesta
por una doble banda de 395 y 345 Kd que se
expresaen las fases activas del ciclo celular: G2,
S y M, de todas las células que se encuentran
en proliferaciéon, no siendo detectable en la
fase GO ni en la primera etapa de G1 1°29, La
medicion de la expresion del antigeno Ki-67 se
hace mediante una técnica inmunohistoquimica
basada en reacciones antigeno-anticuerpo @Y.
Este método de marcacién emplea un anticuerpo
monoclonal de Ki-67, cuya estructura es una
inmunoglobulina G, la cual reacciona con el
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antigeno nuclear Ki-67, reflejando un color
caracteristico posterior a la inmunotincién
20 De esta manera, se obtiene el indice de
proliferacién basado en laexpresiéon del antigeno
Ki-67, el cual es un indicador que expresa el
grado de proliferacion tumoral mediante una
evaluacion cuantitativa de la positividad de
Ki-67. Es asi que mientras mas elevado es el
indice de Ki-67,mayor serdlafraccién de células
tumorales en proliferacién y la agresividad del
tumor, lo cual es sugestivo de un prondstico mas
sombrio 22229 Asimismo, la positividad del
Ki-67 se correlaciona significativamente con
el grado de diferenciacion tumoral, invasion
vascular, metéstasis en ganglios linfaticos,
ausencia de receptores hormonales, y tiempos
de supervivencia global y la supervivencia
libre de enfermedad menores, lo que da valor
prondstico importante a este factor 78:10-15.12.18.24-
26, Varios estudios sefalan que altos indices de
proliferacion celular basados en la expresion del
antigeno Ki-67 se asocian a mayor probabilidad
de metéastasis y menor supervivencia, lo que se
traduce en peor prondstico 7-1°19; por lo tanto se
plante6 como objetivo determinar si el indice de
proliferacién basado en laexpresién del antigeno
Ki-67 permite discriminar mejor el prondstico
dentro de las clases moleculares de carcinoma
de mama.

METODO

La poblacién estuvo compuesta por 312
casos de mujeres diagnosticadas con carcinoma
de mama en el Instituto de Oncologia “Dr.
Miguel Pérez Carreio” (IOMPC), durante el
periodo 2000-2008. Se utilizé6 como material
bloques de parafina procedentes del servicio
de anatomia patolégica de dicho instituto,
correspondientes a los casos diagnosticados
con carcinoma de mama, los cuales fueron
sometidos a un estudio de inmunohistoquimica
donde se evalué la expresién del antigeno Ki-67.
Los criterios de inclusidon tomados en cuenta



110 Expresién de KI-67 como factor prondstico

fueron: mujeres diagnosticadas con carcinoma
ductal infiltrante sin otra especificacién, en
el IOMPC en el periodo 2000-2008; bloque
de parafina en buenas condiciones y biopsia
recolectada antes de que la paciente haya sido
expuesta a cualquier tratamiento. Las muestras
tisulares se fijaron en formol al 10 % y se
incluyeron en parafina siguiendo los métodos
convencionales. De los bloques de parafina
se obtuvieron secciones histolégicas de 4
wm de espesor que posteriormente se tifieron
con hematoxilina-eosina. Se revisaron las
preparaciones histolégicas y se seleccionaron
cuidadosamente las zonas con tumor, marcando
esas mismas areas en el bloque de parafina.
La edad, el estadio clinico y la evolucién se
obtuvieronde lahistoria clinicade cada paciente.
Para el andlisis de supervivencia se tomé como
punto de corte un seguimiento de 60 meses (5
afos), con un minimo de 36 meses. El tiempo
de seguimiento para pacientes no fallecidas vario
de 36 a 112 meses.

Las matrices de tejidos (microarrays) asi
como las técnicas de inmunohistoquimica e
hibridacidén in situ fluorescente , fueron realizadas
en el Departamento de Anatomia Patolégica
del Hospital Universitario La Paz, Madrid,
Espaiia. Para realizar los microarrays de tejidos
(TMA) se prepararon los bloques receptores o
bloques unicamente de parafina, de un tamafio
aproximado de 5 cm x 4 cm. Debia ser un
bloque homogéneo y bien adherido al casete
para evitar su desprendimiento al realizar la
insercién de los cilindros. Se seleccionaron la
serie de bloques donantes y separaron en grupos
de 41 bloques. En cada tumor se seleccionaron
dos zonas diferentes en el bloque de tejido
(bloque donante). Se estableci6 el orden de
estos bloques en una planilla que sirvié después
para su lectura en el microscopio. El bloque
receptor se colocé en la base del equipo tissue
arrayer (estacion de trabajo Beecher Instruments,
Silver Spring, MD, EE.UU) ajustdndose bien a
esta para evitar su movimiento. Se comienza
situando las agujas en el primer cilindro que se

vaarealizar, ajustando las coordenadas de inicio
en los tornillos micrométricos. El tissue arrayer
consta de dos agujas de distintos calibre con las
que se realiza el troquelado de los bloques. Con
laaguja de mayor calibre se extrae un cilindro de
parafina del bloque receptor dejando el espacio
donde se introducen los cilindros obtenidos de
los bloques donantes. Con la aguja de menor
calibre se obtiene el cilindro con el material
de la zona marcada del bloque donante que se
introduce en el bloque receptor. Los cilindros
deben introducirse intentando dejarlos al mismo
nivel que el bloque de parafina para facilitar
el corte de todos ellos. Para asegurar la zona
elegida a estudio se realiza un duplicado de la
plantilla en el mismo bloque, se obtuvieron asi
dos cilindros de 1 mm de didmetro de cada caso.
Una vez terminado el proceso de troquelado de
todos los bloques, se introdujo el nuevo bloque
en la estufa a una temperatura de 45 °C durante
5 min, para que la parafina de los cilindros y
del bloque receptor se amolden y la superficie
se alise (Figura 1).

Figura 1. Representacion esquemdtica de la
construccién de matrices de tejidos.
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METODO INMUNOHISTOQUIMICO PARA
DETECTAR LA EXPRESION PROTEICA

Los cortes de los bloques se realizaron de
4uym en un micrétomo de rotacion (Microm
HM350S8%) en cristales tratados para evitar el
desprendimiento de los cortes y reintrodujeron
durante 30 minutos a 65 °C en estufa para
secarlos. Inicialmente se construyeron ocho
bloques (siete con 41 casos y uno con 25 casos)
y luego se construyé uno adicional, llamado
TMA de rescate, con casos dudosos, caidos o
sin células neopldsicas representativas en ambas
muestras de un caso. La desparafinizacién y
la recuperacién antigénica se realizaron en un
equipo (PTL Link casacomercial DAKO®) conun
buffer Tris-EDTApH 9 (DAKO®) a95 °C durante
20 min. Una vez terminada la recuperacion
antigénica, la inmunohistoquimica se efectud
en un equipo de inmunotincién automatica en
horizontal (Autostainer plus, DAKO®).Cada
cilindro de los TMA fue visto en dos ocasiones y
sus observaciones anotadas en cuadros disefiadas
para tal fin. Se consideré como valor definitivo
el promedio de las observaciones.

Los anticuerpos utilizados, la dilucién, clon
y fuente se muestran en el Cuadro 1.

Seconsiderdpositivocualquiertipodeinmuno-
expresion. Ademads de registrar la positividad o
negatividad de la inmunorreactividad para cada

Cuadro 1. Dilucién, clon y fuente de anticuerpos
utilizados

Marcador Dilucién Clon Marca
RE 1/50 GF 11 Novocastra ®

RP 1/100 clon 636 Dako ®
HER-2/neu Kit Herceptest Dako®
Ki-67 1/100 clon MIB-1 Dako ®
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anticuerpo, se calculé el % de células positivas.
Para RE y RP se utilizaron los pardmetros del
sistema de Allred @”. El estado de HER2 se
evalu6 de acuerdo a los estdndares habituales
(patrones del Herceptest), asi, se consideraron
positivos los casos con inmunotincion valorada
como 3+ y los casos con tincién equivoca (2+)
en los que se comprobd la amplificacion de
HER?2 mediante hibridizacion in situ fluorescente
(FISH). Tres casos fueron considerados 2+ y tras
la prueba de FISH, solo uno de ellos resulté con
amplificacion del HER2. Parael contaje de Ki-67
se tomaron cuatro microfotografias de cadacaso,
dos de cada cilindro, en un microscopio Zeiss
Axiostar plus® con camara Canon PowerShot G9
12 MP®, incorporada y conectada a ordenador
con el programa Axiovision®. Luego se contaron
las células positivas y negativas en cada imagen
utilizando el programa ‘“Bronce”, elaborado
por el Ing. Victor Barrios de la Universidad de
Carabobo (Figura 2). Finalmente se obtuvo el
promedio de los cuatro conteos.

j G

Figura2. Programa “Bronce” utilizado parael cdlculo
del indice de Ki-67.

En base a los resultados de RE, RP y HER?2,
y de acuerdo a los criterios aceptados @?%39; se
clasificaron los casos como sigue:

- Luminal A: RE+ RP+;

- Luminal B: Positivo a RE o RP,
independientemente del marcaje de HER2;
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- HER2+: RE- RP- HER2+;
- Triple negativo: RE- RP- HER2-.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los andlisis estadisticos fueron
realizados en SPSS version 19 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL®) para Windows®. EIl anilisis
estadistico se realizé a través de la estadistica
no para métrica con métodos de estadistica
bivariada. Se utilizé el coeficiente de correlacion
por rango de Spearman que permite la relaciéon
de una variable cualitativa con una cuantitativa,
para realizar las asociaciones entre el indice de
proliferacién basado en laexpresién del antigeno
Ki-67 y las clases moleculares del carcinoma de
mama, el grado histolégico y el estadio clinico.
De igual forma se utilizé la distribucién de Chi
cuadradoal 95 % de confianza pararelacionar las
clases moleculares de carcinoma de mama con
la edad, estadio clinico, grado histolégico y el
indice de proliferacién basado en laexpresion de
Ki-67. Parael andlisis univariado y bivariado de
la supervivencia se utilizé el método de Kaplan-
Meier, a partir del cual fueron estimados el ILE
y la SG de todas las variables en estudio, y la
comparacién entre las tasas de supervivencia de
los diferentes subgrupos de pacientes se realizo
mediante el test de log rank. El tiempo de SG
fue calculado desde el momento del diagndstico
histolégico hasta la muerte por la enfermedad o
sila paciente atlin se encontraba con vida hasta la
fecha de corte del presente estudio (15 de junio
2011),mientras que el ILE corresponde al tiempo
desde lamastectomia oncolégicahastalos puntos
de corte descritos anteriormente, aparicion de
recaida locorregional o metdstasis.

RESULTADOS

Elestudio comprendié 312 casos de pacientes
con carcinoma de mama en los cuales se calcul6
el Ki-67. El promedio de edad fue 50,84 afios
+ 1,16364, con un rango de 62 afnos (23-85);

de ellas el 47,8 % (n=149) tenian entre 41 y 50
afios. Enrelacién al grado histolégico,lamayoria
de los tumores fueron clasificados como grado
I, 169 casos (54,17 %). En cuanto al estadio
clinico, 250 casos (80,13 %) de las pacientes se
ubicaron en los estadios II-II1, con relativamente
pocos casos en los estadios I y IV. Del mismo
modo, se clasificaron molecularmente los 312
casos en estudio, de los cuales 132 (42,31 %)
fueron clasificados como luminal A (LUM A),
66 (21,15 %) como luminal B (LUM B), 27
(8,65 %)comoHER2y 87 (27,88 %) como triple
negativo (TN) Cuadro 2.

Con respecto al indice de Ki-67, el menor fue
de 2,9 % y el mayor de 94,36 %. El promedio
de células contadas fue 801,64 = 61,58,al 95 %
de confianza; con una mediana para el nimero
de células contadas de 692 y siendo el nimero
menor de células contadas 48 y 3 923 el nimero
mayor. En la Figura 3 y 4 se presentan ejemplos
de las imagenes utilizadas para calcular el indice
de proliferacion, antes y después del contaje
mediante el programa digital de marcaje manual
“Bronce”.

Se obtuvounarelacién significativa (P<0,001)
entre los indices de Ki-67 y las clases moleculares
de carcinoma de mama, asocidndose los indices
mas altos de Ki-67 alas clases moleculares HER2
y triple negativo (Cuadro 3).

Del mismo modo, al relacionar los indices de
proliferacion de Ki-67 con el grado histolégico
y el estadio clinico, se obtuvo que la correlacion
entre esas variables fue de +0,22 (P<0,001) y
+0,27 (P<0,001), respectivamente, es decir, a
mayor indice de proliferacion, mayor es el grado
histolégico y el estadio clinico (Cuadro 3).

Alasociarlas clases moleculares de carcinoma
de mama con la edad agrupada por estratos, se
encontrd que casi la mitad de las pacientes en
estudio (n=149,47,8 %) se ubicaron en el estrato
entre 41 y 50 afos, sin embargo, su distribucién
no tuvo preferencia entre las diferentes clases
moleculares. De igual forma ocurrié con los
estratos extremos (<40 afios y =65 afos), con el
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Cuadro 2. Caracteristicas clinico patolégicas y
clases moleculares

Caracteristicas Indicador F %
Edad <40 afios 45 14,40
41-50 afios 149 47,80
51-65 afios 84 26,90
>65 afios 34 10,90
Total 312 100
Grado histologico 1 44 14,10
1I 169 54,17
111 99 31,73
Total 312 100
Estadio clinico 1 29 9,29
1I 120 38,46
111 130 41,67
v 33 10,58
Total 312 100
Clase molecular Luminal A 132 4231
Luminal B 66 21,25
HER2 27 8,65
Triple negativo 87 27,88
Total 312 100

menor nimero de pacientes del estudio, donde
también hubo una distribucién equitativa entre
las clases moleculares. Porlo tanto,en esta serie,
las clases moleculares de carcinoma de mama
no tuvieron una asociacidén estadisticamente
significativa con la edad agrupada en estratos
(P>0,05) (Cuadro 4).

Figura 3. Tumores positivos para Ki-67. a) Luminal
A,b)Luminal B,c) HER2 y d) Triple negativo (400x).

Figura 4. Indices de proliferacién basados en la
expresién del antigeno Ki-67: a) Indice bajo: 5,25
%; b) Indice intermedio: 20,10 %: c) Indice alto:
34,16 %;yd) Indice alto: 80,26 %. Células negativas
para Ki-67: marca amarilla; células positivas para
Ki-67: marca roja.

Cuadro 3. Cuadro resumen de correlaciones de Spearman de las variables en estudio

Variables Rs P

Indice de proliferacién de Ki-67 con las clases moleculares +0,27 < 0,001
Indice de proliferacién de Ki-67 con el grado histolégico +0,27 < 0,001
Indice de proliferacién de Ki-67 con los estadios clinicos +0,22 < 0,001

Rev Venez Oncol
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Cuadro 4. Cuadro de contingencia de las clases moleculares de carcinoma de mama con la edad, estadio clinico,
grado histolégico e indice de proliferacion.

Clases Moleculares Total n X2 P
Luminal A n Luminal B n HER2 n  Triple (%1)
(%1) (%1) (%1) negativo n
(%1)
Edad
<40 afios 17 (12,9) 8 (12,1) 3 (11,1) 17 (19.,5) 45(144) 8,77 0458
41-50 afios 65 (49,2) 35(53,0) 13 (48,1) 36 (41.4) 149 (47,8)
51-64 afios 35 (26.5) 17 (25.,8) 5(18.5) 27 (31,0) 84 (26,9)
> 65 afos 15(11,4) 6 (9,1) 6(22,2) 7 (8,0) 34 (10,9)
Total 132 (42,302) 67 (21,22) 27 (8,72) 87 (27,92) 312 (100)
Grado Histolégico
I 36 (27,3) 5(7,6) 13,7 2(2,3) 44 (14,1) 68,29 <0,001
I 76 (57,6) 45 (68,2) 9 (33,3) 39 (44.,8) 169 (54,2)
I 20 (15,2) 16 (24.,2) 17 (63,0) 46 (52,9) 99 (31,7)
Total 132 (42,302) 67 (21,22) 27 (8,72) 87 (27,92) 312 (100)
Estadio clinico
I 25 (18,9) 1(1,5) 1(3,7) 223 29 (9,3) 58,92 <0,001
I 62 (47,0) 29 (43,9) 4(14.8) 25 (28,7) 120 (38.5)
I 37 (28,0) 34 (51,5) 16 (59.,3) 43 (49.4) 130 (41,7)
v 8 (6,1) 2(3,0) 6(22,2) 17 (19.,5) 33 (10,6)
Total 132 (42,302) 67 (21,22) 27 (8,72) 87 (27,92) 312 (100)
KI-67 %
<14,50 % 54 (40,9) 20 (30,3) 6(22,2) 7 (8,0) 87 (27,9) 4294 <0,001
14,51-25,50 % 38 (28.8) 17 (25,8) 6(22,2) 17 (19.,5) 78 (25,0)
>25,51 % 40 (30,3) 29 (43,9) 15 (55,6) 63 (72.4) 147 (47,1)
Total 132 (42,302) 67 (21,22) 27 (8,72) 87 (27,92) 312 (100)

Igualmente, al asociar las clases moleculares
de carcinoma de mama con el grado histolégico
se observé que més de la mitad de los casos con
grado histolégico III correspondian a las clases
HER?2 y triple negativo; mientras que los casos
con grado histolégico I correspondian casi en
la totalidad de los casos a las clases luminal A
y B, esto significa que las clases moleculares
de carcinoma de mama tienen una asociacién
estadisticamente significativa con el grado
histolégico (P<0,001) (Cuadro 4).

Al relacionar las clases moleculares de
carcinoma de mama con el estadio clinico, se
obtuvo que del total de pacientes en estadio I,

el 86,2 % (n=25) eran de la clase luminal A;
mientras que del total de pacientes en estadio
IV, mas del 50 % correspondian a pacientes de
la clase triple negativo. En los estadios clinicos
II-11I se ubicaron més del 95 % de las pacientes
del tipo luminal B y mas del 70 % del tipo
HER2. Porlo tanto, se evidenci6 una asociacién
estadisticamente significativa con el estadio
clinico (P<0,001) (Cuadro 4). La asociacién
de las clases moleculares de carcinoma de
mama con los indices de Ki-67 clasificados por
estrato, mostré que mas del 50 % de los tumores
clasificados como luminal A y B se asociaron
a indices de proliferacién bajos o intermedios
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y, para el caso de los tumores HER2 vy triple
negativo, mas del 50 % de estos tuvieron indices
de proliferacion altos. En el caso de luminal A
y luminal B, el 69,7 % (n=92) y 56,1 % (n=37)
respectivamente,correspondieron a tumores con
indices de proliferacion bajos o intermedios;
mientras que en las clases HER2 y triple
negativo, el 55,5 % (n=15) y el 72,4 % (n=63)
respectivamente, fueron tumores con indices de
proliferacién altos (Cuadro 4). Ello demuestra
una asociacién entre las clases moleculares
luminal A y B con indices de proliferacién
bajo/intermedios, y que las clases moleculares
HER?2 y triple negativo se asocian con indices
de proliferacion altos (P<0,001).

Al asociar la edad, el grado histolégico y el
estadio clinico con la evolucién de los casos en
estudio, los grificos de Kaplan-Meier (Figura
5 y 6) mostraron asociacién significativa
estadisticamente entre el ILE con el grado
histolégico (log rank= 17,295/ P<0,001) y el
estadio clinico (log-rank= 60,637/ P<0,001).
Sin embargo, no hubo relacién estadisticamente
significativa entre la edad por estratos y el ILE
(log rank= 2,791/ P=0,425). Igualmente, los
graficosde Kaplan-Meier (Figura 5 y 6) mostraron
asociacion significativa estadisticamente entre
la SG con el grado histolégico (log rank=
24,374/ P<0,001) y el estadio clinico (log rank=
47451/ P<0,001), pero no se encontré relaciéon
estadisticamente significativa entre la edad por
estratos y la SG (log rank= 2,791/ P=0,441)
(Cuadro 5).

Por otro lado, al asociar los subtipos
moleculares de carcinoma de mama con la
evolucién de los casos en estudio, los graficos de
Kaplan-Meier para el ILE y la SG permitieron
identificar, con evidencias estadisticamente
significativas, que los subtipos moleculares
HER?2 y triple negativo son factores de mal
prondéstico en el cdncer de mama (Figura 7y 8).
Después de 5 aios de seguimiento la media para
el ILE en el luminal A, luminal B, HER2 y triple
negativo fue de 44,5 meses; 38,9 meses; 29,8
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mesesy 31,7 meses, respectivamente (log rank=
20,135/ P<0,001). Mientras que la media para
la SG a los 5 afios para el luminal A, luminal B,

HER?2 y triple negativo fue de 52,0;49,7; 41 4y
43 .4 meses, respectivamente (log rank= 26,785/
P<0,001) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Supervivencia en relacién con las variables clinico-patolégicas en estudio

Intervalo Libre de Enfermedad (ILE)

Supervivencia Global (SG)

Factor Media (IC95 %) - Test de Media (IC95 %) - Test de P.
meses - Log Rank meses - Log Rank

Edad

=40 anos 34,6 (28,3-40,9) 2,791 0425 44,8 (40,0-49,7) 2,695 0441

41-50 afios 36,8 (31,6-42,0) 47,2 (43,7-,50,8)

51-64 afios 39,6 (34,5-44.,6) 493 (46,2-52.4)

> 65 afnos 42,7 (33,5-52,0) 504 (44 ,0-56,7)

Grado histolégico

1 49,6 (42,8-56,5) 17,295 <0,001 55,8 (52,1-59.,6) 24,374 <0,001

I 394 (35,3-43,5) 49,8 (47,2-52.3)

11 30,8 (25,8-35.8) 41,4 (37,5-45.,3)

Estado clinico

1 51,7 (44,5-59,0) 60,637 <0,001 52,7 (45,9-59.,6) 47,451 <0,001

I 46,0 (41,8-50,3) 53,0 (50,4-55,7)

11 34,9 (30,8-39,0) 46,2 (43,3-49,1)

v 7,3 (0,5-14,1) 27,8 (20,0-35,7)

Clase molecular

Luminal A 44.5 (40,0-49,1 20,135 <0,001 52,0 (49,0-55,0) 26,785 <0,001

Luminal B 38,9 (32,3-45.5) 49,7 (45,5-53.9)

HER2 29,8 (20,0-39,6) 41,4 (33,6-49,3)

Triple negativo 31,7 (26,6-36,9) 434 (39,8-47,0)

KI-67 %

=<14,50 51,2 (46,4-56,0) 49,171 <0,001 55,0 (51,9-58,1) 60,523 <0,001

14,51-25,50 43,0 (37,5-48.,3) 53,2 (50,0-56,3)

>25,51 27,9 (23,7-32,0) 40,8 (37,7-43.,8)

Del mismo modo, al asociar los indices de
proliferaciéon basados en laexpresién del antigeno
Ki-67 con la evolucion de los casos en estudio,
los graficos de Kaplan-Meier para el ILE y la
SG mostraron que el indice de proliferacién alto
es un factor de mal prondstico en el carcinoma
de mama (Figura 7 y 8). Después de 5 afios de
seguimiento, la media para el ILE en el indice

bajo, intermedio e indice alto fuede 51,2;43 0y
27 9 meses,respectivamente (log rank=49,171/P.
<0,001). Mientras que la media para la SG a
los 5 afios de seguimiento para el indice bajo,
intermedio y alto fue de 55,0; 53,2 y 40,8 meses
respectivamente (log rank=60,523/P<0,001).

Con respecto al objetivo orientado a
determinar el valor pronéstico del indice
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Figura 7. Gréficos de Kaplan-Meier para el intervalo
libre de enfermedad en las variables clasificacion
molecular e indices de Ki-67 por clases.

de proliferacién basado en la expresion del
antigeno Ki-67 dentro de cada clase molecular
de carcinoma de mama, los grédficos de Kaplan-
Meier demostraron en cada clase molecular que
el indice de proliferaciéon de Ki-67 tiene una
asociacioninversaestadisticamente significativa
con el ILE y la SG, es decir, los indices bajos
de proliferacion por Ki-67 se asocian a tiempos
mas largos de supervivencia, y los indices altos
se asocian atiempos de supervivencia mas cortos
(Figura 9y 10)

Después de 5 afos de seguimiento de esta
cohorte de 250 pacientes, los indices bajos y altos
de proliferacién por Ki-67 demostraron tener
diferencias significativas estadisticamente en el
prondstico,siendo el indice bajo el indice de mejor
pronéstico y el indice alto el de peor prondstico.
En cuanto al ILE, los indices de proliferacion
bajos y altos mostraron respectivamente una
media para el luminal A de 52,3 meses y 36,5
meses (P. 0,009=<0,05); para el luminal B 56,8
y 26,1 meses (P. 0,004=<0,05); para HER2 49,2
y 21,7 meses (P. 0,046=<0,05); y para el triple
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Figura 8. Graficos de Kaplan-Meier para la
supervivencia global en las variables clasificacion
molecular e indices de Ki-67 por clases.

negativo fue 37,8 y 26 4 meses (P. 0,004=<0,05).
En el caso de la SG, los indices de proliferacion
bajos y altos mostraron una media para el luminal
A fue 55,5y 47,2 meses (P 0,023<0,05); para el
luminal B 58,5 y 40,8 meses (P <0,001); para
HER2 504 y 35,4 meses (P <0,001); y para el
triple negativo fue 46,6 y 39,2 meses (P<0,001)
(Cuadro 6).
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Figura 9. Graficos de Kaplan-Meier mostrando el intervalo libre de enfermedad para los indices Ki-67 en cada

clase molecular de carcinoma de mama.

DISCUSION

El carcinoma de mama es una enfermedad
con alto grado de morbimortalidad que se
ha estudiado profundamente para tratar de
predecir su prondstico. No obstante, debido a
la heterogeneidad en la evolucién de pacientes

con caracteristicas clinico-patologicas similares,
ha surgido la necesidad de investigar nuevos
métodos para intentar pronosticar su desarrollo
con mayor precision. En este sentido, la
clasificacién molecular basada en el perfil de
la expresion genética de las células neoplasicas
(luminal A, luminal B,HER?2 y triple negativo) ha
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Figura 10. Graficos de Kaplan-Meier mostrando la supervivencia global para los indices de Ki-67 en cada clase

molecular de carcinoma de mama.

demostrado su utilidad y se ha validado en varios
estudios ¢3! Diversos factores adicionales
estdn en estudio para tratar de definir atin mas el
prondéstico del paciente, entre ellos la expresion
de Ki-67 @330

Desdelapublicaciénde Perouy col.,enel afo
2000 ©@, proponiendo la clasificacién molecular
del cancer de mama, ocurri6 una verdadera
revolucién en el campo de la patologia mamaria,
hasta el punto que actualmente pricticamente
todas las publicaciones se refieren a ella. Sin
embargo, después de cierto tiempo, quedo claro
que esas clases moleculares no eran homogéneas
y existian grupos hibridos o subtipos (¢:14:15:33.35.36),

La heterogeneidad del carcinoma de mama
es un hecho bien reconocido y aceptado. Esta
se explica por el origen en las células madre
cancerosas con potenciales evolutivos diferentes
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y un significativo nimero de diferentes
alteraciones genéticas posibles ¢73,

En el andlisis de los resultados de este estudio
en cuanto a grupos etarios, se encuentra en la
literatura trabajos como el de Muifioz y col., que
las clases HER2 y triple negativo son las més
frecuentes en mujeres jévenes ©®. Asimismo,
Zhao y col., dieron como resultado que el tipo
triple negativo tenia alta prevalencia en grupos
de mujeres premenopausicas V. Webstery col.,
también consiguieron como resultado que la
mayor proporcién de pacientes pertenecientes a
las clases HER2 y triple negativo se presentaban
en mujeres jovenes ©?. Sin embargo, en este
estudiono se observé asociacion del grupo etario
con las clases moleculares; se plantea como
explicaciéon de no haberencontrado tal asociacién
el hecho de existir un nimero elevado de
pacientes jovenes en todas las clases moleculares
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Cuadro 6. Supervivencia de las clases moleculares segin la expresién de Ki-67

Factores Intervalo libre de enfermedad (ILE) Supervivencia global (SG)

Clase Molecular

KI-67 % Media (IC95 %) Test de P. Media (IC95 %) -  Testde P.
meses - Log Rank meses - Log Rank

Luminal A

Bajo 52,3 (46,6-58,1) 9,323 0,009 55.,5(51,7-59,2) 7 505 0,023

Intermedio 42,2 (34,0-50.,5) 52,0 (47,1-56,9)

Alto 36,5 (27,2-45,7) 47,2 (40,5-53.9)

Luminal B

Bajo 53,8 (46,2-614) 10,980 0,004 58,5 (55,6-61.4) 15 900 <0,001

Intermedio 43,2 (32,0-54,5) 53,9 (47,3-60,5)

Alto 26,1 (16,0-36,1) 40,8 (34,1-47.5)

HER2

Bajo 49,2 (30,3-68,1) 6,138 0,046 50,4 (33,6-67.2) 6 049 0,049

Intermedio 35,3 (14,1-56.5) 50,6 (35,0-66.,2)

Alto 21,7 (10,8-32,6) 354 (26,2-44.7)

Triple negativo

Bajo 37,8 (13,9-31,7) 10,851 0,004 46,6 (32,1-61,1) 15561 <0,001

Intermedio 47,7 (39,0-56.5) 56,0 (52,6-59,3)

Alto 26,4 (20,8-31,9) 39,2 (35,0-43 4)

y por consiguiente no hubo diferencias entre
ellas,siendo esta posiblemente una caracteristica
diferente del carcinoma de mama en Venezuela,
por el hecho de presentarse en mujeres mas
jovenes con respecto a la poblaciéon mundial, al
menos en esta serie.

Por otro lado, se encontré una asociacion

entre el grado histolégico y el estadio clinico
con los tipos moleculares, evidencidndose que
el mayor grado histolégico (III) y los estadios
clinicos de evolucién desfavorable (estadio
III-IV) corresponden a clases moleculares de
peor prondstico (HER?2 y triple negativo); este
resultado estd en concordancia con la mayoria
de trabajos publicados 1440-42),
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Del mismo modo, se asociaron estas
caracteristicas clinico-patolégicas con el indice
de Ki-67; dando como resultado que elevadas
cifras de dicho indice correspondian a mayores
grado histolégico y estadio clinico, debido a que
cuanto menor es la diferenciacién celular del
carcinoma de mama, consecuentemente hay un
aumento de la proliferacion celularllevandoauna
alta expresion del Ki-67 y a tener caracteristicas
clinico patolégicas de peor indole.

Anteriormente, se hainvestigado laasociacion
del indice de Ki-67 con las clases moleculares,
como Bhargava y col., quienes en 205 casos de
carcinoma de mama, observaron los indices de
Ki-67 en cada clase molecular, resultando que
las clases luminal A y B tenian un promedio de
15,85 %, el tipo HER2 de 27,8 % y laclase triple
negativo de 61,7 % . Asimismo, Al Tamimi
y col., dieron como resultado que la clase triple
negativo tenia la mayor expresion de Ki-67
(78,3 %) con respecto a las otras tres clases
moleculares *». Coincidiendo estos estudios
con similares resultados en esta investigacion,
donde se evidencié unaasociacion entre las clases
moleculares de mejor prondstico (luminal Ay B)
conindicesde Ki-67 bajo(<14,50 %) ointermedio
(14,51 %- 25,50 %), y clases moleculares de
peor pronéstico (HER?2 y triple negativo) con
altos indices de proliferacion (=25,51 %). Por
lo cual se deduce que, cuando hay positividad
de receptores hormonales (RE+, RP+) existe
la tendencia a una menor proliferacion celular,
conllevando a indices bajos de antigeno Ki-67.

Se comprobd ademads que existe una relaciéon
entre indices altos de Ki67 (=25,51 %) con
menores tiempos de intervalo libre de enfermedad
(ILE) y supervivencia global (SG),afirmando asi
los resultados encontrados por De Azambuja y
col.,quienes establecieron que altas expresiones
de Ki-67 confieren menor supervivencia para la
paciente en etapas tempranas del carcinoma de
mama ¥, Estos resultados pueden explicarse
por el hecho de que este antigeno se expresa
cuando las células se encuentran en procesos
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activos de la mitosis celular; por ende, indica
una notable proliferacion celular conllevando a
un menor ILE y SG.

Por otra parte, esta investigacién dio como
resultado que existe una asociacion entre el grado
histolégico y el estadio clinico con la evolucién
de la enfermedad, por lo cual, a mayor grado
histolégico (III) y estadio clinico (III-IV) existe
una tendencia a un menor ILE y SG. Similares
resultados encontrd, entre muchos otros, Webster
y col., quienes demostraron que el mayor grado
histolégico (IIT) estaba representado por aquellas
pacientes que tenian peor prondstico,encontrando
también una asociacion entre el tamafio tumoral
con la evolucién clinica; mientras mayor sea
el tamano tumoral, menor serd el tiempo de
supervivencia para la paciente . Todos estos
resultados confirman que las caracteristicas
clinico-patolégicas son factores prondsticos
principales y primordiales para determinar la
progresion del carcinoma de mama “%.

En numerosos trabajos previos se ha
investigado acerca de la evolucién clinica de
las pacientes con carcinoma de mama segun la
clasificaciéon molecular. Las clases moleculares
mostraron curvas de supervivencia parecidas a
las descritas en los estudios pioneros de Perou
y col. 4549y corroborado por la gran mayoria
de las publicaciones posteriores. La clase
molecular luminal A present6 el mejor prondstico
con respecto a las otras clases moleculares.
La clase luminal B mostré una supervivencia
intermedia y las clases HER?2 y triple negativo,
peor prondstico, con diferencia significativa
(P<0,001). En este estudio se evidencia que las
clases moleculares con receptores hormonales
positivos tienen mejor prondstico, con mayores
ILE y SG, pudiendo ellos beneficiarse de la
terapéutica hormonal 249,

Por ualtimo, tomando en consideracion los
indices de proliferacion altos (=25,51 %) y bajos
(=14,50 %) y relacionandolos con la evolucion
clinica de las pacientes en cada clase molecular,
se obtuvo en el luminal A una media de 52,3
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meses y 36,5 meses; luminal B de 56,8 meses y
26,1 meses; HER2 de 49,2 meses y 21,7 meses;
y triple negativo de 37,8 meses y 26 .4 meses. Se
puede decir que ain en la misma clasificacion
molecular; la expresion del antigeno Ki-67 tiene
alto valor pronéstico. Las altas expresiones de
Ki-67 sefialan un peor prondstico en laevolucién
clinica del carcinoma de mamay, si se presentan
bajos indices de proliferacién celulares indicativo
que habra un mayor ILE y SG; En la literatura
consultada el Ki-67 ha mostrado relevancia

pronostica y para la clasificacion de los casos
(13-153947: pero no se encontraron referencias en
relacién especificamente con puntos de corte para
las clases luminal B, HER?2 y triple negativo.

En definitiva, de acuerdo a los resultados de
este estudio, se puede concluir que el indice de
Ki-67 permite establecer dentro de cada clase
molecular subgrupos de mejor o peor prondstico,
con valores de corte de 14,5 % para los luminal
Ay de 25,51 % para los luminal B, HER2 y
triple negativo.
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