Predominio del subtipo molecular Luminal B en un grupo de
mujeres con cancer de mama infiltrante del Eje Cafetero de
Colombia: analisis por técnica de inmunohistoquimica

Predominance of the Luminal B molecular subtype in a group of women
with infiltrating breast cancer from the Coffee Region of Colombia:
analysis by immunohistochemistry
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Resumen

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en las mujeres y constitu-
ye un problema de salud publica debido a sus altas tasas de morbimortali-
dad. El diagndstico se hace a través de estudios rutinarios de histopatologia
que se complementan con estudios de expresion de receptores hormona-
les (Receptores de Estrogenos y Progesterona), del factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER2) e indice de proliferacion celular (Ki67) para
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su subtipificacion en grupos moleculares (Luminal A, Luminal B, Her2 vy tri-
ple negativo), los cuales tienen implicaciones prondsticas y terapéuticas di-
ferentes. Globalmente, se ha reportado una alta prevalencia del subtipo
Luminal A, predominantemente en Norteamérica, Europa y algunos paises
latinoamericanos, sin embargo, los reportes en la poblacion colombiana son
heterogéneos. El objetivo de esta investigacion es establecer un perfil de
incidencia de dichos subtipos moleculares en una poblacion del eje cafetero
en Colombia. Retrospectivamente se analizaron muestras de 377 pacien-
tes con diagnodstico de cancer de mama infiltrante, entre los anos 2015 a
2018. Los diagnosticos histoldgicos incluyeron: Carcinomas Ductal infil-
trante NOS (339 casos; 89.9 %), lobulillar infiltrante (23 casos; 6.1 %), muci-
noso infiltrante (6 casos; 1.5 %), papilar infiltrante (1 caso; 0.2 %) y patrones
mixtos: ductal-lobulillar (3 casos; 0.7 %) y ductal con componente mucinoso
(5 casos; 1.3 %), de los cuales 56.2 % (212 casos) corresponden a luminal B,
22.2 % (84 casos) a Luminal A, 14.8 % (56 casos) a triple negativo y 6.6 %
(25 casos) a HER2. Estos hallazgos contrastan con la prevalencia reportada
a nivel mundial. Por lo tanto, en la poblacion del eje cafetero colombiano,
se debe considerar este predominio del patron luminal B al momento de
establecer prondstico y tratamiento por parte del personal médico tratante.

Palabras clave: Cancer de mama, inmunohistoquimica, prondstico.

Abstract

Breast cancer is the most common cancer in women and constitutes a
public health problem due to its high rates of morbidity and mortality. Diag-
nosis is made through routine histopathology studies that are complemen-
ted by expression studies of hormone receptors (Estrogen and Progesterone
Receptors), human epidermal growth factor 2 (HER2) and cell proliferation
index (Ki67) for their subtyping into molecular groups (Luminal A, Luminal B,
Her2 and triple negative), which have different prognostic and therapeutic
implications. Globally, a high prevalence of the Luminal A subtype has been
reported, predominantly in North America, Europe, and some Latin Ameri-
can countries; however, the reports in the Colombian population are hete-
rogeneous. The objective of this research is to establish an incidence profile
of these molecular subtypes in a population of the coffee region in Colom-
bia. In retrospect, samples of 377 patients with a diagnosis of infiltrating
breast cancer were analyzed, between the years 2015 and 2018. The his-
tological diagnoses included: NOS infiltrating ductal carcinomas (339 cases;
89.9 %), infiltrating lobular (23 cases; 6.1%), infiltrating mucinous (6 cases;
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1.5%), infiltrating papillary (1 case; 0.2%) and mixed patterns: ductal - lobu-
lar (3 cases; 0.7%) and ductal with mucinous component (5 cases; 1.3%),
of which 56.2% (212 cases) correspond to luminal B, 22.2% (84 cases) to
Luminal A, 14.8% (56 cases) to triple negative and 6.6% (25 cases) to HER2.
These findings contrast with the prevalence reported worldwide. Therefore,
in the population of the Colombian coffee region, this predominance of the
luminal pattern B should be considered when establishing prognosis and
treatment from medical staff.

Keywords: Breast Cancer, Immunohistochemistry, Prognosis

Introduccion

El carcinoma de mama es el cancer mas frecuente en el sexo femenino,
independiente de la raza o grupo étnico (1) vy lidera las muertes por canc-
er en Latinoamérica (2). Anualmente, se reportan cerca de 1,2 millones de
nuevos casos y aproximadamente 500.000 muertes debido a esta entidad
a nivel global. El Ultimo analisis de la Subdireccion de Enfermedades No
Transmisibles (ENT) del Ministerio de Salud vy Proteccién Social de Colombia
reporta un aumento del nimero de casos de cancer de mama en el pais
y mas de 2.500 fallecimientos por esta causa (3). Por lo anterior, esta pa-
tologia se considera actualmente un problema de salud publica.

A nivel molecular, el carcinoma de mama es heterogéneo, con patrones
inmunofenotipicos variables que a su vez llevan a diferencias en el compor-
tamiento del tumor y su prondstico. Respecto al carcinoma infiltrante de
mama (CIM), la subclasificacion molecular mas frecuentemente utilizada,
debido a su facil implementacion vy accesibilidad a nivel mundial, se basa en
el patron de expresion de las células tumorales de marcadores de receptor
de estrogenos (RE), receptor de progesterona (RP), el factor de creci-
miento epidérmico humano 2 (HER2 por sus siglas en inglés) y el marca-
dor de proliferacion celular Ki67; todos ellos se analizan mediante estudios
inmunohistoquimica y/o hibridacion in situ en el caso del HERZ2, este Ultimo
en caso de tener un patron equivoco en la inmunohistoquimica. La figura 1
muestra dicha clasificacion.

El carcinoma de mama es el cancer mas frecuente en el sexo
femenino, independiente de la raza o grupo étnico v lidera las
muerltes por cancer en Lalinoamerica.»
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Figura 1. Clasificacién molecular basadas en estudios de
inmunohistoquimica.
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Respecto al prondstico de estos grupos moleculares, los luminales pre-
sentan mejores tasas de sobrevida libre de enfermedad, sobrevida total y
sobrevida libre de metastasis a distancia. Sin embargo, el subtipo luminal
B se comporta peor que el luminal A con sobrevidas menores, estadistica-
mente significativas (4, 5). El subtipo triple negativo se ha caracterizado
por tener el peor comportamiento de todos, con alto riesgo de recurrencia
y muerte temprana debido a la enfermedad, al igual que mala respuesta al
tratamiento. El subtipo HER-2 positivo no luminal, a pesar de tener un mal
comportamiento bioldgico, tiene tratamiento farmacolégico dirigido, lo que
hace que los pacientes tengan opciones de manejo relativamente optimas
que se traducen en mejores sobrevidas al igual que mayor porcentaje de
respuesta patoldgica completa, en comparacién con los triples negativos (5).

La mayoria de reportes de la literatura, que provienen de Norteamérica
y Europa, consistentemente indican una mayor prevalencia del subtipo Lu-
minal A con rangos aproximados entre 40 y 60 % (6,7). La distribucion
del resto de los subtipos es heterogénea entre estas poblaciones. Estu-
dios latinoamericanos en México, Perl, Argentina, Venezuela y Cuba
muestran una tendencia similar (8, 9, 10, 11, 12) y estudios en poblacion
colombiana, muestran una distribucién variable entre los diferentes grupos;
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a pesar de que los subtipos luminales siguen predominando, algunos estu-
dios son consistentes con los reportes mundiales (prevalencia de Luminal A),
mientras que otros, indican predominio de subtipo luminal B.

El Instituto Nacional de Cancerologia, centro de referencia nacional, en
union con el Hospital Universitario del Caribe, condujo un estudio liderado
por Serrano y Colaboradores (13), en el cual se incluyeron 301 pacientes
con diagnostico de CIM, de los que 37.2 % correspondian al subtipo Lumi-
nal B, mientras que 26.2 % al Luminal A. Por otro lado, en Antioquia, Bonilla-
Sepulveda y colaboradores (14) analizaron una cohorte de 114 pacientes,
encontrando un predominio de subtipo Luminal A con 38.5 % seguido de
pacientes Luminal B con 32.4% de la poblaciéon estudiada; paralelamente,
Gomezy colaboradores (15) analizaron un grupo de 328 pacientes, también
de Antioquia, de los cuales mas de la mitad correspondian al grupo Luminal
B. Mas recientemente, Jaramillo (16) analizé una poblacion del magdalena
de 162 pacientes encontrando una distribucion igual entre los grupos Lumi-
nal Ay B (34.5 % cada uno).

Dada la importancia de la subtipificacion molecular debido al impacto
tanto prondstico como terapéutico que esta tiene en los individuos afecta-
dos por CIM, aunado a la heterogeneidad en los diferentes reportes a nivel
nacional, se decidio realizar un estudio retrospectivo en una poblacion
colombiana del eje cafetero, con el fin de establecer un perfil de prevalen-
cia de los diferentes subtipos moleculares del CIM, determinados a través
de técnica de inmunohistoquimica e hibridizacion in situ (para HER2,
cuando fuese requerido).

1. Materiales y Métodos

El presente trabajo corresponde a un estudio retrospectivo descriptivo
transversal, en el cual se incluyeron pacientes con diagnostico histolégico
de CIM entre los anos 2015 a 2018. El diagnostico fue realizado en un
laboratorio de patologia que procesa especimenes provenientes del eje caf-
etero colombiano; el Instituto Caldense de Patologia, ubicado en la ciudad

de Manizales, Colombia. Los criterios de inclusion de los pacientes fueron:
i. Disponibilidad de datos personales (afo del diagndéstico y edad)
Carcinoma infiltrante de mama
ii. Diagnostico entre 2015y 2018

ili. Estudio de marcadores de inmunohistoquimica y/o hibridacion in situ
(ISH) completos

El diagrama de flujo de seleccion de los pacientes se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Diagrama de flujo de inclusion y exclusion
de pacientes en el estudio
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El diagnostico histopatoldgico rutinario de las muestras evaluadas se re-
alizd en biopsias o especimenes quirtirgicos del archivo del laboratorio, y
se tuvieron en cuenta las guias del ASCO/CAP (Sociedad americana de on-
cologos clinicos/Colegio Americano de Patdlogos) v los criterios diagnosti-
cos de la Organizacion Mundial de la Salud. Las laminas histopatologicas
con tincién de Hematoxilina y Eosina fueron nuevamente revisadas por dos
patologos expertos para fines de este trabajo. Los estudios de RE, RP, HER2
y proliferacion celular con Kl67 se realizaron usando técnica de inmunohis-
toguimica. La positividad de los receptores hormonales (ER/PR) se deter-
mino teniendo en cuenta los criterios establecidos por las guias del ASCO/
CAP segln la cual una reactividad de 1% o mas se considera positivo. Para
establecer la presencia o no de sobreexpresion del HER2, se tuvo en cuenta
la guia de practica clinica del CAP y de la asociacion americana de oncologia
clinica (17) en donde una positividad fuerte y completa membranosa en
10% o mas de células tumorales se considera positiva; en caso de obtener
una sobreexpresion equivoca, se realizd estudio de Hibridacion fluorescente
in situ (FISH). El indice de proliferacion celular, estudiado con el marcador
Kl67, se determind teniendo en cuenta las guias del Grupo de trabajo inter-
nacional de Ki67 en cadncer de mama (18) en donde se establece que una
proliferacion menor o igual al 14% corresponde a indice bajo, y mayor a 14%
a un indice alto de proliferacion. Todos los estudios de inmunohistogquimica
fueron realizados por técnica automatizada, usando el equipo BenchMark

«Las laminas histopalologicas con tincion de
Hematoxilina v Eosina fueron nuevamente revisadas por
dos patologos expertos para fines de este trabajo.
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GX del laboratorio Roche Diagnostics con los marcadores Receptores de es-
trégenos (clone SP1), Receptores de progesterona (clone 1E2), Ki67 (clone
MIB-1) y HER 2 (clone PATHWAY HER2 4B5). Finalmente, a cada paciente
se le asignd un grupo molecular por técnica de inmunohistoquimica.

Las variables estudiadas para cada individuo fueron:

1. Edad al diagnostico

2. Género

3. Diagnostico histologico

4. Ano del diagndstico

5. Clasificacion molecular por inmunohistoquimica

Después de la recoleccion, la informacion fue filtrada e introducida en
una base de datos protegida para su posterior almacenamiento y analisis.
Para cada parametro se identifico el promedio de cada subgrupo.

En el presente trabajo no se publican nombres, registros hospitalarios
o cualquier informacién que viole la privacidad de los pacientes. La inves-
tigacion se presentd al comité de bioética de la Universidad de Manizales,
el cual dio el aval para el trabajo Los estudios histopatoldgicos realizados al
igual gue la técnica de inmunohistoquimica y FISH, corresponden a proce-
dimientos de rutina.

2. Resultados

Los datos relacionados con edad, casos diagnosticados por ano, género y
grupo etario se describen en la figura 3.

Figura 3. Distribucion de casos segln ano de diagndstico,

rango de edad y género.
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Los diagnosticos encontrados fueron los siguientes: Carcinoma Ductal
infiltrante, NOS (339 casos; 89.9 %), Carcinoma lobulillar infiltrante (23 ca-
sos; 6.1 %), Carcinoma mucinoso infiltrante (6 casos; 1.5 %), Carcinoma pa-
pilar infiltrante (1 casos; 0.2 %) y patrones mixtos: ductal lobulillar (3 casos;
0.7 %) y carcinoma ductal con componente mucinoso (5 casos; 1.3 %) como
muestra la figura 4.

Figura 4. Total casos segln diagndéstico histologico
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DIAGNOSTICOS HISTOLOGICOS

El porcentaje de receptores obtenidos en las muestras fueron los siguien-
tes: Receptor de estrogenos positivo 296 casos (78.5 %), Receptor de estro-
genos negativos 81 casos (21.5 %), receptor de Progesterona positivo 244
casos (64.7 %), receptor de progesterona negativo 133 casos (35.3 %). El
porcentaje de receptor HER2 obtenidos en las muestras fueron los siguien-
tes: O (138 casos; 36.6 %), 1+ (157 casos; 41.6 %), 2+ (18 casos; 4.7 %), 3+
(63 casos; 16.9 %).

De los casos que presentaron inicialmente HER-2 equivoco, que posteri-
ormente fueron analizados mediante la técnica de FISH resultaron: negati-
vos 16 casos (86.8 %), positivos 2 casos (13.2 %). Esto eleva el nimero total
de casos que son HER2 positivos a un total de 65 casos (17.5 %), e incluye
tanto a los que son receptores de estrégenos positivos (40 casos) como a
los receptores de estrogenos negativos (25 casos). Los HER2 negativos en
total son 311 casos (82.5 %), incluidos todos los O, 1+ vy 2+ que hayan sido
negativos para el FISH. El indice de proliferacion Kié7 mostro los siguientes
resultados: Ki67 igual o menor a 14 % son 107 casos (28.3 %). Ki67 mayor
a 14 % son 270 casos (71.7 %). En esta estadistica estan incluidos ademas
todos los casos HER2 positivos vy triple negativos.
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Los subtipos moleculares definidos por técnica de inmunohistoquimica se
distribuyeron de la siguiente manera (ver figura 5):

Luminal B (212 casos; 56.2 %).

Luminal A (84 casos; 22.3 %)

HER2+ (25 casos; 6.6 %).

Triple negativo (56 casos; 14.9 %)

Figura 5: Ejemplo de un caso de subtipo molecular Luminal B por la téc-
nica de inmunohistoquimica. HE= Hematoxilina y Eosina, a 200x. KI67= in-
dice de proliferacion celular. RE= Receptores de estrogeno. HER2= Factor

de crecimiento epitelial epidérmico 2 por sus cifras en inglés.

BT 2

.“" '.4

La Figura 6. muestra la distribucion de los subgrupos moleculares por
técnica de inmunohistoquimica en la poblacién estudiada comparado con la
distribucion a nivel mundial.
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Figura 6. Incidencia Local Vs global de los subtipos de cancer de mama
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3. Discusion

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en el sexo femenino, inde-
pendiente de la raza o grupo étnico. Constituye una de las principales cau-
sas de muerte por cancer a nivel mundial, predominantemente entre mu-
jeres latinas y afrodescendientes. Con el fin de determinar qué pacientes
estan en alto riesgo de morir debido a la enfermedad, asi como de presentar
recurrencia, recaida y/o metastasis a distancia, se han puesto a disposicion
algunas herramientas de histopatologia y analisis moleculares que permiten
una subtipificacion del tumor a nivel molecular.

La clasificacion molecular mas ampliamente estudiada y aplicada a nivel
mundial, gracias a su facil implementacion y disponibilidad sobre todo en
paises en via de desarrollo, es la subclasificacion molecular por inmunohis-
toquimica. Esta clasificacion utiliza la expresion o no de receptores hormo-
nales de estrogenos y progesterona por parte de las células tumorales, asi
como la sobreexpresion o no del factor de crecimiento epidérmico (HER2,
por sus siglas en inglés) v el indice de proliferacion celular con el marcador
ki67. Todos estos parametros son analizados rutinariamente en los labora-
torios de anatomia patologica a través de la técnica de inmunohistoquimica
y, en caso de obtener un resultado equivoco para HER2, se requieren pos-
teriores andlisis usando técnicas de hibridacién in situ (FISH/CISH). Final-
mente, los pacientes seran asignados a un grupo molecular dependiendo del
perfil de expresion encontrado (ver Figura 1). Sin embargo, esta clasificacion
por inmunohistoquimica tiene algunas limitaciones como es la variabilidad
interobservador de algunos marcadores como la expresion de ki67.

Esta subtipificacion molecular aunada a otros parametros como el tama-
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Ao tumoral y compromiso de ganglios linfaticos (T y N patolégicos), per-
mite al grupo de médicos tratantes conocer el prondstico, incluyendo las
probabilidades de recurrencia, tiempo de sobrevida total y sobrevida libre
de enfermedad. Con lo cual, una terapia personalizada vy dirigida puede ser
planeada para cada uno de los pacientes.

Enla poblaciéon general, tal como muestra la figura 6, el subtipo molecular
predominante es el Luminal A, caracterizado por tener un mejor pronéstico
y respuesta al tratamiento en general. En Colombia, los reportes son het-
erogéneos vy, aunque favorecen predominio de subgrupos luminales, algu-
nos estudios indican mayorfa de subtipo luminal Ay otros de Luminal B. El
subtipo luminal B tiene el peor prondstico entre los luminales, acarreando
no solo un peor comportamiento bioldgico, sino una pobre respuesta al
tratamiento si los comparamos con el subtipo luminal A.

Nuestro estudio es el primero reportado en la poblacion del eje cafetero
colombiano. Después de aplicar los criterios de inclusion mencionados
previamente, se analizd una cohorte de 377 pacientes diagnosticados con
CIM entre los anos 2015 a 2018 en un centro de referencia de anatomia
patoldgica localizado en el eje cafetero colombiano. Se identificaron para-
metros demograficos tales como edad y género, al igual que caracteristicas
histopatologicas como subtipo histoldgico tumoral y subclasificacién mo-
lecular. EI 100% de los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion
fueron mujeres, mas de un cuarto de los pacientes se encontraron entre 51
y 60 anos, aproximadamente un 90 % obtuvieron un diagnostico histolégico
de CIM ductal infiltrante de tipo no especial (NOS) vy la mitad fueron cla-
sificados como Luminal B. Esto implica que, en comparacion a la mayoria
de los pacientes reportados en literatura mundial y nacional que reportan
mavyor prevalencia de pacientes del subtipo Luminal A (6, 7), nuestras pa-
cientes tendran probablemente peor prondstico a expensas de sobrevidas
estadisticamente menores (general y libre de enfermedad) (4,5) v, por tanto,
deben ser sometidas a un régimen de seguimiento y tratamiento estricto y
personalizado.

Futuros estudios deben incluir la identificacién de patrones de expre-
sion molecular segln raza y ancestralidad, realizar estudios Unicamente
en pacientes que tengan los estudios moleculares en la biopsia inicial,
asi como estudiar por separado pacientes sometidos a neoadyuvancia vs
aquellos que no fueron sometidos a neoadyuvancia, con el fin de iden-
tificar o descartar seleccion clonal por el tratamiento, analizar pacientes
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diagnosticadas en otros centros de diagndstico de patologia y comple-
mentar los estudios moleculares basados en inmunohistoquimica con
estudios complementarios basados en datos gendmicos y transcriptomica.

En conclusion, nuestro estudio es el primero reportado en la literatura en
pacientes del eje cafetero colombiano, en el cual identificamos una preva-
lencia del subtipo luminal B por técnica de inmunohistoquimica entre las
pacientes afectadas por CMI. Estos hallazgos contrastan con los reportados
a nivel mundial, los cuales consistentemente han reportado prevalencia del
subtipo luminal A.

Esto debe ser tenido en cuenta por el cuerpo médico tratante, no solo
para llevar a cabo planes de tratamiento acordes y personalizados, sino tam-
bién para implementar medidas de prevencién mas estrictas, acordes a la
poblacion.
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