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PALABRAS CLAVE Resumen

Cancer de mama; Objetivo: EL Ki67 es un marcador de proliferacion celular cuya expresion en tumores mamarios

Factores pronosticos; se ha relacionado con peor pronéstico y buena respuesta al tratamiento con quimioterapia. Sin

Factores predictivos; embargo, aun no es considerado un marcador independiente y su uso no esta extendido en la

Biomarcadores; practica clinica. El objetivo principal es estudiar el valor del Ki67, determinando su relacion

Expresion Ki67 con cada uno de los demas factores pronosticos y predictivos clasicos utilizados en el cancer
de mama.

Pacientes y método: Estudio transversal descriptivo analitico que incluyé 110 pacientes con-
secutivas con cancer de mama en estadios iniciales y candidatas a cirugia como primer
tratamiento. Se analizo la relacion entre el Ki67 y una serie de factores pronosticos y predictivos
clasicos del cancer de mama.

Resultados: El porcentaje de expresion del Ki67 fue significativamente mayor en los tumores
con tamafno mayor a 15mm, grado histologico 3, y que no expresan receptores hormonales.
Ademas se observo una relacion inversa entre la sobreexpresion de Ki67 y la expresion del
receptor de estrogenos.

Conclusiones: Nuestros resultados indican que existe una relacion significativa entre el Ki67 y
el grado histologico, el tamafio tumoral y los receptores hormonales.

© 2014 SESPM. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

* Autor para correspondencia.
Correo electrdnico: marianapanal@yahoo.com (M. Panal Cusati).

http://dx.doi.org/10.1016/j.senol.2014.07.005
0214-1582/© 2014 SESPM. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Todos los derechos reservados.


dx.doi.org/10.1016/j.senol.2014.07.005
http://www.elsevier.es/senologia
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.senol.2014.07.005&domain=pdf
mailto:marianapanal@yahoo.com
dx.doi.org/10.1016/j.senol.2014.07.005

164

M. Panal Cusati et al

KEYWORDS
Breast cancer;
Prognostic factors;
Predictive factors;
Biomarkers;

Ki6é7 expression

Correlation between Ki67 expression and classical prognostic and predictive factors
in early breast cancer

Abstract

Objective: Ki67 is a biomarker of cell proliferation and its expression in breast tumors has been
associated with worse prognosis and a better response to chemotherapy. However, Ki67 is not
yet considered an independent marker and is not yet widely used in clinical practice. The aim
of this study was to analyze the value of Ki67, by determining the relationship between Ki67
and each of the other predictive and prognostic factors used in breast cancer.

Patients and methods: This cross-sectional, analytic and descriptive study included 110 conse-
cutive patients with early-stage breast cancer who were candidates for surgery as the initial
treatment. We analyzed the relationship between Ki67 and a series of other classical prognostic
and predictive factors.

Results: The percentage of Ki67 expression was significantly higher in tumors larger than 15 mm,
histological grade 3, and tumors not expressing hormone receptors. Linear regression analy-
sis showed a significant inverse relationship between Ki67 expression and estrogen receptor
expression.

Conclusions: Our results showed a significant association between Ki67 and histological grade,

tumor size, and hormone receptors.
© 2014 SESPM. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La mortalidad por cancer de mama ha disminuido signifi-
cativamente en paises desarrollados a partir de 1990. Los
factores que han influido en la mejoria de la supervivencia
global y libre de enfermedad del cancer de mama, son la
creacion de sistemas de cribado para la deteccion temprana,
asi como la utilizacion sistematica y desarrollo de las tera-
pias adyuvantes'. Desde el descubrimiento de la existencia
de receptores hormonales y la buena respuesta a trata-
mientos especificos para los tumores portadores de estos
receptores, siguiendo por el hallazgo de la sobreexpresion
del HER2 y el nacimiento de una terapia especifica o diana
para este subtipo tumoral, la investigacion en el cancer de
mama se ha centrado en la blUsqueda de la optimizacion
del tratamiento. Actualmente las pautas del tratamiento
adyuvante en el cancer de mama se basan en las caracteris-
ticas tumorales o biomarcadores, también llamados factores
prondsticos y predictivos del cancer de mamaZ.

Los factores prondsticos y predictivos utilizados clasica-
mente en el cancer de mama nos han permitido disefar
estrategias de tratamiento y conocer mejor el pronostico de
cada paciente. Estos factores cobran especial importancia
en los tumores en estadios tempranos, permitiendo ajus-
tar el tratamiento, de tal forma que no se trate en exceso
a aquellos pacientes que no se beneficiaran del tratamiento
adyuvante con quimioterapia, sin dejar escapar aquellos que
de no tratarse tendran una recaida®. Entre ellos los mas uti-
lizados en la practica diaria son: edad, tamafno tumoral,
afectacion ganglionar, tipo histologico, grado histologico,
presencia de receptores hormonales y sobreexpresion de
HER24'",

La proliferacion celular siempre ha tenido un papel en la
clasificacion tumoral y por lo tanto es parte de los factores
pronosticos y predictivos. Esta incluida dentro del grado

histologico tumoral, al tomar en cuenta las mitosis celulares
del tumor. Ademas, es una de las caracteristicas fenotipicas
en que difieren en los subtipos genéticos del cancer de
mama. EL Ki67 es una forma de medir la proliferacion celular
del tumor, utilizando técnicas de inmunohistoquimica'. Es
una proteina que ha demostrado tener un papel importante
en la regulacion del ciclo celular, ausente en las células
estacionadas o sin replicacion, y alcanza niveles maximos
de expresion durante la mitosis. El gen de Ki67 esta ubicado
en el brazo largo del cromosoma humano nimero 10'3.
Varios estudios han comprobado la relacion entre el Ki67
con otros marcadores de proliferacion celular como el
indice mitotico y la tirosina quinasa'.

Actualmente el uso de Ki6é7 como factor prondstico o pre-
dictivo es controvertido. Esto se debe principalmente a una
falta de consenso sobre qué niveles de Ki67 son considera-
dos de peor prondstico y a que se basa en un método que
genera mucha variabilidad de interpretacion entre laborato-
rios y obervadores'>. Sin embargo, estudios han reconocido
su valor como factor predictivo, demostrando su utilidad
para medir la respuesta a un determinado tratamiento adyu-
vante, ademas, altos niveles de Ki67 predicen una mejor
respuesta al tratamiento con quimioterapia’®. En cuanto a
su papel como factor prondstico, altos niveles de Ki6é7 se aso-
cian a mayor probabilidad de recaida en cancer en estadios
tempranos, independientemente de la afectacion axilar'’.

Los subtipos genéticos del cancer de mama pueden cla-
sificar mejor el tipo de enfermedad y la mayoria de los
estudios actuales buscan relacionar fenotipicamente estos
subtipos con los factores clasicos utilizados en el cancer de
mama. La intencion es tener mayor precision en el pronds-
tico de la enfermedad, y predecir el comportamiento frente
a los tratamientos adyuvantes de una manera mas certera'®.
El ultimo Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen
2013" incluye el nivel de expresion de Ki67 como marcador
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fenotipico para diferenciar entre los subtipos moleculares
del cancer de mama.

En este consenso se utiliza el Ki67 como marcador dife-
rencial principal, entre los subtipos moleculares del cancer
de mama, por ejemplo el Luminal A, presenta un Ki67 bajo
o menor del 20%, mientras el Luminal B, presenta valores
de Ki67 altos >20%. Igualmente se reconoce que hasta ahora
siguen existiendo dificultades para la unificacion de la medi-
cion de Ki67, asi como la definicion del punto de corte para
clasificar Ki67 de alto o bajo grado. Sin embargo, el con-
senso de St. Gallen 2013 explica también la importancia de
la utilizacion del Ki67, y que a pesar de este inconveniente,
habra que trabajar para lograr unificacion de criterios sobre
la lectura y la obtencion de Ki67'°.

Los biomarcadores tumorales cada dia toman un papel
fundamental en el prondstico y el tratamiento del cancer
de mama. EL Ki67 aun no es considerado un marcador inde-
pendiente de mal pronéstico y no esta establecido dentro
del estudio sistematico de la paciente con cancer de mama.
El objetivo de este trabajo es evaluar en nuestra serie la
relacion entre el Ki67 con cada uno de los demas biomarca-
dores clasicos utilizados en el cancer de mama, para analizar
la importancia del nivel de expresion Ki67 como factor pro-
nostico y predictivo en cancer de mama.

Pacientes y método

Se realizé un estudio transversal descriptivo analitico de 110
pacientes con cancer de mama estadios 1 y 1, candidatas a
cirugia como primer tratamiento, que fueron atendidas en
nuestras consultas de ginecologia, de la Unidad de Patologia
Mamaria del Hospital Universitario La Paz, entre octubre de
2011 y abril 2012, siguiendo las normativas del comité de
ética de nuestra institucion.

Se revisaron las historias de las pacientes atendidas en el
periodo seleccionado, se excluyeron las pacientes que eran
candidatas a quimioterapia neoadyuvante, las pacientes con
carcinomas intraductales y las pacientes con cancer en esta-
dios avanzados. Las variables independientes estudiadas
fueron: tamafo tumoral radiologico, fue preferiblemente
obtenido mediante ecografia, resonancia magnética o por
Ultima instancia en mamografia. El tamafo patologico se
obtuvo del informe de anatomia patoldgica definitivo, sobre
la pieza de la cirugia. Para los tumores multifocales o mul-
ticéntricos se analiz6 tanto el tamaiio del foco mayor como
el tamano de la suma de todos los focos. El tipo histologico,
el grado histoldgico, la presencia de invasion linfovascu-
lar, y la afectacion ganglionar también fueron extraidos del
informe definitivo de anatomia patologica sobre la pieza de
la cirugia. Para el analisis tomamos como positivos aquellos
ganglios centinelas con macrometastasis.

Para el analisis anatomopatologico se realizaron cortes
de 4 um de la pieza y se introdujeron durante 30 minutos
a 65°C en estufa para secarlos. La desparafinizacion y la
recuperacion antigénica se realizaron en el equipo PTL Link
DAKO y la inmunotincion se realiz6 en un equipo de inmuno-
tincion automatica en horizontal (Autostainer Plus, DAKO).
Se emplearon los siguientes anticuerpos: para los receptores
de estrogenos el clon EP-1, mouse, prediluido, Dako, para
los receptores de progesterona clon PgR636, mouse, predi-
luido, Dako y para el HER2 HercepTest, Dako. Para Ki67 clon

MIB1, prediluido, mouse, Dako. La expresion de los recepto-
res hormonales se valoroé como el porcentaje de los nucleos
de las células tumorales tenidos en el tumor, desde el 1% se
consideraron positivos.

La cuantificacion de la expresion de Ki67 se realizd de
modo semicuantitativo de acuerdo a las recomendaciones
internacionalmente aceptadas («International Ki67 in Breast
Cancer Working Group»?°). Se realizé una valoracién de Ki67
mediante el recuento de los niicleos tumorales tefidos en la
zona evaluada (200 nlcleos) sin tener en cuenta la inten-
sidad de la inmunotincion y excluyendo del recuento los
nucleos de células estromales y células inflamatorias. El
indice de proliferacion se establecié6 como la media de los
valores obtenidos en tres zonas diferentes de la preparacion
(incluyendo las zonas con mayor y menor proliferacion). El
Ki67 se analiz6 como una variable continua y también esta-
bleciendo el punto corte de interpretacion mayor o menor
del 20%.

Se utilizé como soporte informatico el programa IBM SPSS
statistics 20. Para el analisis descriptivo se utilizd la media,
la mediana y el rango intercuartilico. La comparacion de
medias se realizé mediante t de Student y test no paramétri-
cos y analisis de la varianza, la comparacion de frecuencias
con Chi cuadrado. El error « se estableci6 al 5%.

Resultados

La muestra presentd mayoritariamente factores de buen
pronostico. La edad de las pacientes se encontraba princi-
palmente entre los 50-60 afos (media 59,7 £+ 12, rango 35-88
anos), la mayoria de los tumores fueron del tipo histolo-
gico ductal infiltrante, tamanos tumorales pequefos (media
tamano tumoral 17,0 mm £ 11,5, rango 1-60 mm), grado his-
tologico moderandamente diferenciado y la gran mayoria
sin afectacion axilar ni invasion linfovascular. Asi mismo la
mayoria de los tumores presentaron receptores hormonales
positivos, y muy pocos tumores con sobreexpresion de HER2.
Correspondiéndose estas caracteristicas favorables con que
la gran mayoria de los tumores mostraron valores de expre-
sion de Ki67 por debajo del 20%. La tabla 1 resume los
resultados.

Al agrupar los tumores segun el tamaino, en aquellos
menores y mayores de 15mm, y comparar los niveles de
expresion de Ki67 por encima o por debajo de 20%, se
observo que la mayoria de los tumores de menor tamano
presentaron una expresion de Ki67 por debajo del 20%, y los
tumores con mas de 15 mm de tamaiio se asociaron a niveles
de Ki67 por encima del 20% (P <0,05) (fig. 1).

Al comparar linealmente los niveles de expresion de Ki67
con el grado histologico se observo que a mayor grado his-
tologico, los tumores expresaron mayor nivel de Ki67. En los
tumores bien diferenciados la expresion de Ki67 presentd
una media de 9,0446,2% y un maximo de 25%, mientras
que los tumores moderadamente diferenciados tenian una
media de expresion de Ki67 del 13,21 & 8,5% y un maximo
de 35%. En los tumores indiferenciados la expresion de Ki67
tenia una media de 29,7 £ 20,6% y un maximo de 90% (P
<0,05) (fig. 2).

Encontramos una asociacion inversa significativa entre la
expresion de receptores hormonales y la expresion de Ki67 (P
<0,05). Esta diferencia es mas destacada para los receptores
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Tabla 1 Resumen de las variables independientes estudiadas y su relacion con la expresion de Ki67

Ki67 Ki67 <20% Ki67 > 20%
N (%) Media + DS N (%) N (%)

Edad (anos)

<45 11(10,9) 19,3 (£9,5) 7 (63,6) 4 (36,4)

45-60 42 (41,6) 17,0 (£17,5) 30(71,5) 12 (28,5)

60-75 33(32,7) 15,0 (£ 14,3) 26 (78,6) 7 (21,4)

>75 15 (14,9) 16,9 (£ 11,4) 10 (66,7) 5(33,3)
Tamanho tumoral

> 15 mm 56 (50,9) 1,5 (£ 18,0) 36 (64,3) 20 (35,7)

<15 mm 54 (49,1) 19,5 (£17,9) 44 (81,5) 10 (18,5)
Grado histoldgico

Gl 25 (26,9) 9,0 (£6,2) 24 (96,0) 1(4,0)

Gll 40 (43,0) 13,2 (£8,5) 32 (80,0) 8(20,0)

Glll 28 (30,1) 29,7 (£20,1) 11(39,3) 17 (60,7)
Invasion linfovascular

Si 17 (18,5) 17,9 (£ 14,8) 11 (64,7) 6(35,3)

No 75 (81,5) 16,9 (£ 14,5) 55(73,3) 20 (26,7)
Receptores estrogeno

Positivo 95 (89,6) 14,4 (+£10,9) 73(76,8) 22 (23,2)

Negativo 11(10,4) 40,6 (+29,6) 4 (36,4) 7 (63,6)
Receptores progesterona

Positivo 80 (75,5) 13,2 (£10,8) 63(78,8) 17 (21,2)

Negativo 26 (24,5) 29,5 (£21,6) 15 (57,7) 11 (42,3)
HER2

Positivo 3(3,1) 16,0 (+0,0) 0 3 (100)

Negativo 95 (96,9) 30,0 (£ 14,5) 72 (75,8) 23 (24,2)
Ganglio centinela

Positivo 19 (19,2) 14,6 (£9,0) 14 (73,7) 5(26,3)

Negativo 80 (80,8) 16,4 (£ 15,9) 61(76,2) 19 (23,8)
Tipo histoldgico

Ductal 81 (85,3) 17,4 (£ 15,1) 59 (72,9) 22 (27,2)

Lobulillar 14 (14,7) 12,3 (+8,9) 12 (85,7) 2 (14,3)

65,4%

Ki67% > 20%

M < 15mm

Figura 1  Asociacion entre el tamafo tumoral y la expresion

del Ki67.
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Relacion entre los niveles de expresion del Ki67 dis-

tribuido segun el grado histologico tumoral.
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Figura 3  Asociacion entre la presencia o ausencia de recep-
tores de estrogeno y la expresion de Ki67.
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Figura 4 Asociacion entre la presencia o ausencia de recep-
tores de progesterona y la expresion de Ki67.

de estrégeno, en los que encontramos que, en los tumores
con receptores de estrogenos positivos, el Ki67 presentd una
media de 14,9 +10,9%, en cambio, en los tumores con recep-
tores de estrogenos negativos, el Ki67 present6 una media de
40,57 + 27,8%, una diferencia importante entre las medias,
de casi 4 veces mayor (P <0,05), (fig. 3). Igualmente en los
receptores de progesterona la diferencia observada tam-
bién fue significativa, aunque menor que la encontrada en
los receptores de estrogeno. Mientras que en los tumores con
receptores de progesterona positivos la media de expresion
de Ki67 fue de 13,25 + 10,84%, en los tumores con recep-
tores de progesterona negativos la media de expresion de
Ki67 fue de 29,47 + 21,57%, P<0,05) (fig. 4). El analisis
de regresion lineal entre la expresion del Ki67 en porcentaje
y receptores de estrogenos en porcentaje fue significativo
(P< 0,001), con un coeficiente beta -0,387, lo que se puede
interpretar como que por cada 1% que aumenta la expresion

del receptor de estrogeno, la expresion del Ki67 disminuye
un 0,387%.

No se ha encontrado relacion estadisticamente signifi-
cativa entre el grado de expresion tumoral del Ki67 con la
edad, la invasion linfovascular, la afectacion del ganglio cen-
tinela, la sobreexpresion de HER2 y el tipo histologico de
carcinoma infiltrante.

Discusién

La poblacion estudiada incluyé mayoritariamente pacien-
tes con enfermedad de buen prondstico, por tener tumores
en estadios iniciales y ser candidatas a cirugia como pri-
mer tratamiento. A pesar de ser una muestra reducida,
hemos encontrado una distribucion de factores pronosticos
y predictivos favorables, en la mayoria de las pacientes.
Esta distribucion se corresponde a su vez con valores de
expresion Kié7 por debajo del 20%, también en la mayo-
ria de las pacientes, siendo esta relacion significativa con
el tamano tumoral, los receptores hormonales y el grado
histoldgico. Los resultados del metaanalisis realizados en el
Reino Unido’, muestran que el Ki67 es un marcador pronds-
tico, y que a mayores niveles de expresion de Ki67 empeora
la supervivencia de las pacientes con cancer de mama en
estadios tempranos, lo que habia sido ya descrito en multi-
ples estudios'”?'. Sin embargo, no ha sido suficientemente
estudiada la relacion del Ki67, con el resto de los factores
prondsticos y predictivos clasicos utilizado en el cancer de
mama. Esta correlacion observada en nuestro estudio apoya
la utilidad e importancia de la determinacion del Ki67 en la
practica diaria.

Hemos encontrado que los tumores mayores de 15 mili-
metros tienen niveles de expresion de Kié7 por encima del
20%. Sin embargo esta relacion proporcional con la expre-
sion de Ki67, en los pocos estudios que hay publicados al
respecto no resulto significativa??. Probablemente esta dife-
rencia se debe a que las poblaciones de los estudios no son
comparables.

Otros estudios han calculado la expresion de Ki67 como
marcador prondstico, y estos resultados muestran similares
rangos de riesgo relativo y cociente de riesgos que otros
factores pronostico, como con los receptores de estrogenos,
y el grado histoldgico’?*?*, coincidiendo que estos factores
pronosticos clasicos han mostrado relacion estadisticamente
significativa en nuestro estudio. Podiamos ya intuir, que si
el grado histoldgico incluye un marcador de proliferacion
celular, como lo es la cuantificacion de mitosis celulares,
existiria una relacion entre ellos, la cual se ha confirmado
en este estudio.

Con respecto a la relacion inversa entre el Ki67 y la expre-
sion de niveles de estrogenos ya habia sido mostrada en
otros estudios?® 2. Ademas hay estudios que han observado
que se puede encontrar expresion de Ki67 muy baja, menor
del 3%, en tejido mamario sano. Sin embargo, esta minima
expresion en tejido sano, solo se encuentra en células sin
receptores de estrogenos?’.

En nuestro estudio no hemos encontrado una asocia-
cion significativa entre los niveles de Ki67 y la afectacion
ganglionar. En algunos estudios, se demuestra que el mal
pronostico que confiere un alto grado de expresion de Ki67,
se aplica tanto para pacientes con ganglios afectos, como
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para pacientes con ganglios negativos''’. Es necesario des-
tacar que al tratarse en nuestro estudio de una muestra con
mayoria de pacientes en estadios iniciales, el nimero de
pacientes con ganglios afectados es muy reducido, lo que
no permite estudiar esta relacion.

Existe evidencia cientifica acumulada en torno al impor-
tante papel de la expresion de Kié7, en la valoracion de
la paciente con cancer de mama, como factor pronostico
y predictivo"'??°, Se ha demostrado también la asocia-
cion entre la expresion del Ki67, riesgo de recidiva de
enfermedad, disminucion de supervivencia libre de enfer-
medad y disminucién de la supervivencia global'’. A pesar
de toda esta evidencia, actualmente no se acepta la expre-
sion de Ki67, como factor determinante a la hora de tomar
decisiones en la practica clinica. Para la extension de su
aplicacion rutinaria, es indispensable la determinacion siste-
matica de la expresion del Ki67, con normas unificadas para
su obtencion e interpretacion. Ya existen propuestas para la
unificacién de criterios'*?%2¢, como las normas que hemos
aplicado en este estudio para el analisis anatomopatoldgico
de la expresion del Ki67 (International Ki67 in Breast Cancer
Working Group?®). Sin embargo, todavia no se ha llegado a
un consenso definitivo.

En conclusion, en nuestro estudio hemos encontrado una
relacion significativa entre la expresion de Kié7 y otros
factores predictivos y pronosticos clasicos del cancer de
mama. Nuestros resultados mostraron que tumores mayo-
res de 15mm, con una menor expresion de receptores de
estrogeno y de progresterona y un mayor grado histoldgico
estaban asociados a mayor expresion de Ki67.
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