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RESUMEN
El cancer de mama es una enfermedad heterogénea a nivel clinico y molecular (Turashili &
Brogi, 2017), caracterizada por el desarrollo de neoplasias en el tejido glandular mamario
(Feng et al., 2018, Sharma et al., 2010). Puede ser causada por diversos factores genéticos,
hereditarios, ambientales y del estilo de vida (Shin et al., 2010; Chen et al., 2011, Morch et
al., 2017). Esta enfermedad ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad en mujeres a
nivel mundial y en Colombia. Segun los datos de Globocan, en el 2018 se reportaron 3702
muertes y 13380 nuevos casos en el pais, por lo que se ha considerado un problema de salud
publica (Globocan, 2018; Pardo et al.,, 2017). Dentro de esta enfermedad se reconocen
diferentes subtipos moleculares, luminales (luminal A y luminal B), HER2-enriquecido, tipo
basal y normal-like, cada uno con caracteristicas de pronéstico y comportamiento clinico-
patolégico diferente (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Sorlie et al.,2003). En la practica
clinica de rutina, se utiliza la evaluacién de marcadores de inmunohistoquimica en donde se
evalla la expresién de los receptores hormonales (receptor de estrégeno y receptor de
progesterona), HER2 y Ki67 (Goldhirsch et al.,2011) para la asignacion de los casos en
subtipos de cancer de mama. La frecuencia de estos subtipos varia entre las
diferentes poblaciones (DeSantis et al., 2016; Troester et al., 2018). Para la poblacién
colombiana se ha reportado una alta prevalencia del subtipo luminal B (Gémez et al., 2015;
Serrano et al., 2016; Ossa et al., 2015). A nivel molecular, en nuestra poblacion se ha descrito
una expresion diferencial de los genes ERBB2 y GRB7 en tumores luminal B especificamente
en pacientes con una mayor fraccién de ancestria indigena americana (Serrano et al., 2017),
Estos genes codifican para las proteinas HER2 y GRB7, quienes estan relacionadas con
procesos de proliferacion, supervivencia y migracion celular (Loibl & Gianni, 2017; Turke et
al., 2012; Luoh et al.,, 2019, Fernandez et al.,, 2008), y a su vez su co-expresion se ha
reportado asociada con un peor pronéstico de la enfermedad (McCann & Slamon, 2018,
Sareyeldin et al., 2019; Chu et al.,, 2019). En Colombia, el valor prondstico de la co-
expresion HER2 y GRB7 se desconoce, por lo que el presente trabajo tuvo como objetivo
analizar la presentacion de variables clinico-patoldgicas de acuerdo a la expresion de estas
proteinas en mujeres colombianas con cancer de mama invasivo diagnosticadas en el
Instituto Nacional de Cancerologia entre los afios 2013 y 2015. En nuestros resultados se
encontré que la proteina GRB7 estuvo principalmente expresada en los subtipos HER2
positivo (p= < 0,05). Adicionalmente, y contrario a lo reportado en la literatura, nuestros
resultados sugieren que los tumores HER2+/GRB7+ presentaron un menor tamafio tumoral,
menor porcentaje de recurrencia y un mayor tiempo de supervivencia libre de recaida,
sugiriendo que la co-expresion de HER2 y GRB7 no confiere caracteristicas de peor
prondstico en comparacion a cuando solo se expresa HER?2.

Palabras clave: cancer de mama, luminal B, HER2, GRB?7, variables clinico-patoldgicas
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INTRODUCCION

El cancer de mama es el carcinoma con mayor incidencia en mujeres a nivel mundial, asi
mismo, dentro de la poblaciéon colombiana ocupa el primer lugar en incidencia y mortalidad
por cancer (Globocan, 2018; Pardo et al., 2017). En los ultimos afios se ha visto un incremento
en las cifras de incidencia a nivel mundial; situacién que puede obedecer a los esfuerzos
realizados para mejorar el acceso a pruebas de tamizaje, como la mamografia (Welch et al.,
2016).

El cancer de mama es una enfermedad altamente heterogénea a nivel histopatolégico y
molecular (Turashvili & Brogi, 2017), que se origina en el tejido mamario por multiples factores
ambientales y genéticos (Feng et al., 2018). En el afio 2000 Perou y colaboradores basandose
en andlisis de perfiles moleculares, propusieron una clasificacion del cancer de mama en
cuatro subtipos moleculares: luminales (luminal A y luminal B), HER2 enriquecido, de tipo
basal (basal-like), y de tipo normal (normal-like). El panel de expertos de St. Gallen teniendo
en cuenta que cada uno de los subtipos presentan caracteristicas biolégicas, moleculares y
de prondstico diferente (Sorlie et al., 2001; 2003) y que el uso de técnicas moleculares como
microarreglos de expresion o secuenciacion de siguiente generacién (next generation
sequencing) no son costo-efectivas para los andlisis de rutina en laboratorios de patologia,
plantearon una aproximacién para la clasificacibn de estos, basada en técnicas de
inmunohistoquimica evaluando la expresion de receptores hormonales (receptor de
estrogeno (RE) y receptor de progesterona (RP)), el factor 2 de crecimiento epidérmico
(HERZ2) y el marcador de proliferacion celular Ki67 (Goldhirsch et al., 2011).

Diferencias en la distribucién de subtipos de cancer de mama han sido reportados entre
grupos poblacionales (DeSantis et al., 2016; Troester et al., 2018). En poblacién Latina, tanto
de Estados Unidos como de Latinoamérica se ha reportado una alta prevalencia de subtipos
mas agresivos como los HER2-positivos (luminal B y HER2-enriquecido) y el triple negativo
(Hines et al., 2011). En Colombia, se ha reportado que el subtipo intrinseco de céancer de
mama mas prevalente es el luminal B (Gémez et al, 2015; Serrano et al., 2016). Esto es de
resaltar ya que a pesar de que los subtipos luminales tienen buen pronéstico en comparacion
con los otros subtipos, el luminal B presenta un comportamiento clinico mas agresivo
comparado con el luminal A, que puede estar relacionado con la alta expresién de genes
relacionados con la proliferacion celular como MKI67 y CDK1 (Cancer genome atlas, 2012;
Ades et al., 2014)

En nuestra poblacion, se han realizado estudios de expresién génica sobre el tumor de

acuerdo a la ancestria genética de las pacientes y los resultados han sugerido que las mujeres
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con cancer de mama del subtipo luminal B y con una mayor ancestria indigena americana,
presentan una mayor expresion del gen ERBB2 y de otros genes localizados en la misma
region como GRB7 (Serrano et al., 2017). ERBB2 es un gen que codifica para la proteina
HER2 que hace parte de la familia de los receptores del factor de crecimiento y participa en
vias de proliferacion y supervivencia celular (McCann & Slamon, 2018); su expresion se ha
reportado asociada con un prondéstico desfavorable en el cancer de mama (Engels et al.,2016;
Sorlie et al., 2001).

El gen ERBB2 se encuentra amplificado en aproximadamente el 20% de los tumores de
mama (Kao & Pollack, 2006; McCann & Slamon, 2018; Sahlberg et al., 2013), y generalmente
se co-amplifica con genes localizados en el locus 17q12-21, como por ejemplo GRB?7,
STARD3, PERLD1, que pueden conferir mayor un mayor potencial de proliferacién a las
células tumorales (Kao & Pollack, 2006; Nadler et al., 2010; Sahlberg et al., 2013) y por lo

tanto conferir un peor pronéstico de la enfermedad.

La co-expresion de GRB7 y HER2 se ha reportado asociada a un peor prondstico de la
enfermedad (Nadler et al., 2010), dado probablemente por la acciéon conjunta de estas
proteinas en el crecimiento tumoral y por el rol regulador de GRB7 en la sefializacién de HER2
(Bai & Luoh, 2007; De Pradip et al, 2013; Luoh,2019). Adicionalmente la expresion de GRB7
en tumores HER2+ se ha asociado al desarrollo de resistencia a terapias anti-HER2.
(Sahlberg et al., 2013; Luoh, 2019)

Considerando 1). la alta prevalencia del subtipo luminal B en nuestra poblacién, 2). la
expresion diferencial de ERBB2 en tumores del subtipo luminal de acuerdo a la ancestria
genética y 3). que la co-expresion de ERBB2 con otros genes como GRB7 se ha reportado
asociado con un peor prondstico de la enfermedad, resulta necesario realizar estudios que
puedan aclarar las implicaciones que tiene la expresion de estos genes dentro de la poblaciéon
colombiana. El presente trabajo analiz6 las diferencias en la presentacion de variables clinico-
patoldgicas de acuerdo a la expresion proteica de HER2 y GRB7 en un grupo de tumores de
los subtipos luminal B y HER2-enriquecido teniendo en cuenta la alta prevalencia y la
importancia biolégica de HER2 en la poblacién Latina, aportando de esta manera a la
compresion de la biologia de esta enfermedad, que aun hoy es considerada como un

problema de salud publica.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

El cancer de mama en la actualidad es concebido como un problema de salud publica (Pardo
et al., 2017), por lo que ha sido objeto de diversas investigaciones en torno a su biologia
tumoral, comportamiento clinico y posibles tratamientos. Sin embargo, la gran mayoria de los
estudios han sido realizados principalmente en mujeres europeas y estadounidenses y un
muy bajo porcentaje ha incluido mujeres de otras razas/etnias como las Latinas (Popejoy &
Fullerton, 2016). Esto ultimo es relevante, teniendo en cuenta que los resultados de diferentes
estudios han sugerido que la ancestria juega un papel importante en la biologia tumoral (Huo
et al., 2017; Pitt et al., 2018), por lo que resulta oportuno realizar estudios en poblaciones
mestizas como la latina que son producto de mestizaje de la poblacién europea, africana e

indigena americana.

En Colombia, se ha mostrado una alta prevalencia de los subtipos luminales, en especial del
subtipo luminal B (Gémez et al., 2015; Ossa et al.,, 2015; Serrano et al., 2016) y se ha
informado una expresion diferencial de algunos genes como ERBB2 y GRB7 en pacientes
gue presentan una mayor fraccion de ancestria indigena americana (Serrano et al., 2017).

Teniendo en cuenta que la expresion diferencial de estos dos genes puede estar
posiblemente modulada por ancestria en nuestra poblacion, y que su co-expresion se ha
relacionado con un prondstico desfavorable de la enfermedad, resulta importante realizar
estudios en nuestra poblacion que permitan dilucidar acerca de su rol en la enfermedad. Esto
mediante la evaluacion de las diferencias en el comportamiento clinico-patolégico de la
enfermedad cuando las proteinas que son codificadas por estos genes (HER2 y GRB7) se
co-expresan o se expresan de forma independiente en subtipos intrinsecos de la enfermedad

de interés en la poblacion colombiana.
1.2 PREGUNTA PROBLEMA

¢La co-expresion de HER2 y GRB7 en el cancer de mamé en mujeres colombianas confiere

un comportamiento clinico mas agresivo?
1.3 JUSTIFICACION

ERBB2 codifica para la proteina HER2; que es considerado un biomarcador con un
importante valor prondstico y predictivo (Blows et al., 2006; Furrer et al, 2018; Marchio et al.
2020; Nicolini et al. 2018). Su expresion se ha reportado asociada con un fenotipo mas

agresivo de la enfermedad, por ejemplo, un alto grado tumoral, un mayor indice de
11



proliferacion celular (Engels et al., 2016; Aman et al., 2019) y bajas tasas de supervivencia
libre de la enfermedad y supervivencia global (Sanpaolo et al., 2011). Sin embargo, los
pacientes que expresan HER2, generalmente tienden a mejorar su prondéstico al ser tratados
con terapias dirigidas anti-HER2 (Mendes et al., 2015).

Por otro lado, GRB7 codifica para la proteina 7 unida al receptor del factor de crecimiento
(GRB7), esta relacionado con procesos de angiogénesis, migracion y proliferaciéon celular,
(Shen & Guan, 2004, Fernandez et al., 2008). Ademas, se presume puede tener un rol
importante en la sefalizacion de HER2 (De Pradip et al., 2013; Luoh, 2019). La expresion de
GRB7 también se ha visto asociado con caracteristicas clinicas de mal prondstico como un
mayor tamafno del tumor, alto grado tumoral y metastasis ganglionar (Ramsey et al., 2011;
Vermehren et al., 2020). Debido a esto, se le ha considerado como un posible marcador
pronéstico dentro del cAncer de mama y un potencial blanco terapéutico (Ramsey et al., 2011;
Chu et al. 2019).

La co-amplificacion de estos genes se ha relacionado con una menor supervivencia, en
comparacion a cuando solo se expresa HER2 (Nadler et al., 2010) sin embargo, para la
poblaciéon colombiana se desconoce el valor prondstico de la expresion independiente de
HER2 y GRB7 y de su co-expresion. Por eso que nuestro trabajo se centra en analizar la
diferencia en la distribucion de variables clinico-patoldégicas de acuerdo a la expresion
proteica de HER2/GRB7, en mujeres colombianas diagnosticadas con cancer de mama
invasivo con subtipos HER2 positivos entre los afios 2013-2015 en el Instituto Nacional de
Cancerologia E.S.E (INC E.S.E). Esto, como una aproximacion del impacto en el pronéstico

de la enfermedad de acuerdo a la expresion de estas dos proteinas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Analizar las diferencias en las variables clinico-patologicas de acuerdo a la expresion proteica
de HER2 y GRB7 en mujeres colombianas con cancer de mama

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar las diferencias en el comportamiento clinico del cAncer de mama de acuerdo
con la expresiéon de HER2

2. Analizar las diferencias en la presentacién de variables clinico-patologicas de acuerdo
a la expresion de GRB7 en pacientes diagnosticadas con tumores HER2 positivos

3. Establecer la relacién entre la intensidad de expresion de GRB7 con caracteristicas

de interés clinico

13



4. MARCO CONCEPTUAL

3.1 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es una neoplasia heterogénea a nivel morfolégico y molecular, su
desarrollo ha sido asociado con factores de riesgo como la edad, la herencia y el estilo de
vida (Cuevas & Garcia, 2006; Ban & Godellas, 2014). Alrededor del mundo presenta los
mayores indices de incidencia y mortalidad por cancer, especialmente entre la poblacion
femenina (Harbeck et al., 2019). En las Ultimas décadas se ha evidenciado un incremento
significativo de casos, posiblemente relacionados con la implementacion efectiva de pruebas
de tamizaje como la mamografia (Ban & Godellas, 2014; Di Sibio et al., 2016), que han
permitido diagndsticos en etapas tempranas de la enfermedad.

Para el afio 2018, Globocan reporté a nivel mundial cerca de 2.1 millones de casos nuevos y
626.679 muertes relacionadas con la enfermedad, cifras que aumentaron significativamente,
respecto a los reportes realizados para el afio 2012, donde se registraron 1.7 millones de
nuevos casos y 522.000 muertes. Las regiones con mayor incidencia de cancer de mama en
el mundo son Australia, Norteamérica y Europa, mientras que estas cifras son menores en

Africa y Asia.

Con respecto a la mortalidad las mayores tasas se han reportado en paises africanos, del
Caribe, y especialmente en regiones de Oceania como Melanesia y Polinesia y las menores
en Nueva Zelanda/Australia, Norte de Europa y América del Norte a pesar de ser las regiones
con las mayores tasas de incidencia (Bray et al., 2018) (Figura 1). Las diferencias en las tasas
de mortalidad entre las regiones del mundo pueden estar explicadas en parte por el nivel
socio econémico, ya que, en regiones con elevados indices de pobreza y bajos niveles de
educacién, es menor el acceso a pruebas de tamizaje y tratamientos después del diagnéstico
(Sprague et al., 2011).

14



Age standardized (World) incidence and mortality rates, breast

Incidence Mortality
Australia and New Zealand 942 12.6
Western Europe 926 155
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North America B4.B 126
Southern Europe 203 123
Polynesia 216
South America % 134
Central and Eastern Europe . 155
Caribbean 18.1
Melanesia 255
Morthern Africa 184
World . 13.0
Southern Africa i 156
Western Asia 136
Micronesia 183
Eastern Asia
Central America . 104
South-Eastern Asia . 14.1
Western Africa 17.8
Eastern Africa . 15.4
Middle Africa ; 158
South-Central Asia X 136
150 100 50 0 50 100 150

ASR (World) per 100 000
Figura 1. Tasas de incidencia y mortalidad a nivel mundial-International Agency for Research on Cancer 2018
(Globocan, 2018)
En Colombia, segun las cifras de Globocan en el 2018 se reportaron 13380 casos nuevos de
cancer mama y 3702 muertes asociadas a la enfermedad, ocupando asi, el primer lugar en
incidencia y mortalidad por cancer en mujeres en nuestro pais (Figura 2). La tasa de
incidencia ha ido incrementando en los Ultimos afios, entre el 2007 y 2011, la tasa de
incidencia ajustada por edad fue de 33,5 casos por cada 100,000 habitantes (Pardo &
Cendales, 2015) mientras que para el afio 2018 fue de 44,1 por cada 100.000 individuos.
(Globocan, 2018). Las mayores tasas de incidencia ajustadas por edad para el pais se
registraron para Valle del Cauca (43,5), Atlantico (42,8) y San Andrés (41,9) (Pardo &
Cendales, 2015). Sin embargo, se presume que los casos que suceden al interior de zonas
rurales y grupos étnicos no son registrados y por lo tanto no son tenidos en cuenta dentro de
los datos oficiales (INC, 2012). En cuanto a la mortalidad, se ha reportado una mayor razén
estandarizada por mortalidad para los departamentos del Atlantico, Quindio, Valle del Cauca,
Arauca y Risaralda; y asi mismo, un mayor riesgo de mortalidad en la region Andina, y algunos
puntos en las regiones Caribe y Orinoquia como Barranquilla, Santa Marta, Bucaramanga y
San Andrés y Providencia, lo que demuestra que existe un incremento del riesgo de

mortalidad en poblaciones de raza negra (INC, 2017; Pardo & Cendales, 2015).
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Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Colombia, females, all ages
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Figura 2. Tasas de incidencia y mortalidad de cancer en mujeres Colombia-International Agency for Research
on Cancer 2018 (Globocan, 2018)

3.2 Factores de riesgo en cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad multifactorial en donde interacttan factores genéticos,
ambientales y estilos de vida (Feng et al., 2018). Los factores de riesgo descritos para cancer
de mama se clasifican en modificables y no modificables. Los modificables son todos aquellos
relacionados con estilos de vida, como, por ejemplo, una alimentacion rica en grasas, poca
actividad fisica (Shin et al.,2010), obesidad (Engin, 2017), consumo de alcohol (Chen et
al.,2011), uso de anticonceptivos por largos periodos de tiempo (Morch et al., 2017) y
nuliparidad (Thakur et al., 2017; Husby et al., 2018). Sin embargo, se han documentado
factores que tienen un efecto protector en las mujeres, como el embarazo y la lactancia antes
de los 30 afos, probablemente por los cambios fisiol6gicos que ocurren durante este periodo
en el tejido mamario (Husby et al.,2018).

Al mismo tiempo los factores de riesgo no modificables estan relacionados con tener una
edad superior a los 50 afios, haber presentado una menarquia temprana o0 una menopausia
tardia. En relacion a la raza, las mujeres afroamericanas tienen menores tasas en
comparacion con las mujeres blancas americanas, pero tienen una mayor mortalidad y peor
pronostico, lo que puede estar asociado con que las mujeres afroamericanas suelen presentar
caracteristicas clinico-patologicas desfavorables como por ejemplo el compromiso de
ganglios, la metéstasis y el desarrollo de tumores con receptores hormonales negativos
(Carey et al.,, 2006; Daly et al.,2015; Vogel, 2018). Por ultimo, dentro de los factores

genéticos, destacan las mutaciones en los genes supresores de tumor BRCAL vy
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BRCA2 asociados frecuentemente a casos de cancer de mama hereditario; y enfermedades
con mutaciones genéticas que pueden incrementar el riesgo de padecer cancer de mama,
como los sindromes de Li Fraumeni (TP53), Cowden (PTEN), Lynch (MLH1) y Peutz-Jeghers
(STK11) (Paluch-Shimon et al., 2016 ; Larsen et al., 2014).

3.3 Anatomiay desarrollo del tejido mamario

Anatémicamente el seno se compone de la piel Intralobular
. . , . terminal duct
externa, fascia superficial y parénquima de la Terminal duct Lobule
lobular unit

mama, éste Ultimo engloba al téjido glandular, el

Extralobular
terminal duct

estroma fibroso, téjido adiposo y estructuras de
soporte (McGuire, 2016) Duct

El téjido glandular o epitelio glandular en una
mujer adulta tiene aproximadamente de 15 a 20
I6bulos, cada uno de ellos estd compuesto por un
ducto vy lobulillos que albergan a los acinos, Fatty Tissue
siendo éstos las glandulas productoras de leche Lobe
(McGuire, 2016). Existen diferentes tipos de Figura 3. Anatomia del seno. Se detalla el
I6bulos, el tipo 1 presente en la pubertad, complejo de ductos y I6bulos. Tomado de

compuesto por un grupo de aproximadamente 11 Morazavi etal., 2016.

brotes alveolares, el tipo 2 de una mujer adulta nulipara, y un tipo 3 presente en el embarazo,
con una gran cantidad de acinos, que se convertiran en alveolos (McGuire, 2016).

El desarrollo y diferenciacion de la glandula mamaria se presenta al iniciar la pubertad,
momento en el que hay mayor biodisponibilidad de hormonas como el estrogeno y la
progesterona (McGuire, 2016). En el seno, los estrdgenos junto con el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF1) apoyan el crecimiento y ramificacion ductal; la progesterona permite
el desarrollo lobulillar, especialmente durante el embarazo (Macias & Hinck, 2012; Mcguire,
2016). En la mujer, la glandula mamaria continuamente tiene eventos proliferativos mediados
por procesos bioldgicos como el ciclo menstrual y el embarazo (Macias & Hinck, 2012).
La mama sufre dos procesos de involucion importantes a lo largo de la vida que implican
disminucion de tamafio y capacidad funcional, el primero relacionado al destete después de
lactancia mediado por procesos apoptéticos (Macias & Hinck, 2012) y él ultimo durante la

menopausia posiblemente debido a los bajos niveles de estrégenos (Henson & Nsouli, 2017).
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3.4 Clasificacion histologica del cancer de mama

Existen dos categorias principales en las que se han
clasificado los tumores mamarios de acuerdo a su
histologia y ubicacién: carcinoma in situ y carcinoma
invasivo o infiltrante. El primero corresponde a un
tumor que solo se encuentra presente en el I6bulo o
ducto sin invadir el tejido mamario, contrario al
carcinoma infiltrante, donde las células cancerigenas

atraviesan la membrana basal y llegan a dicho tejido,

en este punto tienen la capacidad de hacer Normal Duct

Carcinoma (1DC)

metastasis, propagandose a otras partes del cuerpo
(Sharma et al., 2010; McGuire, 2016). El cancer de

Figura 4. Comparacion de un ducto normal
mama in situ se divide en: carcinoma lobular in situ con un carcinoma ductal invasivo (IDC)
(LCIS), menos frecuente y desarrollado dentro de las  '°mado de Sharma etal. 2010
glandulas de leche o l6bulos; y carcinoma ductal in situ (DCIS), siendo el mas comun dentro
de los in situ (83%), limitado a los ductos lactiferos de la mama (Sharma et al., 2010, Ward et
al., 2015). Este a su vez de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas de sus células se ha
subdividido en carcinoma micropapilar, papilar, sélido, comedo y cribiforme (Malhotra et al.,

2010).

El cancer de mama invasivo o infiltrante se clasifica en: carcinoma ductal invasivo (IDC),
representa aproximadamente el 70% a 80% de casos (Corben et al, 2013), seguido del
carcinoma lobular infiltrante (ILC), que se presenta entre el 10% a 15% de los casos (Sledge
etal., 2016). Existen otros tipos de carcinomas invasivos menos frecuentes, que ocurren entre
el 1% a 7% de los casos, como el de tipo tubular, ductal lobular, mucinoso y medular (Malhotra
et al., 2010, Linda et al., 2010).

Por otra parte, se han reportado otros tipos de cancer de mama que son menos frecuentes,
representando apenas el 1% de los casos totales, entre ellos se encuentran: el cancer

inflamatorio, la enfermedad del pezon de Paget y los tumores filoides (Sharma et al., 2010).

3.5 Marcadores de clasificacion de subtipos de cancer de mama (ER, PR, HER2, Ki67)

En el afio 2000, Perou y colaboradores, partiendo de un analisis de expresion génica en
tumores con cancer de mama, consolidaron la clasificacion de esta enfermedad en subtipos
moleculares (Luminales (A y B), HER2-Enriquecido, Basal y normal). Esta clasificacion,

reconocio la heterogeneidad de este cancer, ademas, de evidenciar que cada una de estas

18



entidades presentaban caracteristicas biologicas y de prondstico diferente (Sorlie et al., 2001
2003).

Estos avances en términos moleculares han permitido tener una vision mas clara sobre el
comportamiento de la enfermedad. Sin embargo, la inclusion de estas pruebas conlleva un
alto costo, de manera que no son de rutina en la practica clinica (Cheang et al., 2009;
Abubakar et al., 2019). Otras alternativas, menos costosas y efectivas, como el uso de
sustitutos basados en pruebas inmunohistoquimicas, han tomado importancia y en la
actualidad permiten hacer aproximaciones a los subtipos moleculares bajo los lineamientos
propuestos por el panel de expertos St. Gallen (Goldhirsch et al., 2011), influyendo asi, en la

toma de decisiones terapéuticas de los pacientes (Walter et al., 2020).

Los marcadores de inmunohistoquimica que usualmente son empleados para la asignacion
de los casos a subtipos intrinsecos son: Receptor de estrégenos (RE), Receptor de
progesterona (RP), factor 2 de crecimiento epidérmico (HER2) y Ki67. A continuacion se
presenta una breve descripcion sobre ellos.

3.5.1 Receptor Estrogeno (RE)

El RE es un factor de transcripcion nuclear, que se activa mediante la union al estrégeno, con
el fin de regular la supervivencia y proliferacién celular al interior del tejido glandular mamario
(Gown, 2008; Korach et al., 2019). Los RE encontrados a nivel celular son principalmente 3,
uno de ellos es un receptor de estrégeno de membrana (GPER 1) y los dos restantes, son

receptores de estrogeno nucleares (ERa y ERB) (Fuentes & Silveyra, 2019).

El RE tiene dos vias de accion, la via gendémica y la via no gendmica. En la via gendmica RE
activa la expresion génica de genes como ¢c-MYC vy la Ciclina D1 (Hewitt & Korach, 2018),
uniéndose directamente al ADN por medio de los elementos de respuesta al estrégeno (ERE)
(Cilbir & Yalcin, 2019) o interactuando de manera indirecta con el ADN por medio de factores

de transcripcion como Aply Spl (Hewitt & Korach, 2018; Fuentes & Silveyra, 2019).

En la via no genémica actta principalmente GPER1 (Hewitt & Korach, 2018), alli, mediante
sefializacion intracelular se activan factores de transcripcion como el factor de crecimiento
epidérmico, el factor de crecimiento similar a la insulina 1R, la quinasa Src, la proteina
adaptadora Shcy el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) que participan en la expresion de genes

gue se relacionan con la proliferacién celular. (Cilbir & Yalcin, 2019).
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La expresion del receptor de estrogeno alpha (ERa) se ha descrito en méas del 70% de los
cancer de mama y su evaluacion ha permitido establecer la sensibilidad de los pacientes a
terapia endocrina con antagonistas del estrégeno como el tamoxifeno, de manera que se le
ha catalogado como un fuerte marcador predictivo (Ross et al., 2019). A su vez, la Sociedad
Estadounidense de Oncologia Clinica y el Colegio de Pat6logos Americanos han establecido
los lineamientos para evaluar la expresion de RE, donde este marcador se establece positivo
cuando mas del 1% de las células lo expresan. Estas recomendaciones han contribuido a su

inclusion en la practica clinica (Allison et al., 2020).

3.5.2 Receptor de Progesterona (RP)

Aligual que el RE, el RP también se encuentra involucrado en el desarrollo del tejido mamario,
inicialmente en la ramificacion lateral ductal y posteriormente en el embarazo, en el desarrollo

lobuloalveolar (Brisken, 2013).

Dentro de los RP, se encuentran algunas isoformas, las mas comunes son RP-A y RP-B,
siendo PR-B quien lleva a cabo la proliferacion celular de la glandula mamaria durante el
embarazo (Cenciarini et al., 2019; Cilbir & Yalcin, 2019; Trabert et al., 2019).

El RP al igual que el RE, tiene dos vias de accion, la via genémica y la via no gendmica. La
via genbémica se divide en un mecanismo clasico y un mecanismo no clasico. El mecanismo
clasico se caracteriza por presentar uniéon directa del RP al ADN, por medio de los elementos
de respuesta a la progesterona (ERP) que se encuentran cercanos a genes blanco para su
expresion (Cenciarini et al., 2019; Trabert et al., 2019). En el mecanismo no clasico, el RP
puede unirse a factores de transcripciébn como Ap-1, Spl y Stat3, de esta manera activar la
expresion de genes que carecen de ERP y que son de importancia para el progreso del ciclo
celular como la Ciclina D1 (Cenciarini et al., 2019). La otra accién de RP reside en la via no
gendmica, caracterizada por la activacién de sefializacion intracelular que desencadena la
activacion de rutas para el crecimiento y mantenimiento celular como RAS/MAPK y PI3K/Akt
(Cenciarini et al., 2019). Ademas de ello, se ha descrito un mecanismo paracrino que induce
la proliferacion celular en células RP negativas a partir de la activacion del sistema RANKL-
RANK por parte de células RP positivas no proliferativas (Grimm et al., 2016; Trabert et al.,
2019).

La evaluacion de este marcador en cancer de mama, sigue los lineamientos propuestos por
la Sociedad Estadounidense de Oncologia Clinica y el Colegio de Pat6logos Americanos,
considerandose positivo bajo el mismo parametro que RE, cuando mas del 1% de las células

presenta tincion (Allison et al., 2020).

20



La expresion conjunta del RE con el RP indica qué pacientes pueden beneficiarse de la
terapia endocrina (Cilbir & Yalcin, 2019; Dembinski et al., 2020). Como marcador pronostico
se ha documentado que tumores RE+/RP+ tienen una mejor supervivencia libre de
enfermedad en comparacion con tumores RE+/RP- , sin embargo, esta afirmacion es aun
controvertida (Dembinski et al., 2020). Estudios adicionales mencionan que el valor prondstico
de RP debe evaluarse en conjunto con el indice de proliferacién celular (Van Asten et al.,
2019).

3.5.3 HER2

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano es codificado por el proto-oncogen
Her2/neu o Erbb2 ubicado en el cromosoma 17 (179gl2-21). Es una glicoproteina
transmembrana que hace parte de la familia de receptores tirosin quinasa del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) constituida por: HER1, HER2, HER3 y HER4 , que contribuyen

al crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular. (Chang et al., 2012; Igbal et al., 2014)

Hasta el momento HER2 no tiene un ligando conocido (Fasolo & Gianni, 2016), pero se
presume puede activarse por medio de la heterodimerizacion con otros receptores tirosin
guinasa de su familia EGFR (Appert-Collin et al., 2015; Igbal et al., 2014) y asi activar vias
de sefializacion intracelular involucradas en la proliferacion y supervivencia celular como PI3K
/ AKT y Ras / Raf / MEK / MAPK, (Carnero & Paramio, 2014; Hou et al., 2020)

HERZ2 se sobreexpresa y/o amplifica entre el 15y el 20% de casos de cancer de mama (Wolff
et al., 2018; Fasolo & Gianni, 2016) y esta amplificacibn se ha relacionado con un
comportamiento mas agresivo de la enfermedad, como bajas tasas de supervivencia global y
supervivencia libre de metastasis (Sanpaolo et al., 2011) alto riesgo de recurrencia, alto grado
tumoral, metastasis en ganglios linfaticos, mayor porcentaje de expresion Ki67 y resistencia

a la terapia endocrina (Engels et al.,2016; Hou et al., 2020).

Por otro lado, existe particular interés en HER2 por ser objeto dentro del desarrollo de terapias
blanco-dirigidas, en las que destaca el uso de Trastuzumab (Herceptin), que ha mostrado
buenos resultados tanto en los casos ER+/HER2+ como ER-/HER2+; y en combinacién con
diferentes tratamientos en regimenes de adyuvancia y neoadyuvancia (Rimawi et al., 2015).
De acuerdo a lo anteriormente mencionado, la evaluacion de HER2 dentro de la rutina clinica
cobra relevancia por la informacién que puede dar acerca de la respuesta a tratamientos y

del prondstico de la enfermedad.

Dicha evaluacion se realiza bajo las recomendaciones de la Sociedad Estadounidense de

Oncélogos Clinicos (ASCO) y del Colegio de Patélogos Americanos (CAP), donde son
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establecidos los criterios para la evaluacion de este marcador por pruebas de
inmunohistoquimica considerandose un resultado negativo cuando no se presenta tincién 6
esta es débil o incompleta en > 10% de las células, positivo cuando en > 10% de la células
tumorales se presenta una tincidbn completa e intensa y equivoco cuando la tincion es
moderada y/o débil en > 10% de las células; en éste ultimo caso se recomienda realizar una
prueba adicional evaluando la amplificacién del gen por técnicas de hibridacién in situ
fluorescente (FISH) para esclarecer el resultado (Wolff et al., 2018). Esta es una prueba que
determina el niumero de copias del gen HER2 haciendo uso de sondas marcadas con

fluorescencia que se unen a regiones especificas del ADN (Sauter et al., 2009).

3.5.4 indice de proliferacion celular Ki67

Ki67 es una proteina humana de expresion nuclear codificada por el gen MKI67 ubicado en
el cromosoma 10 en la regién g25. Desde los afios 80 se le ha reconocido como un marcador
gue evalla la proliferaciéon celular, debido a que evidencias experimentales demostraron su
expresion durante el ciclo celular tanto en células normales como en tumorales (Scholzen &
Gerdes, 2000; Miller et al., 2018). Esta proteina esta principalmente expresada en las fases
activas del ciclo como lo son G1, S, G2 y M, alcanzando su punto maximo de expresion en la
fase My siendo baja o inexistente en GO (Miller et al., 2018). De acuerdo a ello, se ha sugerido
como hiomarcador y se ha incluido como sustituto inmunohistoquimico en cancer de mama
(Goldhirsch et al., 2013).

En el entorno clinico, la evaluacién de Ki67 para cancer de mama, se realiza bajo técnicas
inmunohistoquimicas, haciendo uso de anticuerpos monoclonales como como MIB-1 u otros
(MM-1, Ki-S5 y SP6), que se unen al antigeno Ki67 principalmente en el nucleo (Penault &
Radosevic, 2017; Viale et al., 2019). Como marcador predictivo, Ki67, ha permitido predecir
la probabilidad de respuesta de los pacientes a la quimioterapia (Viale et al., 2019). Como
marcador pronostico, un valor de expresion de Ki67 mayor al 20% en tumores de mama, se
ha relacionado con una menor supervivencia libre de enfermedad (Arima et al., 2019),
ademas de asociarse con un tamafio tumoral mas grande y un mayor grado histolégico
(Fasching et al., 2019). Cabe destacar que ademas de ser un marcador pronostico y
predictivo, en la actualidad, su analisis permite la clasificacion de los tumores luminales en
luminal A y luminal B, siendo este Gltimo el que presenta un mayor porcentaje de expresion
Ki67 (Goldhirsch et al., 2013; Prat et al., 2015).
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3.6 Variables clinico-patoldgicas

Las variables clinico-patolégicas incluyen las caracteristicas descritas en la revision clinica
del paciente, a partir del examen fisico, técnicas de diagnéstico por imagen y estudios
histologicos e inmunohistoquimicos del tumor (Fernandez, 2015). Dentro de estas variables
se encuentran principalmente, tamafio tumoral, compromiso ganglionar, grado histologico,

invasion y estado de receptores hormonales (RE, RP), HER2 y Ki67 (Arciero et al., 2018).

En la practica clinica, estos factores anatomo-patolégicos, permiten una clasificacion del
cancer de mama de acuerdo a la etapa clinica de la neoplasia, con el fin de predecir el mejor
enfoque terapéutico y el posible prondstico del paciente (Kim et al., 2018; Giuliano et al.,
2018). Generalmente, esta clasificacion se realiza bajo el sistema de estadificacion TNM
(tumor [T], ganglios linfaticos [N], metastasis [M]), propuesto por el Comité Conjunto
Americano del Cancer (AJCC) (Giuliano et al., 2018).

Cada una de estas variables aportan a la prediccion pronéstica del cAncer de mama. En la
literatura se ha descrito que el tamafio tumoral, la cantidad de ganglios linfaticos afectados,
la metastasis, el grado histoldgico y la invasion tumoral, juegan un papel determinante en la
malignidad y agresividad de la enfermedad, asociada a una mayor posibilidad de recurrencia
y menor supervivencia especifica o libre de enfermedad (Arciero et al., 2018; Gluz et al., 2016;
Mook et al., 2009; Singh et al., 2016). Dentro de estas caracteristicas, la mas relevante ha
sido el compromiso ganglionar, donde a mayor numero de ganglios afectados, peor es el
pronostico del paciente, incluso, independientemente del tamafio tumoral (Arciero et al.,
2018). La segunda, pero no menos importante, es el tamafo del tumor, sin embargo, su
prondstico se ve influenciado por el compromiso ganglionar (Kasangian et al., 2017; Welch et
al., 2016). Por otro lado, se encuentran el grado histoldgico y la invasién linfovascular que,
aungque no son determinantes consistentes de mal prondstico, las dos influyen en él, en
especial la invasion linfovascular que se relaciona fuertemente con el desarrollo de metastasis
ganglionar (Rakha et al., 2008; 2012).

Aunque la evaluacion de estas variables clinico-patolégicas ha sido rutinaria en la practica
clinica, los avances actuales a nivel molecular han aportado significativamente en la
comprension biolégica de la enfermedad y en la decision sobre el tratamiento a emplear,
siendo en la mayoria de los casos, el aspecto mas relevante a tener en cuenta (Braunstein et
al., 2017; Kasangian et al., 2017, AJCC, 2017). En la actualidad, en cancer de mama, se ha
investigado la relacion que existe entre la expresion de genes, proteinas, receptores y
subtipos intrinsecos o moleculares especificos y las variables clinico-patoldgicas (Aman et al,
2019; Cusati et al., 2014; Ramsey et al., 2011; Qiu et al., 2016).
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3.7 Subtipos moleculares del cancer de mama

Perou y colaboradores en el afio 2000 basados en pruebas de perfiles de expresion génica
identificaron diferencias en la expresion de determinados genes entre tumores de distintos
pacientes; por lo que propusieron una clasificacion del cAncer de mama en cuatro subtipos
moleculares (Luminal A y luminal B), HER2-enriquecido, Basal y Normal-like) que al mismo
tiempo se correlacionaron con las caracteristicas fenotipicas de los tumores y su prondéstico
(Sorlie et al., 2001).

Aquellos tumores con expresion de genes relacionados al receptor de estrégeno y células
luminales como citoqueratina 8/18 (CK 8/18), fueron agrupados en luminales, que a su vez
se subdividen en los subtipos luminal Ay luminal B, mientras que en los tumores RE negativos

se incluyeron al subtipo HER2- enriquecido, basal, y normal.

3.7.1 Luminal A

El subtipo luminal A corresponde aproximadamente al 30% a 40% de los casos sin embargo,
se ha visto que estos porcentajes varian entre los diferentes paises (Fragomeni et al, 2018;
Kondov et al., 2018). Son tumores con buena diferenciacion celular, poca proliferacion (Ahn
et al.,, 2015, Hashmi et al.,, 2018), bajas tasas de recurrencia y mayores tiempos de

supervivencia global comparado con los otros subtipos (Haque et al., 2012; Liu et al., 2015).

En relacién a sus caracteristicas moleculares, presenta menos mutaciones en genes de
proliferacidon en comparacién con el subtipo luminal B (Gatza et al., 2014). Tiene mutaciones
en genes como PIK3CA, MAP3K1, GATA3, TP53, CDH1 y MAP2K4, (Cancer Genome Atlas,
2012), alteraciones en las cascadas de sefalizacion PI3K/AKT MAP-quinasas y RAS, y
aberraciones en los cromosomas 1, 8 y 16. A su vez, éste grupo ha sido subclasificado de
acuerdo a patrones genéticos en cuatro subtipos de luminal A (CNA silencioso, 1g/16q, Chr
8 y CNA alto), evidenciando la amplia heterogeneidad de éstos tumores tanto a nivel
molecular como en el desarrollo clinico de la enfermedad (Ciriello et al., 2013). Por otro lado,
en lo que se refiere al tratamiento, suelen beneficiarse de terapia hormonal basada en
tamoxifeno (regulador selectivo del receptor de estrégeno), fulvestrant (regulador del receptor
de estrogeno) y Letrozol (inhibidor de aromatasa) (Lumachi et al., 2013, Rocca et al., 2018,
Prat et al., 2016).

3.7.2 Luminal B

El subtipo luminal B, es una entidad diversa dentro de los subtipos luminales (Choi et al.,

2019). A diferencia del subtipo luminal A, los tumores luminal B, tienden a mostrar una baja
24



expresion del receptor de progesterona y genes como FOXAL (Prat et al., 2015) y una mayor
expresion de genes relacionados con proliferacion celular, como MKI67, CCNB1, MYBL2 y
CCNDL1 (Ades et al., 2014; Cancer Genome Atlas, 2012; Prat et al., 2015), ademas de una
pérdida funcional de RB1 (Cancer Genome Atlas, 2012).

En los tumores luminal B se han reportado un mayor nimero de mutaciones asociadas a los
genes FOXO3, PISKCA y TP53 (Cornen et al.,, 2014), siendo TP53 el gen con mayor
porcentaje de mutacion en comparacion con el subtipo luminal A (Cancer Genome Atlas,
2012). Previamente, este subtipo se ha caracterizado por presentar cambios drasticos en el
namero de copias de ADN y un mayor nimero de aberraciones cromosomicas (Prat et al.,
2015). Ademas, se ha evidenciado que una parte de los tumores luminal B expresan HER2
(Cheang et al., 2009; Choi et al., 2019; Prat et al., 2015), mostrando un pronostico mas
agresivo de la enfermedad (Choi et al., 2019). El subtipo luminal B, se ha asociado con un
alto grado histolégico, un tamafio tumoral mas grande, presencia de metastasis ganglionar y
recurrencia temprana en los pacientes (Choi et al., 2019; Ding et al., 2019; Hashmi et al.,
2018). Respecto a la eleccion terapéutica, la primera opcion es la terapia endocrina, no
obstante, en algunos casos se ha informado poca sensibilidad o resistencia a estallo, lo que
ha sugerido la inclusion de la quimioterapia citotoxica en los esquemas de tratamiento (Ades
et al., 2014; Choi et al., 2019; Ding et al., 2019; Kondov et al., 2018; Matsunuma 2020).

3.7.3 HER2-Enriquecido

El subtipo HER2-enriquecido se observa en el 15% a 20% de los casos (Krishnamurti &
Silverman, 2014). Este tipo de tumores estan asociados a un prondstico desfavorable dada
su poca diferenciacion histologica, alta proliferacion celular y una rapida progresion de la
enfermedad (Burstein et al., 2005; Sareyeldin et al., 2019); ademas de altas tasas de
recurrencia después de la cirugia y tiempos de supervivencia global mas cortos (Park et al.,
2012). A nivel molecular, se caracterizan por sobreexpresar y/o amplificar HER2 (Cancer
Genome Atlas, 2012) y presentar una alta expresion de genes relacionados al amplicon de
ERBB2, como GBR7 (Perou et al, 2000, Sorlie et al., 2001). También presentan frecuentes
mutaciones en TP53 (72%) y PIK3CA (39%), y poca expresion de genes luminales (Cancer
Genome Atlas, 2012, Darb-Esfahani et al., 2016).

Aunque son tumores agresivos, el tratamiento con terapias anti-HER2 como trastuzumab,
pertuzumab, T-DM1, entre otros, mejoran considerablemente su prondstico, aumentando el
tiempo de supervivencia global tanto en pacientes con metastasis como en aquellos que se
encuentran en estadios tempranos (Mendes et al., 2015; Schettini et al., 2020). También

pueden beneficiarse de regimenes combinados con quimioterapia citotoxica de taxanos,
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antraciclinas, y carboplatinos (Mendes et al., 2015, Dai et al, 2015, Diaz-Redondo et al, 2019).
En la actualidad se han empezado a tener en cuenta los linfocitos infiltrantes de tumor y las
mutaciones en PIK3CA como biomarcadores dentro del disefio de ensayos clinicos con el fin
de obtener mejores resultados y beneficios para el paciente (Schettini et al., 2020).

3.7.4 Basal

El subtipo basal representa entre el 10% y el 25% del total de los casos en cancer de mama
(Perou, 2011; Jiang et al, 2019). Se reconocen con el equivalente de tumores triple negativos
(RE(-), RP(-) y HERZ2 (-)) (Jiang et al., 2019; Perou, 2011), sin embargo solo entre el 50% y
el 75% de estos, son basales (Dai et al., 2015; Kumar & Aggarwal, 2016). Los tumores basales
se caracterizan por expresar un mayor numero de genes relacionados con proliferacion
celular y genes vinculados con células de la capa mioepitelial como las citoqueratinas basales
(CK5, CK6, CK14, CK17), caveolina-1, aB-cristalina, P-cadherina y c-KIT (Cancer genome
atlas, 2012; Perou, 2011, Prat et al., 2015); ademas de presentar mutaciones frecuentes en
los genes TP53, PTEN y RB1 (Prat et al., 2015; Cancer genome atlas, 2012; Jiang et al.,
2019).

Es diagnosticado en su mayoria en pacientes jévenes, afrodescendientes y portadoras de las
mutaciones en BRCA1 y BRCA2 (Carey et al., 2006; Schneider et al., 2008), mostrando un
perfil agresivo de la enfermedad, relacionado con un alto indice de proliferacion celular, gran
tamafio tumoral, alto grado histolégico, mayor compromiso ganglionar y recurrencia
temprana (Jiang et al., 2019). En relacién al tratamiento clinico, se ha documentado como un
subtipo sin un blanco molecular establecido, por lo que los pacientes suelen ser tratados con
quimioterapia citotéxica (Kumar & Aggarwal, 2016), no obstante, se han venido
documentando nuevos enfoques terapéuticos, que incluyen: inhibicion de la poli ADP-ribosa
polimerasa (PARP) y EGFR, e inmunoterapia (Lyons & Triana, 2019; Perou, 2011). En la
actualidad, dentro de los basales, se ha descrito un nuevo subtipo denominado Claudin low
(Perou, 2011) y otras 6 entidades diferentes dentro de los tumores TN, lo que concluye que
el subtipo basal es altamente complejo y heterogéneo (Lehmann et al., 2011; Sporikova et
al., 2018) .

3.7.5 Normal-like

Los tumores de mama denominados como normales representan entre un 5% y 10% del total
de los casos de cancer de mama (Eroles et al., 2012). Han sido incluidos dentro del subtipo
triple negativo, debido a que estas neoplasias no resultan positivas para receptores

hormonales (RE/RP) y HER2; sin considerarse basales, debido a su carente expresion de
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citoqueratinas (5/6) y EGFR (Nofech-Mozes et al. 2009). Estudios como el de Calza et al.
(2006), han documentado que resultan ser tumores pequefos.

Sorlie y colaboradores (2001), mencionan que existe una expresion de genes relacionados
con el tejido adiposo y otros tipos de células no epiteliales, presentando ademas baja
expresion de genes relacionados con el epitelio luminal (Perou et al., 2000).

Respecto a su prondstico, se cree que es mejor en comparacion con los tumores basales y
similar al de los subtipos luminales. Sin embargo, existen disparidades, ya que se comenta
gue este subtipo no se encuentra bien tipificado y que probablemente se presenta por

contaminacion de células no-tumorales en las muestras (Eroles et al., 2012).

3.8 Co-expresion GRB7 y HER2

Las proteinas GRB7 y HER2 son codificadas por los genes GRB7 y ERBB2 respectivamente.
Estos genes estan localizados en el amplicon ERBB2, en el locus 17g12-g21, de ahi que
estas proteinas suelan encontrarse co-expresadas (Evans, 2006). HER2 es un receptor
transmembranal asociado a la activacion de vias de sefalizacion involucradas en el
crecimiento, proliferacion, supervivencia y migracion celular (McCann & Slamon, 2018).
Mientras que GRB7 o también conocida como proteina 7 ligada al receptor del factor de
crecimiento, esta relacionada con procesos de angiogénesis, migracion y proliferacion celular
(Han et al., 2001; Shen & Guan, 2004, Fernandez et al., 2008; Luoh, 2019). Se ha observado
gue esta proteina puede estar expresada o co-expresada con HER2 en carcinomas de
mama, esofago, gastrico, y cervical, favoreciendo la inhibicion de apoptosis celular y la

capacidad invasiva del tumor (Tanaka et al., 2000; Kwon et al., 2017; Zhao et al., 2017).

Ahora bien, en el caso particular del cancer de mama, esta co-expresion esti asociada a un
peor prondstico que cuando solo se encuentra expresado HER2 (Nadler et al., 2010, Bivin et
al, 2016) situacién que puede estar relacionada con la participacién sinérgica de ambas
proteinas en la formacion del tumor (Bai & Luoh, 2007), y con que GRB7 por medio de su
dominio SH puede regular la sefializacion de HER2 corriente abajo, favoreciendo la activacion
de rutas de proliferacion y supervivencia celular (Nencioni et al., 2010; De Pradip et al,
2013; Luoh, 2019). A nivel clinico, también se ha observado que GRB7 puede estar asociado
con la resistencia que desarrollan ciertos tumores a las terapias anti-HER y antiestrégenos
(Sahlberg et al., 2013; Luoh, 2019). Por ejemplo, un estudio realizado con lineas celulares y
xenotrasplantes demostré que una forma de adaptacion celular frente a la administracion de
lapatinib, inhibidor de HER2, fue generar un incremento de GRB7, resultando asi en un rapido
progreso de la enfermedad y a su vez, mostrando la estrecha relacion que existe entre estas

dos proteinas (Nencioni et al., 2010).
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5. METODOLOGIA

4.1 Disefio del estudio

El presente trabajo esta enmarcado bajo el proyecto titulado “Ancestria genética como un
potencial modulador de la expresion de los genes ERBB2/GBR7/MIEN1 en pacientes
colombianas con cancer de mama” (2018-2020), realizado en el Grupo de Investigacion de
biologia del cancer del Instituto Nacional de Cancerologia E.S.E., Bogota, Colombia; a cargo

de Maria Carolina Sanabria y Silvia Juliana Serrano Gomez.

Este es un estudio retrospectivo que incluyé 361 pacientes con diagndstico confirmado de
cancer de mama invasivo entre los afios 2013y 2015 en el INC E.S.E. Las pacientes incluidas
cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: 1) Diagnéstico histolodgico confirmado de
cancer primario de mama invasivo; 2) Disponibilidad de bloques de parafina y laminas
histolégicas del tumor obtenidos en cirugias (cuadrantectomia o mastectomia), 3) Presencia
de al menos el 10% de contenido tumoral invasivo.

Los casos que cumplieron inicialmente con los criterios de inclusion fueron revisados por el
médico patélogo, quien confirmd el diagnéstico histopatoldgico y seleccioné dos bloques, los

gue contuvieran el mayor contenido tumoral.

4.2 Evaluacion de receptores hormonales (RE, RP) y HER2

La evaluacion de RE, RP, HER2, Ki67, y GRB7 fue realizada por técnicas de
inmunohistoquimica en el laboratorio de patologia del INC E.S.E. Estos resultados fueron
utilizados para clasificar los casos en subtipos intrinsecos, teniendo en cuenta los
lineamientos establecidos por el panel de expertos de St. gallen en el afio 2015 (Esposito et

al., 2015; Gnant et al., 2015), como se observa en la tabla 1.

SUBTIPO INTRINSECO SUSTITUTOS CLINICO PATOLOGICOS

Todos los siguientes
Positivo RE

Luminal A o
Positivo RP (=20%)
Baja expresién de Ki67 (< 20%)
Luminal B (HER2-Negativo)
Positivo RE
Luminal B HER2 negativo

Al menos una de las siguientes:
Positivo RP (<20%)
Alta expresion de Ki67 (= 20%)
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Luminal B (HER2-Positivo)
Positivo RE
HER2 sobre-expresado o amplificado
Cualquier expresion de RP
Cualquier expresion de Ki67

. . HER2 sobre-expresado o amplificado
HER2-E
nriquecido RE y RP negativos

HER2 negativo
RE y RP negativos
Tabla 1. Clasificacién subtipos intrinsecos segun el consenso de St. Gallen (2015)

Basal-like

La expresion del receptor de estrégeno y progesterona se consideraron positivos cuando al
menos el 1% de las células present6 tincion nuclear y citoplasmatica. HER2 se evalud bajo
las recomendaciones de las Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO) y el Colegio
de patdlogos americanos (CAP) (Wolff et al., 2018), descritas en la tabla 2. Para los casos
HER2, con resultado equivoco, se buscé en su historia clinica si se reportaron resultados
adicionales analizados por otras técnicas como, por ejemplo, FISH, para evaluar la
amplificacién del gen ERBB2.

HER2 TINCION DE MEMBRANA PUNTAJE
POSITIVO Completa e intensa en més del 10% de las células 3+
EQUIVOCO Débil a moderada en mas del 10% de las células 2+
Incompleta y débil para méas del 10% de las células 1+
NEGATIVO :
Ausente o débil en menos del 10% de las células 0

Tabla 2. Clasificacion se Her2 segun Sociedad Americana de Oncologia Clinica y el Colegio de patélogos
americanos (2018)

4.3 Evaluacion por inmunohistoquimica de GRB7

Adicionalmente, se evalué la expresion proteica de GRB7 con el fin de cumplir con los
objetivos del estudio. Este, se considerd positivo si mas del 10% de las células tumorales
presentaban tincibn a nivel de membrana celular y citoplasma. También, se report6 la
intensidad de la marcacion de la siguiente forma: 0 (negativa), 1+ (débil), 2+ (moderada), y
3+ (fuerte).

El presente trabajo titulado “Anélisis de la expresion de HER2/GRB7 y su asociacién con
variables clinico-patoldgicas en un grupo de mujeres con diagnostico de cancer de mama
invasivo” toma la informacion clinico-patoldgica de los pacientes con tumores de los subtipos
luminal B y HER2-enriquecido teniendo en cuenta los antecedentes y justificacion
anteriormente descrita y se planteé como objetivo encontrar diferencias en la presentacion
de caracteristicas clinicas y patolégicas de acuerdo a la expresion proteica de HER2 y GRB7.

Para esto, se planteé la siguiente hipétesis:
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4.4 Hipotesis operativa

La co-expresion de las proteinas HER2 y GRB7 esta relacionada con un comportamiento mas

agresivo del cancer de mama en mujeres colombianas

4.5 Evaluacion de variables clinico-patoldgicas

Se evaluaron las diferencias en la presentacion de las variables clinico-patoldgicas de tipo
cuantitativo y cualitativo que se indican en la tabla 3, teniendo en cuenta los objetivos
planteados. Las variables cualitativas como edad, tamafio tumoral y nimero de ganglios
comprometidos, fueron categorizadas teniendo en cuenta el manual de estadificacion del
cancer de mama propuesto por el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC),
y la revision de diferentes articulos cientificos (Carter et al., 1989; Onitilo et al., 2009; Forsare
et al., 2018; Bernet et al., 2017).

VARIABLES CATEGORICAS

VARIABLE CATEGORIA
Edad <50/>50
Escala de Bloom Richardson (WAIWAT
Estadio Clinico /v
Tamafo tumoral < 20mm / 21mm a 50mm / >50mm
Invasion Si/ No

Linfatica vascular / Linfatica vascular dérmica
/ Linfatica vascular perineural / Otra
Compromiso de bordes tumorales Si/ No
Compromiso de ganglios linfaticos Si/ No
Numero de ganglios linfaticos
comprometidos

Tipo de invasion

l1a3/4a9/>9

Compromiso de ganglio centinela Si/ No
Estado de receptor de estrégeno Positivo / Negativo
Estado de receptor de progesterona Positivo / Negativo
Estado de HER? Positivo (3+) / Negativo (0+ / 1+) / Equivoco
(2+)
Estado de GRB7 Positivo / Negativo

Negativa (0) / Débil (1+) / Moderada (2+) /
Fuerte (3+)
Expresion de Ki67 < 20% / = 20%

Luminal A/ Luminal B / HER2-enriquecido /
Triple negativo
Cuadrantectomia
Mastectomia

Presento recurrencia Si/ No

Local / Local y sistémica / Regional / Sin
recurrencia

Estado vital Vivo / Fallecido

Intensidad de GRB7

Subtipos intrinsecos

Manejo Quirurgico

Tipo de recurrencia
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VARIABLES CUANTITATIVAS

Edad
Peso
Altura
indice de masa corporal
Expresion de Ki67
Tamafio del tumor
Tabla 3. Definicion de variables clinico-patolégicas evaluadas en el estudio.

4.6 Analisis estadistico

Las diferencias en la presentacion de variables clinico-patolégicas de acuerdo a la expresion
de HER2 y la co-expresion con GRB7, fueron analizadas usando el test de independencia
Chi-cuadrado de Pearson (x?) o test exacto de Fisher, segun el caso. Los valores de p

menores a 0,05 fueron considerados como estadisticamente significativos.

Se uso el test de Kolmogorov - Smirnov para probar si los datos de las variables cuantitativas
seguian una distribucion normal. Teniendo en cuenta la distribucién no normal de estos datos,
se emplearon las pruebas no paramétricas para muestras independientes, U Mann Whitney
y Kruskal Wallis, dependiendo el caso. Un p valor de la prueba Kruskal Wallis < 0,05 fue
considerado estadisticamente significativo. En estos casos se realizé la prueba post-Hoc,

usando el test de Dunn con la correcciéon de Bonferroni.

Se utiliz6 el método de Kaplan Meier y el test de Log rank para evaluar diferencias en la
supervivencia libre de recaida de acuerdo a la expresion de GRB7 en tumores HER2
positivos. La supervivencia libre de recaida se calculé desde el afio de la cirugia hasta el afio
de la primera recurrencia. Los tipos de recurrencia se definieron de la siguiente forma:

recurrencia local cuando hay presencia de tumores en el mismo lugar donde se diagnosticé

el tumor primario; recurrencia regional, tumores presentes en los ganglios linfaticos cercanos

a la mama y recurrencia sistémica, definida por la presencia de tumores en otro 6rgano del

cuerpo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el programa SPSS version 25 para
Windows (Chicago, IL, USA).

4.7 Consideraciones éticas

Este trabajo no vincula un consentimiento informado, debido a que la investigacion se basa
en un estudio retrospectivo, sin riesgo, en el que se hizo una revision de historias clinicas y
el andlisis de muestras biologicas ya almacenadas (2013-2015) y, no se realiz6 ninguna

intervencion sobre las pacientes.
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6. RESULTADOS

Se incluyeron 361 casos de mujeres
diagnosticadas con céancer de mama
invasivo en el Instituto Nacional de
Cancerologia entre el afio 2013 y 2015.

La edad promedio al momento del
diagnéstico fue de 59,8 afios (Rango 31,7
- 89,3), predominando el grupo etario de
mujeres mayores de 50 afios. Con una
mediana para las variables de peso, altura
e indice de masa corporal (IMC) de 64 kg,
154 m y 26,91 kg/m2respectivamente
(Tabla 4).

CARACTERISTICAS
GENERALES N (%)
(n=361)

Edad de diagnéstico

< 50 88 (24,4)
>50 273 (75,6)

Promedio de la edad

de diagndstico 59.8+116
Mediana Peso (KQ) 64 +12

Mediana altura (m) 1,54 + 0,07

Mediana IMC 26,91 +4,81

Tabla 4. Caracteristicas generales pacientes INC

Con respecto a las caracteristicas clinicas
de la poblacién, el 87,2% de esta fue
diagnosticada en estadios clinicos Il y I,
con tumores de tamafio tumoral
predominantemente entre 21 a 50
milimetros (mm) (47,1%) y una mediana de
tamafo tumoral de 30 mm * 26. La gran
mayoria de los pacientes recibieron
manejo quirdrgico por mastectomia
(55,7%) y no presentaron recurrencias al
momento de la finalizacién del presente

estudio (67,6%). Dentro de las pacientes

que si desarrollaron recurrencias (25,2%),

la méas frecuente fue la de tipo sistémico
(17,5%) (Tabla 5). Al momento de la
finalizacion de este estudio el 76,7% de los

pacientes incluidos estaban vivos.

N )
Estadio Clinico
| (la-1b) 40 (11,1)
Il (lla-llb) 156 (43,2)
[l (Ia-11b-Ilic) 159 (44,0)
\Y 6 (1,7)
Tamafio Tumoral
<20 mm 96 (26,6)
21-50 mm 170 (47,1)
>50mm 83 (23,0)
No hay registro 12 (3,3)
Manejo
Quirdrgico
Cuadrantectomia 160 (44,3)
Mastectomia 201 (55,7)
Recurrencia
Si 91 (25,2)
No 244 (67,6)
No hay registro 26 (7,2)
Tipo de
Recurrencia
Local 11 (3,0)
Regional 12 (3,3)
Sistémica 63 (17,5)
Regional-sistémica 4(1,1)
No Aplica 244 (67,6)
No hay registro 27 (7,5)
Estado Vital
Fallecido 83 (23,0)
Vivo 277 (76,7)
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No hay registro 1(0,3)

Mediana tamafio

del tumor (mm) 30+26

Tabla 5. Variables clinicas pacientes INC

La totalidad de los casos incluidos fueron
del tipo histologico, carcinoma ductal
infiltrante. De acuerdo con el sistema de
clasificacion de Bloom Richardson,
el grado 1l (53.2%) fue el mas comdun,
seguido del grado Il (38.2%). 173 de los
casos (47,9%) presentaron compromiso de
ganglios linfaticos y el 51,1% tenia invasion
tumoral, en particular de tipo linfatica-
vascular (39,1%) (Tabla 6).

VARIABLES

No hay registro 1(0,3)
Numero de Ganglios
Linfaticos
1-3 79 (21,9)
4-8 60 (16,6)
>9 35(9,7)
Sin compromiso 111 (30,7)
No hay registro 76 (21,1)
Compromiso Ganglio
Centinela
Si 49 (13,6)
No 71 (19,7)
No aplica 240 (66,5)
No hay registro 1(0,3)
Compromiso Bordes
Tumorales
Si 29 (8,0)
No 325 (90,0)
No hay registro 7(1,9)

PATOLOGICAS N (%)
Escala Bloom
Richardson
| 30 (8,3)
Il 192 (53,2)
11 138 (38,2)
No hay dato 1(0,3)
Invasion
Si 186 (51,5)
No 139 (38,5)
No hay registro 36 (10,0)
Tipo de Invasion
Linfatica, vascular,
dérmica 23 (6.4)
Llnfat|ce_1, vascular, 25 (6,9)
perineural
Linfatica, vascular 93 (25,8)
Otros 45 (12,5)
No aplica 139 (38,5)
No hay registro 36 (10,0)
Compromiso Ganglios
Linfaticos
Si 173 (47,9)
No 108 (29,9)
No aplica 79 (21,9)

Tabla 6. Variables patologicas pacientes INC

Con relacién al resultado de las pruebas
inmunohistoquimicas, el estado de los
receptores estrégeno y progesterona,
mostraron un alto porcentaje de positividad
en el 77,3% y 67,9%, respectivamente.
Mientras que HER2 y GRB7 se expresaron
con menor frecuencia (15,2% y 12,2%,
respectivamente) y su co-expresion estuvo
presente en el 10.2% de los casos. Méas de
la mitad de los tumores presentaron
valores de expresion de Ki67 altos (59%).
Con respecto a la clasificacion de los casos
en subtipos intrinsecos, se observd una
alta frecuencia del subtipo Iluminal B
(42,2%), seguido de luminal A (28%), triple
negativo (15,2%) y en menos frecuencia el
HER2-enriquecido (5,8%) (Tabla 7).
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INMUNOHISTOQUIMICA

N (%)

Estado Receptor de

Estrogenos
Negativo 82 (22,7)
Positivo 279 (77,3)
Estado Receptor de
Progesterona
Negativo 116 (32,1)
Positivo 245 (67,9)
Estado HER2
Positivo (3+) 55 (15,2)
Equivoco (2+) 47 (13,0)
Negativo (1+) 38 (10,5)
Negativo (0+) 221 (61,2)
Estado Ki67
<20 % 148 (41,0)
=20 % 213 (59,0)
Estado GRB7
Positivo 44 (12,2)
Negativo 314 (87,0)
No hay registro 3(0,8)
Intensidad GRB7
Fuerte (3+) 15 (4,2)
Moderada (2+) 13 (3,6)
Débil (1+) 16 (4,4)
Negativo (0) 314 (87,0)
No hay registro 3(0,8)
Subtipo Intrinseco
Luminal A 101 (28,0)
Luminal B 163 (45,2)
HER2-enriquecido 21 (5,8)
Triple negativo 55 (15,2)
No clasificable 21 (5,8)
MedianaKiI?;presién 20 + 27
Tabla 7. Resultado de las pruebas de

inmunohistoquimica realizadas sobre los pacientes

incluidos
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5.1 RESULTADOS POR OBJETIVO

5.1.1 Objetivo 1

Evaluar las diferencias en el comportamiento clinico de los subtipos de cancer de mama de

acuerdo con la expresion de HER2

Teniendo en cuenta que, en la poblacion latina, incluyendo la colombiana, se ha reportado
una expresion diferencial por ancestria del gen ERBB2, que codifica para la proteina HER2,
y que en Colombia se ha observado una alta prevalencia del subtipo Luminal B; se evaluaron
variables clinico-patolégicas de acuerdo con la expresion proteica de HER2, en los subtipos
luminal B HER2+, luminal B HER2- y HER2-enriquecido.

LUMINAL B LUMINAL B HER2-
HER2- HER2+ ENRIQUECIDO p
n=103 n= 34 n=21
N (%) N (%) N (%)
Edad de diagnéstico 0,47
<50 22 (21,4) 9 (26,5) 7 (33,3)
> 50 81 (78,6) 25 (73,5) 14 (66,7)
Estadio Clinico 0,002
| (la-1b) 11 (10,7) 4(11,8) 1(4,8)
Il (lla-11b) 47 (45,6) 19 (55,9) 2(9,5)
11 (a-lb-llic) 43 (41,7) 10 (29,4) 18 (85,7)
v 2(1,9 1(2,9) 0(0)
Bloom Richardson 0,046
I 6 (5,8) 2(5,9) 0 (0)
Il 62 (60,2) 17 (50) 6 (28,6)
1] 34 (33) 15 (44,1) 15 (71,4)
No hay registro 1(1) 0 (0) 0 (0)
Tamafio tumoral 0,465
<20 29 (28,2) 10 (29,4) 2 (9,5)
21mm - 50mm 48 (46,6) 17 (50) 11 (52,4)
>50mm 23 (22,3) 7 (20,6) 7(33,3)
No hay registro 3(2,9) 0(0) 1(4,8)
Invasion 0,358
Si 59 (57,3) 18 (52,9) 10 (47,6)
No 33(32) 13 (38,2) 11 (52,4)
No hay registro 11 (10,7) 3(8,8) 0 (0)
Tipo de invasion 0,826
Linfatica, vascular, dérmica 7 (10) 3(14,3) 1(10)
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Linfatica, vascular, 11 (15,7) 2(9,5) 1(10)
perineural
Linfatica, vascular 27 (38,6) 11 (52,4) 6 (60)
Otros 14 (20) 2(9,5) 2 (20)
No hay registro 11 (15,7) 3(14,3) 0 (0)
Compr(_)mi,s.o ganglios 0276
linfaticos '
Si 55 (53,4) 13 (38,2) 11 (52,4)
No 31(30,1) 9 (26,5) 7 (33,3)
No aplica 16 (15,5) 12 (35,3) 3(14,3)
No hay registro 1(1) 0(0) 0 (0)
1-3 22 (21,4) 6 (17,6) 5(23,8)
4-9 19 (18,4) 4 (11,8) 2(9,5)
9 14 (13,6) 3(8,8) 4 (19,0)
Sin compromiso 31 (30,1) 9 (26,5) 7 (33,3)
No hay registro 17 (16,5) 12(35,3) 3(14,3)
Compromis_o Ganglios 0707
centinela '
Si 16 (15,5) 6 (17,6) 1(4,8)
No 17 (16,5) 8 (23,5) 4 (19)
No aplica 69 (67) 20 (58,8) 16 (76,2)
No hay registro 1(1) 0(0) 0 (0)
Estado GRB7 0
Positivo 0 (0) 23 (67,6) 14 (66,7)
Negativo 101(98,1) 11 (32,4) 7 (33,3)
No hay registro 21,9 0 (0) 0 (0)
Manejo Quirargico 0,03
Cuadrantectomia 45 (43,7) 16 (47,1) 3(14,3)
Mastectomia 58 (56,3) 18 (52,9) 18 (85,7)
Bordes tumorales 0,51
Si 8 (7,8) 4 (11,8) 0 (0)
No 93 (90,3) 30 (88,2) 21 (100)
No hay registro 2,9 0(0) 0 (0)
Recurrencia 0,154
Si 29 (28,2) 5(14,7) 7 (33,3)
No 69 (67) 26 (76,5) 11 (52,4)
No hay registro 5(4,9) 3(8,8) 3(14,3)
Tipo de Recurrencia 0,038
Local 3(8,8) 0(0) 0 (0)
Regional 2 (5,9 3(37,5) 1(10)
Sistémica 23 (67,6) 2 (25,5) 4 (40)
Regional - Sistémica 1(2,9) 0 (0,0) 2 (20)
No hay registro 5(14,7) 3(37,5) 3(30)
Estado vital 0,627
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Fallecida 24 (23,3) 6 (17,6) 7(33,3)

Viva 78 (75,7) 28 (82,4) 14 (66,7)
No hay registro 1(1,0) 0 (0) 0 (0)
Factor continuo Mediana K;)W
Tamafo del tumor 33+26 30+ 24 49 + 23 0,043
Ki67 20+ 21 3022 50+ 24 0,001

Tabla 8. Caracteristicas clinico-patologicas de pacientes diagnosticadas con cancer de mama entre el afio 2013
y 2015, en el Instituto Nacional de Cancerologia E.S.E, de acuerdo con los subtipos Luminal B (HER2+/-) y HER2
enriquecido.

El grupo etario predominante al momento del diagnéstico entre los subtipos intrinsecos estuvo
en la categoria mayor de 50 afios. Se observd, en general que, en los tres subtipos, los
pacientes presentaban invasion al momento del diagnéstico, principalmente del tipo linfatica-
vascular, poca recurrencia y sin compromiso de bordes. A la gran mayoria de los casos no
se les realizé el procedimiento del ganglio centinela y presentaban ganglios linfaticos
comprometidos al momento de la cirugia.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los subtipos en el estadio del
diagnostico (p = 0,002), escala de Bloom Richardson (p=0,046), manejo quirtrgico (p = 0,03)
y tipo de recurrencia (p =0,038) (Tabla 8).

Un mayor porcentaje de casos del subtipo HER2-enriquecido fue diagnosticado en estadio Il
(85,7%), en comparacion con las pacientes de los otros subtipos donde predomindé el estadio
Iy lll. En relacion al grado tumoral, el grado tumoral Il predominé entre los subtipos luminal
B HER2- y luminal B HER2+ (60,2% y 50%, respectivamente), mientras que el subtipo HER2-

enriguecido, mostré un mayor porcentaje (71.4%) para el grado Il (p =0,046).

El tamafio tumoral en su mayoria estuvo entre los 21 a 50 milimetros (mm), con medianas de
33mm, 30mm y 49mm en tumores luminal B HER2-, luminal B HER2+ y HER2-enriquecido,
respectivamente. Al ser analizada esta como una variable cuantitativa, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los subtipos (p = 0,043-Kruskal-Wallis). El
andalisis post hoc, arrojé una diferencia estadisticamente significativa entre el subtipo luminal
B HER2+ y el subtipo HER2-enriquecido (p = 0,040).

En cuanto al manejo quirirgico, se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,03) entre los tres subtipos. Las mujeres con tumores del subtipo HER2-enriquecido
recibieron un manejo quirdrgico principalmente con mastectomia (85,7%), a diferencia de las
mujeres con subtipos luminales B que presentaron porcentajes equiparables entre el manejo

quirurgico con mastectomia o cuadrantectomia.
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Respecto a la recurrencia de la enfermedad, a pesar de que en general en los tres
subtipos fueron poco frecuentes las recurrencias (p= 0,154), los subtipos Luminal B HER2- y
HER2-enriquecido, fueron méas propensos a desarrollar recurrencias sistémicas (67,6% y
40% respectivamente) (p = 0,037).

Por otro lado, aunque la mayoria de los casos presentd una alta expresion de Ki67 (p=0,28),
cuando Ki67 se evalub como una variable continua, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los subtipos (p=0,001), con medianas de 20%, 30%, 50%
para lo subtipos luminal B HER2-, luminal B HER2 + y HER2 enriquecido respectivamente. Al
realizar el analisis post Hoc, las diferencias estadisticamente significativas se encontraron
entre los subtipos luminal B HER2- y HER2-enriquecido (p = 0,001) y luminal B HER2+ y
HER2-enriguecido (p = 0,044).

Por ultimo, la expresion de GRB7 se observé Unicamente en los subtipos con expresion de
HER2, con porcentajes de 67,6% y 66,7% para los subtipos luminal B HER2+ y HER2-

enriguecido respectivamente.

5.1.2 Objetivo 2

Analizar las diferencias en la presentacion de las variables clinico-patolégicas de acuerdo a

la expresion de GRB7 en pacientes diagnosticados con tumores HER?2 positivos.

Para el andlisis de este objetivo, se tuvo en cuenta Unicamente los tumores HER2 positivos
(luminal B HER2+ y HER2-enriquecido) teniendo en cuenta que solo dentro de estos tumores
se expreso la proteina GRB7 (Tabla 8). Se establecieron dos grupos para dar respuesta a
este objetivo: tumores HER2+/GRB7+ y tumores HER2+/GRB7- (Tabla 9).

GRB7 POSITIVO GRB7 NEGATIVO

n=37 n=18 =
N (%) N (%)
Edad de diagnéstico 0,881
<50 11 (29,7) 5(27,8)
> 50 26 (70,3) 13 (72,2)
Estadio Clinico 0,677
I (la-1b) 3(8,1) 2(11,1)
Il (lla-11b) 16 (43,2) 5 (27,8)
I (Ila-1b-llc) 17 (45,9) 11 (61,1)
v 1(2,7) 0 (0)
Bloom Richardson 0,32
I 2(5,4) 0 (0)
Il 13 (35,1) 10 (55,6)
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I 22 (59,5) 8 (44.,4)
Tamafio tumoral 0,003
<20 8(21,6) 4(2,2)
21mm - 50mm 24 (64,9) 4(22,2)
>50mm 5(9,4) 9 (50)
No hay registro 0 (0) 1(5,6)
Invasion 1
Si 19 (51,4) 9 (50)
No 16 (43,2) 8 (44,4)
No hay registro 2 (5,4) 1(5,6)
Tipo de invasion 0,96
Linfatica, vascular, dérmica 2(9,5) 5 (50)
Linfatica, vascular, perineural 2(9,5) 1(10)
Linfatica, vascular 12 (57,1) 2 (20)
Otros 3(14,3) 1(10)
No hay registro 2 (9,5 1(10)
Compromiso ganglios linfaticos 0,71
Si 15 (40,5) 9 (50)
No 12 (32,4) 4(22,2)
No aplica 10 (27) 5 (27,8)
Numero de ganglios linfaticos 0,317
1-3 9 (24,3) 2(11,1)
4-9 2(5,4) 4 (22,2)
Mayor a 9 4 (10,8) 3(16,7)
Sin compromiso 12 (32,4) 4 (22,2)
No hay registro 10 (27) 5 (27,8)
Compromiso Ganglios centinela 0,397
Si 5 (13,5) 2 (11,1)
No 10 (27) 2(11,1)
No aplica 22 (59,5) 14 (77,8)
Estado Ki67 0,272
<20 4 (10,8) 4 (22,2)
=20 33(89,2) 14 (77,8)
Receptor Estrogenos 0,94
Positivo 23 (62,2) 11 (61,1)
Negativo 14 (37,8) 7 (38,9)
Receptor Progesterona 0,631
Positivo 18 (48,6) 10 (55,6)
Negativo 19 (51,4) 8 (44,4)
Subtipo intrinseco 0,94
Luminal B HER2+ 23 (62,2) 11 (61,1)
HER2 Enriquecido 14 (37,8) 7 (38,9)
Manejo Quirdrgico 0,18
Cuadrantectomia 15 (40,5) 4 (22,2)
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Mastectomia 22 (59,5) 14 (77,8)

Bordes tumorales 1
Si 3(8,1) 1(5,6)
No 34 (91,9) 17 (94,4)
Recurrencia 0,097
Si 5(13,5) 7 (38,9)
No 27 (73) 10 (55,6)
No hay registro 5(13,5) 1(5.6)
Tipo de Recurrencia 0,164
Local 0 (0) 0 (0)
Regional 1(10) 3(37,5)
Sistémica 2 (20) 4 (50)
Regional — Sistémica 2 (20) 0 (0)
No hay registro 5 (50) 1(12,5)
Estado vital 0,738
Fallecida 8 (21,6) 5(27,8)
Viva 29 (78,4) 13 (72,2)
Factor continuo Mediana U-M:;nnw
Tamafio del tumor 30+£19 51+ 32 0,098
Ki67 40 + 23 28 +£23 0,028

Tabla 9. Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes diagnosticadas con cancer de mama entre el afio 2013
y 2015, en el Instituto Nacional de Cancerologia E.S.E, de acuerdo con la expresion de GBR7 en tumores HER2
positivos

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos Unicamente

para la variable de tamafio tumoral (p=0,003) y porcentaje de expresiéon de Ki67 (p=0,028).

Tumores con un tamafio mayor de 50 milimetros (mm) fueron mas frecuentemente
observados en los tumores HER2+/GRB7- (50%) y un tamafio entre 21 a 50 milimetros (mm)
fue mas frecuentemente observado en el grupo de tumores HER2+/GRB7+ (64,9%). Cuando
esta variable se evalu6 como continua, las medianas del tamafo del tumor fueron 30 mm vy
51 mm para los grupos HER2+GRB7+ y HER2+/GRB7-, respectivamente y esta diferencia

fue estadisticamente significativa con un nivel de confianza del 90% (p = 0,097).

Con respecto al indice de proliferacion celular Ki67, la mayoria de los tumores presentaron
una alta expresion de Ki67 independiente del estado de GRB7 (p=0,272). Sin embargo, al ser
esta evaluada como variable cuantitativa, un mas alto porcentaje de expresion de Ki67 se
encontré en el grupo HER2+/GRB7+ en comparacion con los HER2+/GRB7- (medianas de
40% y 28%, respectivamente) (p=0,029).
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Otras variables que mostraron diferencias estadisticamente significativas, pero con un nivel
de confianza del 90% fueron: el manejo quirdrgico (p=0,18), la presencia de recurrencias
(p=0,097) y el tipo de recurrencia (p=0,164). El manejo quirargico fue principalmente
mastectomia, sin embargo, un més alto porcentaje de cuadrantectomias se observa en el
grupo HER2+/GRB7+ en comparacion con el HER2+/GRB7- (40,5% vs. 22,2%,
respectivamente). En relacion con la recurrencia, esta fue menos frecuente en los tumores
HER2+/GRB7+ (13,5%) en comparacion con los HER2+/GRB7- (38,9%). Dentro del tipo de

recurrencia, las mas frecuentes fueron las recurrencias regionales y sistémicas.

Dentro de la muestra general tanto para el grupo HER2+/GRB7- y HER2+/GRB7+ se observé
gue los estadios clinicos Il y Ill fueron los méas frecuentes, hubo presencia de invasién,
principalmente de tipo linfatica vascular, compromiso ganglionar y ausencia de compromiso

de bordes tumorales.

Supervivencia libre de recaida de acuerdo a la expresion de GRB7

El analisis de supervivencia libre de recaida (SLR), mostré un mayor tiempo de supervivencia
libre de recurrencia para las pacientes con tumores HER2+/GRB7+ en comparacion con las
pacientes con tumores HER2+/GRB7-. La media en afios de supervivencia libre de
recurrencia fue de 5,3 afios y 4,1 afios para pacientes HER2+/GRB7+ y HER2+/GRB7-
respectivamente. Esta diferencia es estadisticamente significativa con un nivel de confianza
del 90% (p= 0,070).

CURVA DE SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECURRENCIA (SLR)

i Estado GRB7

e e S, { 2 HER2+:’GRBZ-

| - 'HER2+/GRET+
08 Fom==eem = HER2+/GRE7- censurado
—HER2+/GRB7+ censurado

05

04

Supervivencia acumulada

02

00

00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Tiempo de Supervivencia Libre de Recurrencia (afios)

Figura 5. Curva de supervivencia libre de recaida pacientes diagnosticadas con tumores HER2 positivo
entre el afio 2013-2015 en el Instituto Nacional de Cancerologia E.S.E, de acuerdo a la expresion de
GRB?7.
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5.1.3 Objetivo 3

Establecer la relacién entre la intensidad de expresién de GRB7 con caracteristicas de interés

clinico.

Para este objetivo, se analizo si existe diferencia en la presentacion de variables clinico-
patoldgicas de acuerdo a la intensidad de tincion por inmunohistoquimica de la proteina GRB7
cuando se expresa en tumores HER2 positivos. Para ello, se establecieron tres grupos de
acuerdo a la intensidad de tincion: GRB7 fuerte, GRB7 moderado y GRB7 débil.

GRB7 (Débil GRB7 (Moderada GRB7 (Fuerte

+ + +
VARIABLE ni 20 n2:l)2 n3:l)5 p
N (%) N (%) N (%)
Edad de diagnostico 0,454
<50 4 (40) 2 (16,7) 5(33,3)
> 50 6 (60) 10 (88,3) 10 (66,7)
Estadio Clinico 0,19
| (la-Ib) 1(10) 2 (16,7) 0 (0)
Il (Ila-11b) 3 (30) 7 (58,3) 6 (40)
11 (Ila-1ib-llic) 5 (50) 3(25) 9 (60)
v 1(10) 0(0) 0(0)
Bloom Richardson 0,135
I 1(10) 1(8,3) 0 (0)
Il 6 (60) 3 (25) 4 (26,7)
I 3 (30) 8 (66,7) 11 (73,3)
Tamafio tumoral 0,797
<20 1(10) 4 (33,3) 3 (20)
21mm - 50mm 7 (70) 7 (58,3) 10 (66,7)
>50mm 2 (20) 1(8,3) 2 (13,3)
Invasion 0,977
Si 6 (60) 6 (50) 7 (46,7)
No 4 (40) 5 (41,7) 7 (46,7)
No hay registro 0 (0) 1(8,3) 1(6,7)
Tipo de invasion 0,589
Linfatica, vascular, dérmica 1(16,7) 0(0) 1(12,5)
Linfatica, vascular, perineural 2 (33,3) 0 (0) 0 (0)
Linfatica, vascular 3 (50) 4 (57,1) 5 (62,5)
Otros 0 (0) 2 (28,6) 1(12,5)
No hay registro 0 (0) 1(14,3) 1(12,5)
Comprqm[s_o ganglios 0.688
linfaticos ’
Si 5 (50) 5(41,7) 5(33,3)
No 2 (20) 3(25) 7 (46,7)
No aplica 3 (30) 4 (33,3) 3 (20)
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Nimero de ganglios

linfaticos 0,797
1-3 2 (20) 4 (33,3) 3 (20)
4-9 1(10) 0(0) 1(6,7)
9 2 (20) 1(8,3) 1(6,7)
Sin compromiso 2 (20) 3 (25) 7 (46,7)
No aplica 3 (30) 4 (33,3) 3 (20)
Comprgg:tsige?;ngllos 0,856
Si 2 (20) 2 (16,7) 1(6,7)
No 2 (20) 3 (25) 5(33,3)
No aplica 6 (60) 7 (58,3) 9 (60)
Estado Ki67 0,159
<20 2 (20) 2 (16,7) 0 (0)
220 8 (80) 10 (83,3) 15 (100)
Subtipo intrinseco 0,075
Luminal B HER2+ 7 (70) 10 (83,3) 6 (40)
HER2 Enriquecido 3 (30) 2 (16,7) 9 (60)
Manejo Quirargico 0,236
Cuadrantectomia 4 (40) 7 (58,3) 4 (26,7)
Mastectomia 6 (60) 541,7) 11 (73,3)
Bordes tumorales 0,172
Si 2 (20) 1(8,3) 0 (0)
No 8 (80) 11 (91,7) 15 (100)
Recurrencia 0,333
Si 2 (20) 2 (16,7) 1(6,7)
No 7 (70) 10 (83,3) 10 (66,7)
No hay registro 1(10) 0(0) 4 (26,7)
Tipo de Recurrencia 0,218
Local 0 (0) 0(0) 0(0)
Regional 0 (0) 1 (50) 0(0)
Sistémica 1(33,3) 0 (0) 1(20)
Regional — Sistémica 1(33,3) 1 (50) 0 (0)
No hay registro 1(33,3) 0(0) 4 (80)
Estado vital 1
Fallecida 2 (20) 3 (25) 3 (20)
Viva 8 (80) 9 (75) 12 (80)
Factor continuo Mediana K;JW
Tamafo del tumor 34 +20 29+ 16 30+21 0,877
Ki67 40 + 26 30+ 25 40 + 18 0,102

Tabla 10. Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes diagnosticadas con cancer de mama entre el afio 2013
y 2015, en el Instituto Nacional de Cancerologia E.S.E, de acuerdo a la intensidad de expresién de GBR7, en
casos GRB?7 positivos por IMH

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las variables.

Sin embargo, se encontraron algunas con un nivel de confianza del 90% que sugieren que
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las intensidades moderada y fuerte de GRB7 se observa en tumores con caracteristicas

clinico-patolégicas de mal pronostico.

Los estadios clinicos mas comunes fueron 1l y lll para los tres grupos. En los grupos con
tincion de GRB7 débil o moderada fue en los Unicos donde se observaron casos
diagnosticados en estadios | (10% y 16%, respectivamente) (p=0,19). Con respecto al grado
de Bloom-Richardson (p=0,135), un mas alto porcentaje de tumores de grado lll se observd
para tumores con intensidades de GRB7 fuerte y moderada (73% y 66,6%, respectivamente),
en comparacion con GRB7 débil (30%). No se encontraron tumores con intensidad fuerte de
GRB7 en grado de Bloom-Richardson de I. Interesantemente, Unicamente se observo
compromiso de bordes en los grupos de GRB7 con intensidad débil y moderada (20% y 8,3%,

respectivamente) (p=0,172).

Se observé mayor frecuencia de invasion para la intensidad GRB7 débil (60%). En general,
en las tres intensidades se observé predominio de la invasion linfatica-vascular y el tamafio
tumoral entre 21mm a 50mm. En las intensidades GRB7 débil y moderada predominé el
compromiso de ganglios, con porcentajes de 50% y 41,7% respectivamente. Al mismo tiempo,
los casos con intensidad débil (60%) y fuerte (73,3%) fueron tratados principalmente con

mastectomia.

Para las tres intensidades, se observdé un nidmero mas alto de tumores con Ki67 = 20.
Unicamente en las intensidades débil y moderada se encontraron tumores con Ki67 < 20%
(20% y 16,7%, respectivamente) (p=0,159). Cuando Ki67 fue evaluado como variable
continla, se observaron medianas de 40%, 30% y 40% para GRB7 débil, GRB7 moderado,
y GRB7 fuerte, respectivamente (p=0,102)

Finalmente, respecto a los subtipos intrinsecos, GRB7 fuerte tuvo mayor frecuencia en el
subtipo HER2-enriquecido (60%), mientras que las intensidades débil (70%) y moderada

(83.3%) mostraron mayores porcentajes para luminal B (p = 0,076).
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7. DISCUSION

Para la poblacion colombiana se ha reportado una alta prevalencia del subtipo luminal B
(Gbémez et al., 2015; Serrano et al., 2016) con porcentajes que varian entre 30% y 40%. En
el presente estudio, los resultados van en linea con los reportes previos ya que se encontré
una prevalencia del subtipo Iuminal B del 452%, un porcentaje similar al
reportado previamente en Colombia. El porcentaje de luminal B HER2+ fue de 28,5%, luminal
B HERZ2- fue de 9,4% y de luminal B HER2 equivoco fue de 7,2%. Estos resultados van en
linea con reportes para la poblacion latina. En Brasil, de Macédo et al., en 2014 reportd una
prevalencia del subtipo luminal B del 44%, sin embargo, en el estudio de Simon et al., 2019,
gue incluyé un mayor tamafio de muestra, mostré6 una mayor prevalencia del luminal A
(luminal A (49,9%), luminal B HER2- (8,7%); luminal B HER2+ (13,2%)). Pertu y México,
presentan una mayor proporcion de los subtipos luminal A y triple negativo, con porcentajes
de 49.1% y 21.3%; 65% y 14% respectivamente (Vallejos et al., 2010; Rojas et al., 2019;
Pérez-Rodriguez, 2015). En otros paises de Latinoamérica como Argentina y Puerto Rico se
presenta para 2012 y 2013 en mujeres diagnosticadas con CM invasivo, una prevalencia del
subtipo luminal A con frecuencias de 76% y 61,8% respectivamente (Abuchacra et al., 2012;
Ortiz et al., 2013). La diferencia en la distribucion de subtipos en los diferentes paises
latinoamericanos puede deberse a factores metodoldgicos, relacionados con las técnicas
empleadas para la evaluacion de los sustitutos inmunohistoquimicos (RE, RP, Ki67 y HER?2)
y la forma de asignacion de los subtipos intrinsecos que tiene que ver con los puntos de corte
establecidos por el consenso del panel de expertos de St. gallen, ademas, de factores

biol6gicos que aun hoy desconocemos.

La prevalencia del subtipo HER2-enriquecido fue 5,8%, que, aunque es baja, este subtipo fue
incluido teniendo en cuenta la importancia del gen ERBB2 en la poblacién Latina incluyendo
la colombiana, en la que se ha reportado que una mayor fraccién de ancestria indigena
americana se relaciona con el desarrollo de un subtipo HER2+ (Marker et al., 2020). Martinez
y colaboradores en 2017 analizaron la informacion del registro de cancer de California, donde
encontraron que los tumores triple negativo y HER2+ fueron mas comunes en mujeres latinas
gue en mujeres blancas americanas lo que es consistente con trabajos anteriores (Hines,
2011; Howlader et al., 2014). Por otra parte, Banegas et al., 2014 en una investigacion con
mujeres latinas residentes en California, mostré que las mujeres latinas que nacieron fuera
de Estados Unidos tenian mayor probabilidad de tener tumores HR-/HER2+ que aquellas
latinas nacidas alli, ademas destaca que un menor estatus econémico puede también

incrementar esta probabilidad.
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Se compararon las diferencias en la distribucion de las variables clinico - patologicas entre
los subtipos de interés de este estudio. Esto con el objetivo de analizar si estos presentan un
comportamiento clinico similar a lo que ha sido previamente reportado. Las mujeres con
tumores del subtipo luminal B se encontraban principalmente en estadios menos avanzados
gue aquellas del subtipo HER2-enriquecido. Esto es concordante con reportes anteriores. Por
ejemplo, Li et al., en 2015 encontré un mayor porcentaje de tumores del subtipo HER2-
enriguecido en estadio clinico Ill (21,6%) en comparaciéon con el subtipo luminal B HER2
positivo (9,6%). Resultados similares fueron descritos por Kim et al., 2019 para tumores
HER2-enriguecido con un porcentaje de 42,1% de los casos en estadio clinico Ill. Sin
embargo, otros estudios han reportado que las proporciones de casos de subtipos HER2
enriguecido y luminal B HER2+ para los estadios clinicos Il y Il son similares (Bueno et al.,
2017; Ferguson et al., 2013), esto, puede estar relacionado con el estadio temprano en el que
se encontraban las pacientes incluidas en estos estudios, por lo que es importante sefialar
gue en general dentro de toda la muestra de nuestro estudio, las pacientes se encontraban
en estadios avanzados al momento del diagndéstico, esto puede deberse a que la mayoria de
mujeres que ingresan al INC E.S.E se diagnostican en estadios localmente avanzados (Diaz
et al., 2019).

El estadio avanzado de los tumores HER2-enriquecido puede deberse a la biologia de estos
tumores. La expresion y activacion de HER2 implica la activacion de proteinas involucradas
en vias de sefializacion relacionadas con la proliferacion, supervivencia, migracion,
angiogénesis y diferenciacion celular como PI3K/AKT y Ras/Raf/MEK/MAPK (Turke et al.,
2012; Carpenter et al., 2013; Beguelin et al., 2010; Loibl & Gianni, 2017). En los tumores
HER2 positivos se han observado diferentes alteraciones que favorecen el desarrollo de la
enfermedad, como mutaciones en el dominio tirosin quinasa, que pueden resultar en un
receptor con una mayor actividad que el receptor HER2 de tipo salvaje (wild type), induciendo
una mayor activacion de vias de proliferacion e induccién de supervivencia, invasion y
tumorigenicidad celular (Petrelli et al., 2017). También se ha reportado que la sobreexpresion
de HER2 esté relacionada con bajos niveles de expresion del inhibidor del ciclo celular p27 y
un aumento en la expresion de factores que regulan la progresion del ciclo celular, como
CDKS®, ciclinas D1y E (Timms et al., 2002; Casalini et al., 2007). Lo anterior puede explicar
en parte el mayor tamafo tumoral y mayor frecuencia en el compromiso ganglionar que se
observa en los tumores del subtipo HER2-enriquecido (Li et al.,2015; Ahmed et al., 2016;
Mattes et al., 2015; Wu et al., 2018).

A nivel histolégico, la evaluacion de la escala de Bloom-Richardson tiene en cuenta el indice

mitotico, la formacion de tdbulos y el pleomorfismo nuclear (Rakha et al., 2010). Se ha
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reportado que los tumores HER2 positivos tienen un menor grado de diferenciacion bajo la
escala Bloom Richardson (Voduc et al., 2010; Wu et al., 2017). En nuestros datos, esto se
evidencio principalmente para el subtipo HER2 enriquecido y no para el subtipo luminal B
HER2+, donde predominé el grado tumoral moderadamente diferenciado al igual que en los
luminal B HER2-. Estos resultados son similares con las observaciones en los estudios de
Alabdulkareem et al. 2017 y Li et al. 2015, realizados en mujeres asiaticas y canadienses
respectivamente, donde el grado tumoral difiere significativamente entre los tumores HER2-

enriguecido y los luminal B (HER2+ y HER2-).

Estudios donde compararon la expresion diferencial de genes de acuerdo al grado histolégico
en tumores de cancer de mama, mostraron que los tumores grado lll, se relacionan
estrechamente con los subtipos HER2-enriquecido y TN (lvshina et al., 2006; Al-thoubaity,
2019; Takahashi et al., 2020), expresando con mayor frecuencia genes relacionados con la
proliferaciéon y migracién celular, como CCNB1, CDK1, KIF2C, NDC80, UBE2C, y CCNB2,
MKI167, ademas de la expresion del factor de crecimiento epidermal, factor de crecimiento de
fibroblastos (Sotiriou et al., 2006, Ivshina et al., 2006; Jayanthi et al., 2019, Shrestha et al.,
2020; Takahashi et al., 2020) y frecuentes mutaciones en TP53 y PTEN (Li et al., 2020, Liu
et al., 2018). A pesar de que en nuestra cohorte de datos se observé un mayor porcentaje de
tumores luminal B diagnosticados grado Il de Bloom-Richardson, esto no quiere decir que
estos tumores tengan un mejor prondstico respecto a tumores con grado lll, pues diversos
estudios han sefialado que parte de los tumores grado Il presentan perfiles moleculares que
involucran una mayor expresion de genes que favorecen la progresion del ciclo celular y
angiogénesis similar a lo evidenciado para tumores grado lll, por tanto pueden exhibir un

pronostico menos favorable (lvshina et al., 2006, Sotiriou et al., 2006).

Por otra parte, estudios previos han mostrado una correlacion entre una alta expresion de
Ki67 y una menor diferenciacién histoldgica (Liang et al, 2020; Mohammed et al., 2019;
Elkablawy et al., 2016). En nuestros resultados se observé que todos los subtipos analizados
presentaron una alta expresion de Ki67 (=20) pero sélo el grado tumoral Il predominé en los
casos del subtipo HERZ2-enriquecido. Al mismo tiempo, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion cuantitativa de Ki67 entre los subtipos
analizados, donde el HER2-enriquecido tuvo la mas alta expresion de Ki67 con una mediana
de 50%, seguido de los Luminal B HER2+ con 30% y Luminal B HER2- con 20%, similar a lo
reportado en la literatura (Hashmi et al., 2019, Ferguson et al., 2013, Mohammed et al., 2020;
Nishimura et al., 2010). La alta expresién de Ki67 tumores del subtipo HER2-enriquecido
puede deberse a que la sobreexpresion de HER2 induce una rapida proliferacién en las

células tumorales (Hou et al., 2020). Adicionalmente, para este subtipo se ha reportado un
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alto porcentaje de mutaciones en el gen supresor de tumor TP53 (72%), (Cancer Genome
Atlas, 2012; Li et al., 2020), estas mutaciones, pueden conferir una inestabilidad genética a
los tumores (Hanel & Moll, 2012; Yamaguchi et al., 2018) dando lugar a un aumento en la
proliferacion celular, angiogénesis y capacidad invasiva del tumor (Bouchalova et al., 2014;
Lo Nigro et al., 2012; Muller & Vousden, 2013; Mantovani et al., 2018) lo que resulta en un
comportamiento clinico-patolégico mas agresivo como lo es un mayor tamafio tumoral, mayor
indice de proliferacion Ki67, menor diferenciacion celular (Abubakar et al. 2019; Kocak et al,
2020; Yamaguchi et al., 2018) y menores tasas de supervivencia global (Silwal-Pandit et al.,
2014; Fountzilas et al., 2016).

Serrano y colaboradores en el afio 2017 encontraron que en cancer de mama la expresion
de los genes ERBB2 y GRB7, en el subtipo luminal B presentan una mayor expresién en
pacientes con una mayor fraccion de ancestria indigena americana. Estos, codifican para las
proteinas HER2 y GRB7 respectivamente. HER2 participa en eventos de proliferacion y
supervivencia celular (Hou et al., 2020; MacCann & Slamon et al., 2018; Sareyeldin et al.,
2019), mientras que GRB7, ademas de participar en la proliferacion celular, se asocia con
eventos de angiogénesis y migracion celular (Han et al.,, 2001; Shen & Guan, 2004,
Fernandez et al., 2008; Luoh, 2019).

La expresion de GRB7 se ha reportado asociada con tumores HER2 positivo, dado que los
genes GRB7 y ERBB2 se encuentran ubicados en el amplicon ERBB2 (Bivin et al., 2018,
Evans et al., 2006; Luoh et al., 2019), esto fue concordante con lo observado en nuestra
muestra de estudio. A pesar de ello, se ha reportado que esta proteina puede estar presente
en expresiones bajas en tumores triple negativo y otros luminales (Calvo et al., 2013; Lim et
al., 2014; Sparano et al., 2011). En el presente estudio solo se encontré un caso triple negativo

positivo para GRB7, lo que es concordante con lo previamente reportado.

Cuando se analizaron las diferencias en la presentacién de variables clinico patologicas en
los casos HER?2 positivos de acuerdo a la expresion de GRB7, se observo que en los tumores
HER2+/GRB7+ predomin6 un tamafio tumoral entre los 21mm y 50mm, con una mediana
de 30 mm, esto puede ser comparable con los resultados obtenidos por Ramsey et al. 2011
y Zhao et al.,, 2017 para cancer de mama y cancer cervical, respectivamente. Estas
investigaciones sugieren que el tamafo tumoral de los tumores que expresan GRB7+ es
mayor en comparacion con aquellos donde esta proteina no se expresa, esto, curiosamente
no se observo en nuestra cohorte de datos, pues los tumores GRB7- presentaron un mayor
tamano tumoral con una mediana de 50 mm, aun cuando en la literatura se ha reportado que

GRB?7 resulta esencial en el crecimiento de los tumores HER2 positivo (Luoh et al., 2019) ya
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que esta, interacta como proteina adaptadora a través de su dominio SH2 con HER2,
favoreciendo la activacién de rutas de proliferacion y supervivencia celular (Bai & Lioh, 2008
; Nencioni et al., 2010; De Pradip et al, 2013; Luoh, 2019).

El menor tamafio tumoral de los tumores HER2 +/GRB7+ puede relacionarse con los
planteamientos de Lim et al. 2014 y Giricz et al. 2011 que basados en la inhibicién de la
actividad de GRB7 en lineas celulares de cancer de mama Triple negativo y HER2+,
concluyeron que esta proteina no interviene de manera significativa en la proliferacién celular,
pero si en la supervivencia e inhibicion de apoptosis de las células, de manera que en
nuestros resultados GRB7 puede no necesariamente estar relacionada con un mayor tamafio

tumoral.

Estudios previos han sugerido una mayor recurrencia en cancer de mama para los tumores
gue expresan la proteina GRB7 (Cobleigh, 2005; Chu et al., 2019, Ramsey et al. 2011,
Sparano et al., 2012) y a su vez, para aquellos con una alta expresion de la proteina Ki67
(Cidado et al., 2016, Ignatiadis et al., 2016; Inwald et al., 2013; Nahed & Shaimaa, 2016). Sin
embargo, en nuestros datos, los tumores HER2+/GRB7+ presentaron menor recurrencia y
mayor tiempo de supervivencia libre de caida que los tumores HER2+/GRB7-, lo que resulta
interesante teniendo en cuenta que los tumores HER2+/GRB7+ mostraron un alto indice de
proliferacion, y que se ha reportado que la expresién de GRB7 esta asociada con procesos
de proliferacion y migracion celular (Zhao et al., 2017). Ademas, la expresion de estas
proteinas esta asociada a un peor pronéstico en comparacion a cuando solo se expresa
HER2 (Nadler et al., 2010). Hasta la fecha, no hay reportes que puedan explicar el mecanismo
biologico por el cual estamos observando los resultados opuestos a lo reportado en la

literatura.

Por otro lado, cuando se evaluaron las diferencias entre las variables clinico-patol6gicas de
acuerdo a la intensidad de tincion de GRB7, no se encontraron diferencias significativas. Sin
embargo, se observé que la intensidad alta presentaba mayor porcentaje de casos HER2-
enriquecido, lo que esta relacionado a que una alta expresion de GRB7 esté asociada con la
sobreexpresion de HER2 (Vermehren-Schmaedick et al., 2020; Ramsey et al., 2011). En el
estudio de Vermehren-Schmaedick et al. (2020), la expresion de GRB7 a nivel de membrana
se asocié con un mejor prondstico en comparacion a cuando se expreso a nivel de membrana
y citoplasma en cancer de mama, mostrando un menor compromiso de ganglios linfaticos, sin
embargo, esto no es observable dentro de nuestro estudio, teniendo en cuenta que no se

realiz6 distincidn respecto al sitio de expresion de la proteina.

49



Estudios previos, como el de Zlobec y colaboradores en 2007, a partir de la evaluacion de los
marcadores p53, Her2 / neu, EGFR, APC y B-catenina en tumores de cancer colorrectal,
observaron que la intensidad de tincién puede ser variable entre las muestras, debido al
tiempo de almacenamiento de las mismas y a la variabilidad interobservador, sugiriendo que
esto influye en el resultado de la asociacion entre estas proteinas y variables clinico-
patolégicas, por lo que concluyeron que la intensidad de tincién no resulta informativa en

estos casos, contrario a lo que sucede cuando se reporta el porcentaje de tincion.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo sugieren que los tumores del subtipo HER2-enriquecido
presentan caracteristicas clinico-patoldégicas menos favorables como un estadio clinico mas
avanzado, mayor grado tumoral y mayor indice de proliferacion celular, en comparacién con
tumores del subtipo luminal B. De forma interesante queda por explorar una diferenciacion
mas clara entre los tumores luminal B de acuerdo a la expresion de HER2, ya que en el
presente estudio la poca muestra y el estadio localmente avanzado de las pacientes pudo
impedir la evidencia de caracteristicas diferenciales.

La co-expresion de HER2 y GRB7 en cancer de mama, aunque puede relacionarse con
caracteristicas clinico-patolégicas desfavorables, mostré6 un menor tamafio tumoral, poca
recurrencia y un mayor tiempo de supervivencia libre de recaida en comparacion a cuando
GRB7 no se expresa en tumores HER2 positivos. AUn no se conoce el mecanismo biolégico
gue pueda explicar este resultado, por lo que estudios con un mayor tamafio de muestra son
necesarios para corroborar esto. La intensidad de tincion de GRB7 no resulté informativa
respecto a las variables de interés clinico en el presente estudio, sin embargo, teniendo en
cuenta la importancia de esta proteina en los tumores HER2+, seria interesante realizar este
analisis con un mayor nimero de muestra y tener en cuenta la expresion de GRB7 a nivel de

membrana y citoplasma.
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9. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Dentro de las fortalezas de este estudio, se encuentra el analisis del subtipo luminal B que se
ha reportado mas prevalente en estudios previos para la poblacién colombiana. En este, se
analiz6 este subtipo de acuerdo a la expresién de HER2 y evaluo la relacion entre los subtipos
luminal B HER2+ y luminal B HER2- y variables de interés clinico-patologico. A su vez este,
hace parte de uno de los primeros estudios para la poblacién colombiana que evaltan la co-
expresion de GRB7/HER2 y su asociacién con variables de interés clinico en nuestra
poblacion. Adicional a ello se resalta un seguimiento debidamente documentado de las

pacientes.

Por otro lado, las limitaciones del presente trabajo estan relacionadas con el tamafio muestral
y con gque la mayoria de los casos incluidos se encontraban en estadios localmente
avanzados, por lo que las pacientes presentaban caracteristicas clinicas agresivas. Teniendo
en cuenta que la expresion de ERBB2 y GRB7 podria estar modulada por ancestria, hubiese
sido enriquecedor para el estudio incluir casos de varias regiones del pais y analizar la
expresion de estas dos proteinas en funcion de la ancestria genética de las pacientes.
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10. RECOMENDACIONES

Con el fin de obtener resultados mas claros acerca de la asociacion entre la presentacion de
las variables clinico-patoldgicas y la expresion de las proteinas HER2/GRB7, es importante
para futuras investigaciones tener en cuenta el calculo del tamafio muestral, de esta forma es
posible detectar pequefias diferencias, obtener resultados éptimos y realizar interpretaciones

mas acertadas.

Teniendo en cuenta que Vermehren-Schmaedick y colaboradores en 2020, sugieren que la
expresion de GRB7 en membrana podria estar asociada a un mejor prongéstico en tumores
de CM, se recomienda para futuros trabajos distinguir la expresion de GRB7 de acuerdo a su
ubicacién celular, membrana o citoplasma y dilucidar los posibles mecanismos de
sefalizacibn que esta proteina tiene segln su ubicacién, en mujeres colombianas

diagnosticadas con CM.

Para préximas investigaciones en CM, relacionadas con la asociacion entre la co-expresion
de HER2/GRB7 en tumores y variables de interés clinico, seria oportuno tener en cuenta la
influencia que pueden generar los diferentes tratamientos como la adyuvancia, la

neoadyuvancia y la radioterapia.

Por ultimo, es importante sefialar que se sugiere el uso de otras formas de cuantificar la
expresion de estas proteinas, como puede ser el uso de técnicas moleculares como la RT-

gPCR que resultan mas precisas.
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