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VARIACION DE LA EXPRESION DE MARCADORES MOLECULARES
ENTRE LOS COMPONENTES INTRADUCTAL E INFILTRANTE DEL

CARCINOMA DE MAMA

RESUMEN

Se realizé un estudio basado en un disefio no experimental, transversal de tipo
descriptivo correlacional, del resultado inmunohistoquimico de pacientes con el
diagnostico de carcinoma de mama y dicho analisis practicado en el laboratorio de
Anatomia Patologica del Hospital Metropolitano del Norte, durante el periodo 1999-
2006. De 1096 casos con carcinoma de mama, se seleccionaron 1090 del sexo
femenino y de ellos 243 de histologia ductal infiltrante con componente intraductal, al
examinar de cada uno de los anteriores la lamina de hematoxilina eosina al
microscopio luz. Seguidamente se les valord la expresion de los marcadores
moleculares RE, RP, P53, BCL2, Her-2/neu en ambos componentes histoldgicos. De
los casos objeto del estudio se conocid la edad en 205, donde el promedio de la
misma fue de 42,13 afios y de ellos 48,14% eran menores de 50 afios. Los marcadores
moleculares méas realizados fueron receptores hormonales, Her-2/neu y la proteina
p53. En relacion al grado histoldgico de cada componente, en el intraductal mas del
60% fue de bajo grado, y en el ductal infiltrante, mas del 30% fue grado |1 del total de
casos donde ésta caracteristica se conocid. El tamafio tumoral en 44,02% de los casos,
fue menor a 5 cm. De los 115 casos donde se conocié el estadio clinico y el estado

nodal, 23,86% eran estadio Il y 25,92% presentaron enfermedad metastasica nodal



axilar. Los marcadores moleculares RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu, se expresaron en
ambos componentes (intraductal e infiltrante) del tumor en mas del 70% de los casos,
presentando la expresion de cada uno diferencias, segun el tipo histoldgico. El Bcl2,
RE, RP y p53 fueron maés positivos en el componente infiltrante que en intraductal,
siendo significativa la diferencia para el RP (p=0,04) y la proteina p53 (p=0,00001),
el Her-2/neu se observo mas positivo en el componente intraductal que en el invasor
(p=0,02). Al considerar la intensidad del inmunomarcaje o la tincion, el RP y p53 se
expresaron con un comportamiento de mas ganancia que pérdida en la tincion en el
componente infiltrante, contrario a lo observado para el Her-2/neu. En la correlacion
de la expresion de los marcadores moleculares entre ambos componentes histologicos
y la edad de la paciente, el RE, RP, Bcl2 y proteina p53 se comportaron con ganancia
en el inmunomarcaje en el componente infiltrante en mayores de 50 afios, resultando
significativa la asociacion para el RE (p=0.04). El analisis de las otras variables del
estudio no demostré asociacion estadisticamente significativa entre las mismas.
Conclusién: la variacién de la expresion de los marcadores moleculares entre el
componente intraductal e infiltrante en el carcinoma de mama se asocia al grado de
malignidad de la lesion.

Palabras claves: cancer de mama, expresién proteica, carcinogénesis.



VARIATION IN THE EXPRESSION OF MOLECULAR MARKERS
BETWEEN THE COMPONENTS OF INTRADUCTAL E INFILTRATING

BREAST CANCER

SUMMARY

A study was conducted based on a non-experimental design, cross-descriptive
correlational, the results of immunohistochemical patients with the diagnosis of
breast carcinoma and the analysis performed in the laboratory of Pathology of the
North Metropolitan Hospital during the period 1999-2006. 1096 cases of breast
carcinoma were selected 1090 female and 243 of them with ductal histology
intraductal component, in considering each of the previous layer hematoxylin eosin
the light microscope. Then they assessed the expression of molecular markers RE,
RP, P53, BCL2, HER-2/neu in both histological components. Of the cases under
review, was met at age 205, where the average it was 42.13 years and 48.14% of
them were under 50 years. The molecular markers were made more hormone
receptors, Her-2/neu and protein p53. In relation to the histological grade of each
component in the intraductal over 60% was low grade, and in infiltrating ductal, over
30% were grade Il of all cases where it became known feature. The tumor size in
44.02% of the cases, was less than 5 cm. Of the 115 cases where we knew the clinical
stage and nodal status, were 23.86% and 25.92% stage Il presented axillary nodal
metastatic disease. The molecular markers RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu, were

expressed in both components (intraductal infiltrating e) of the tumor in more than



70% of cases, introducing the expression of individual differences, according to the
pathological. The Bcl2, RE, RP and p53 were more positive than in infiltrating the
intraductal component, the difference being significant for the RP (p=0.04) and
protein p53 (p=0.00001), Her-2/neu was observed more positive in the intraductal
component that the invader (p=0,02). In considering the intensity of inmunomarcaje
or staining, the RP and p53 were expressed with a performance gain over that loss in
the staining in infiltrating component, contrary to what was observed for Her-2/neu.
In the correlation of the expression of molecular markers between the two
components histological and age of the patient, the RE, RP, Bcl2 and protein p53
behaved with the inmunomarcaje gain in component infiltrating older than 50 years,
resulting in significant association for the RE (p=0.04). Analysis of the other
variables in the study did not demonstrate statistically significant association between
them. Conclusion: The variation in the expression of molecular markers between the
intraductal component and in infiltrating breast carcinoma is associated with the
degree of malignancy of the lesion.

Keywords: breast cancer, protein expression, carcinogenesis.



INTRODUCCION

El cancer de mama es considerado debido a su frecuencia, a la cantidad de
recursos que consume y a la alarma social que genera, un problema de salud
generalmente prioritario para las administraciones sanitarias en todo el mundo. De
manera global se ha registrado un incremento marcado en su incidencia, que al
parecer esta relacionado con la edad, ya que es mayor en mujeres de edad avanzada,
al desarrollo de campafias de divulgacion y deteccion mas intensa, 0 a un
comportamiento cambiante de los factores de riesgo. Sin embargo, algunos analisis
concluyen que las causas de ese aumento no se pueden explicar con facilidad,
mientras que otros argumentan que esas razones son en gran medida desconocidas

(1-8).

De las estadisticas internacionales se desprende, que para los paises
industrializados ésta constituye la primera causa de mortalidad oncoldgica para su
poblacién femenina, en donde 75% de los casos se diagnostica en estadios iniciales.
En Venezuela, donde representa también la primera causa de muerte por cancer en la
mujer, la situacion es completamente inversa, ya que el mayor porcentaje de casos se
diagnostica en estadios avanzados, cuya evolucion y pronéstico resultan ser

desafortunados (9,10).



De una paciente a otra, el curso clinico del carcinoma de mama infiltrante es
muy heterogéneo, en relacion a las alteraciones que implican su origen y desarrollo, a
la gran diversidad geno y fenotipica, como a la capacidad de respuestas del sistema

inmunoldgico de cada una frente al tumor (11-15).

Para predecir el curso de la enfermedad, es fundamental conocer los
elementos del tumor que implican la capacidad o el potencial de invasion del mismo,
como las caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas y aquéllas de caracter clinico

(11,12,16-24).

En ese sentido y con el fin de comprender el comportamiento del carcinoma
de mama, son numerosos los trabajos que se han desarrollado y publicado en la
literatura médica en los ultimos 40 afios. Desde los que se enfocaron en las
caracteristicas morfologicas, determinaron por primera vez los receptores hormonales
(16,17,18,20-31) correlacionaron los anteriores y otras caracteristicas patoldgicas,
identificaron y localizaron varias isoformas, como los mecanismos de regulacion, o
determinaron otros marcadores moleculares de forma aislada o simultdneamente
(12,30-67) hasta los basados en la secuencia y organizacién del genoma humano con
métodos de alto rendimiento (High-throughput Analysis) han permitido construir la

base de los conocimientos actuales (68-75).



Los métodos de alto rendimiento, basados en el analisis masivo de maultiples
moléculas de ADN, ARN o proteinas como marcadores genéticos, permitieron
identificar perfiles de expresion de ésta neoplasia, proporcionando las bases para
mejorar la taxonomia y su clasificacion molecular, como el agrupamiento jerarquico

(68-75).

Asi mismo, el andlisis de los patrones de expresion proteica por
inmunohistoquimica en correlacion con los microarrays, ha contribuido en su
caracterizacion y clasificacion (73-76), arrojando algunas luces acerca de su
progresion, la cual ain se trata de definir en base a cuadros moleculares,
morfoldgicos e inmunohistoquimicos (15,77,78). Es asi que se puede afirmar que los
carcinomas de bajo grado expresan receptores hormonales, proteina p53, Her-2/neu
negativo y perdida 16qg, mientras los de alto grado se muestran negativos para los
receptores hormonales y sobreexpresan el Her-2/neu con cariotipos complejos

(15,70,71).

Indudablemente, los hallazgos de las dos Gltimas décadas agregaron nuevos
conocimientos sobre su biologia, donde un aspecto de importancia, es conocer que su
origen no soélo responde a influencia hormonal y del medio ambiente, sino también
que es el resultado de la acumulacién de una serie de mutaciones genéticas
(amplificacion y mutacién de un numero de oncogenes, como la inactivacién de

genes supresores), y su desarrollo, un proceso secuencial de multiples etapas, que se



inicia con las alteraciones en el epitelio de la unidad ductolobular normal,

determinando en conjunto la aparicién y progresion del carcinoma (13,63,64,65).

La mayoria de esas alteraciones genéticas, conocidas en el carcinoma
infiltrante, también estan presentes en el intraductal (77-89) y maés recientemente, se
han identificado otras anormalidades del mismo orden en las células epiteliales
normales adyacentes a las neoplasicas, como en los cambios proliferativos benignos.
Sin embargo, los procesos de iniciacion, como las vias precisas de la génesis tumoral
de la mama son aun poco conocidas, apuntando la evidencia clinico-patolégica actual,
la teoria de que la mayoria de las lesiones invasoras se desarrollan a partir de las
lesiones intraductales, sin aun descifrar, el critico acontecimiento de inicio y la
subsecuente secuencia de eventos celulares asociados con dicha progresion, ni con los
que ocurren para una metastasis regional, a distancia o en una lesion recurrente

(13,15,68-76).

Partiendo de esa secuencia de eventos desconocidos dentro del epitelio
mamario para la progresion de un carcinoma no invasor a infiltrante y representando
los marcadores moleculares la expresion de los productos proteicos del perfil genético
de la neoplasia que pueden contribuir a identificar dichos cambios, se planteo realizar
un analisis de la variacion en la expresién de los marcadores moleculares, mas
comunmente determinados por técnica de inmunohistoquimica, entre el componente

intraductal y el ductal infiltrante presentes en el mismo tumor.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Analizar la variacion de la expresion de los marcadores moleculares mas
comdnmente determinados por técnica de inmunohistoquimica (estrogeno,
progesterona, p53, Her-2/neu y Bcl2) entre el componente intraductal y el ductal
infiltrante del carcinoma de mama, presente en el mismo tumor, en las pacientes a las
cuales se le realiz6 estudio de inmunohistoquimica en el laboratorio de Anatomia
Patologica del Hospital Metropolitano del Norte, en el periodo comprendido entre

1999-2006.

Objetivos especificos

e Determinar la expresion de los marcadores moleculares realizados por técnica
de inmunohistoquimica (estrégeno, progesterona, p53, Her-2/neu y Bcl2) en
el componente intraductal y ductal infiltrante del mismo tumor.

e Comparar la expresion de los marcadores moleculares realizados, entre el
componente intraductal y ductal infiltrante del mismo tumor.

e Determinar la relacion entre la variacion expresién de los marcadores

moleculares y el tamafio del tumor.



Determinar la relacion entre la variacion expresion de
moleculares y el estado de los ganglios linfaticos.
Determinar la relacion entre la variacién expresion de
moleculares y el estadio clinico.

Determinar la relacion entre la variacion expresion de
moleculares y el grado histoldgico.

Determinar la relacion entre la variacién expresion de

moleculares y la edad.

los

los

los

los

marcadores

marcadores

marcadores

marcadores



MATERIAL Y METODOS

Se realizd6 un estudio no experimental, transversal de tipo descriptivo-
correlacional, del resultado inmunohistoquimico de pacientes con diagndstico de

carcinoma de mama.

Mediante la revision del archivo de laminas de inmunohistoquimica del
laboratorio de Anatomia Patologica del Hospital Metropolitano del Norte, se
identificaron 1096 casos con el diagnéstico de carcinoma de mama Yy su
correspondiente estudio inmunohistoquimico, realizados durante el periodo 1999-

2006.

Se examinaron al microscopio de luz 1090 laminas de hematoxilina eosina de
casos que cumplieron el criterio de sexo femenino e histologia ductal infiltrante con
componente intraductal (figura 1y 2) verificado en 243, a los que seguidamente se les
valoré la expresion de los marcadores moleculares para receptor de estrégeno (RE),
receptor de progesterona (RP), la proteina p53, Bcl2 y Her-2/neu en ambos
componentes histoldgicos, excluyendo los estudios inmunhistoquimicos que
mostraran sobrefijacién de la muestra, representados por la negatividad de todos los

marcadores moleculares, en especial del Ki67.



Consecutivamente se recopil6 la informacién de las laminas pertinentes, como
del andlisis anatomopatol6gico definitivo y de las historias clinicas disponibles,
evaluando ademas el tamafio tumoral, estado de los ganglios linfaticos, grado

histolégico, estadio clinico y la edad.

Figura 1. HE 50X. Figura 2. HE 50X.

Carcinoma de mama. L&mina de hematoxilina Carcinoma de mama. Lamina de hematoxilina

eosina con componente intraductal de bajo grado  ¢jna con componente intraductal de bajo grado
SIn necrosis y componente infiltrante de grado con necrosis y componente infiltrante de grado
histoldgico II. R

histoldgico I11.

La determinacion de la expresion de los marcadores moleculares, se realizé
con la técnica de biotina estreptavidina peroxidasa, empleando anticuerpos del

receptor de estrogeno (clon 1D5) y progesterona (clon 1A6), como de las proteinas



p53 (clon DO-7), Bcl2 (clon 124) y Her-2/neu (Herceptest), todos de la marca

comercial Dako®.

La técnica realizada consistié en 3 a 5 cortes con un espesor de 2 micras del
blogue de parafina de cada paciente, los cuales se colocan en una l&mina portaobjeto,
tratada con la solucion recuperadora de antigenos (poli-I-lisina) por 30 minutos,
secandose con estufa a temperatura de 96-98°C. Seguidamente y por cambios de 5
minutos cada uno, se desparafinan en xilol, deshidratan con alcoholes al 100% en tres
cambios respectivamente e hidratan con alcoholes decrecientes de 95 a 70% en dos

cambios, lavandose con agua destilada.

La recuperacion antigénica, se efectué por calor con horno microonda,
colocando las laminas en solucion buffer citrato pH 6, cada ldmina se lava con buffer
pH 7,4 y se le coloca una gota de peroxido de hidrdégeno al 3% para inhibir la
peroxidasa enddgena, lavandose tres veces con buffer pH 7,4 para colocarle una gota
de bloqueador de proteinas por 30 minutos. Posteriormente se coloca 50 microlandas
del anticuerpo primario previamente diluido con buffer pH 7,4 en una proporcion de
1:50 durante 16 horas y luego la biotina como el anticuerpo secundario y la
estreptavidina conjugada con peroxidasa durante 30 minutos cada uno, previo tres
lavados con buffer pH 7,4 después de cada anticuerpo y la estreptavidina. Se realiza

el revelado colocando una gota de una mezcla obtenida de 1 cc de buffer sustrato con



una gota de diaminobencidina por 30 a 45 segundos, lavandose con agua destilada

para darle coloracion de fondo con Hematoxilina de Mayer por 60 segundos.

A continuacion se lava por 5 minutos en agua, se deshidrata mediante cinco
cambios de alcohol al 100%, aclarandose mediante dos cambios con xilol para montar
con martex y colocar el cubreobjeto, identificAndose finalmente con fecha y nimero

el caso.

El resultado del marcaje inmunohistoquimico en las células tumorales se
define por la tincion a nivel nuclear para el receptor de estrogeno, progesterona y p53,
citoplasmatico para el Bcl2 y de la membrana citoplasmatica para el Her-2/neu. La

positividad es medida en una escala semicuantitativa en cruces y porcentajes.

El marcaje del receptor de estrogeno, progesterona, p53 y Bcl2, se tom6 como
0 o negativo, cuando no hay tincion, 1+, cuando es leve y corresponde entre 10 a 29%
de las células positivas, 2+ al ser moderada y entre el 30 a 69% o 3+ al ser intensa y

tifie el 70 a 100% de los nucleos o el citoplasma segun el marcador molecular.

El marcaje del Her-2/neu se tomé como negativo cuando es 0 y no hay tincion
de membrana o es 1+ y aquélla es débil e incompleta en al menos el 10 % de las

células tumorales. Es positivo, 2+ cuando la tincién es moderada y completa en toda



la membrana en méas del 10% y 3+ cuando es intensa en toda la membrana celular en

mas del 10% de la poblacion tumoral.

Al evaluar la expresion de los marcadores moleculares segin el componente
histologico del tumor desde el carcinoma no invasor al invasor, la inmunotincién
permitié distinguir inicialmente tres categorias de la misma: negativos/positivos,
cuando no existe expresion en el intraductal (negativos) y si en infiltrante (positivos),
o lo contrario positivos/negativos, e iguales para los que mantienen el marcaje, fuera
éste negativo o positivo en ambos tipos histoldgicos, seguidamente y por la variacién
de la intensidad de la inmunotincion o marcaje, se diferencié también como ganancia
cuando aumenta la intensidad de expresion por el numero de cruces desde el
carcinoma intraductal al infiltrante, pérdida cuando decrecen aquellas en la misma
direcciéon e iguales para los que mantienen su expresion sin cambios en ambos

componentes.

Los resultados se distribuyeron en tablas de frecuencia absolutas, relativas y
contingencias. Para el analisis e interpretacion de los resultados, se procedié mediante
el estudio cuantitativo de datos, se utilizo la prueba de Chi®, bondad de ajuste y
homogeneidad de proporciones, considerando el valor de probabilidad estadistica

significativo para valores de p < 0.05.



DISCUSION

El curso clinico de los pacientes con cancer de mama es muy heterogéneo en
relacion a las alteraciones que implican su origen y desarrollo (11,15). La
incorporacion de marcadores moleculares para la caracterizacion de estos tumores es
util para la evaluacion clinica de los mismos, como también por ofrecer herramientas
que puedan ayudar a comprender el proceso de la carcinogénesis

(12,15,21,23,24,31,69,70,71,75).

En este estudio fue evidente que los marcadores moleculares RE, RP, p53,
Bcl2 y Her-2/neu se expresan tanto en el componente intraductal como en el
infiltrante del carcinoma de mama que se presenta en un mismo tumor, aunque con

diferencias en el inmunomarcaje segun el tipo histolégico.

Es asi que la inmunotincion fue caracteristicamente mas intensa en orden
decreciente para p53, RP, RE y Bcl2 en el componente invasor, como el Her-2/neu en
el intraductal lo que comparte similitudes y discrepancias con otros estudios
(11,12,67,78,79,81,85,90,91), diferencias que pueden ser debidas, en parte, al empleo
de distintos anticuerpos o metodologias, la variabilidad de criterios de positividad, el
método de contaje, las diferencias en el procesamiento técnico (heterogeneidad en las
condiciones de fijacion y en las técnicas de desenmascaramiento antigénico) e incluso

en el tiempo de almacenamiento de las preparaciones antes de realizar el estudio



inmunohistoquimico.

El RE y RP que normalmente se expresa en las células epiteliales del ducto
mamario sin ningun tipo de alteracion patologica, suelen encontrarse en el carcinoma
intraductal y en el ductal infiltrante con grados de expresion variable como lo sefialan
algunos autores (12,92,93). El hallazgo que tanto el RE como el RP se expresen en
ambos componentes histolégicos (intraductal e infiltrante) del mismo tumor, con un
patron que exhibe ganancia del inmunomarcaje en el componente invasor, representa

un hallazgo hasta ahora no descrito en ningun otro estudio.

La explicacion a ese marcaje, muy probablemente es una condicién en la
evolucion del grado de malignidad, relacionado con el grado histoldgico de cada
componente presente en el mismo tumor (bajo grado en el intraductal vs grado I-11 en
el ductal infiltrante), a lo que la literatura adiciona la negatividad de ambos receptores

con presencia de lesiones de alto grado o mal diferenciadas (15,78).

Por otra parte, el comportamiento del tumor que expresa RE(-)/RP(-),
RE(+)/RP(-) o RE(-)/RP(+) es bien conocido (50,74,78,94), sin embargo, el hallazgo
de éste estudio, pudiera inclusive distinguir a un subtipo diferente de lesion

histoldgica dentro del carcinoma de mama, con un comportamiento que revisar.



La expresion de la proteina p53 y Her-2/neu como lo sugieren diversos
articulos, es de innegable valor prondstico tanto en carcinoma intraductal como
infiltrante, asociado a la cinética celular y otras caracteristicas morfoldgicas,
entretanto pocos estudios mencionan los hallazgos de tumores que exhiben ambos
tipos histolégicos considerando estos y otros marcadores moleculares como el
significado para la progresion del carcinoma de mama

(17,31,50,52,55,56,61,66,77,78,79,83).

En este estudio, la inmunotincién de la proteina p53 con predominio de la
ganancia sobre la perdida en el inmunomarcaje desde el tipo histoldgico intraductal al
infiltrante, como el comportamiento contrario observado respecto al Her-2/neu,
permite definir que la expresion de ambos marcadores que se modifica de uno a otro
componente en esa direccion y de ésta forma, se relaciona también con el grado de
malignidad, y por lo tanto, estarian implicados en la evolucion de lesiones
biolégicamente més agresivas, aumentando el potencial invasor de las células del
ducto alteradas por los cambios neoplésicos, lo que refleja a la par de la adquisicion
de mutaciones del gen respectivo, la informacién de unos marcadores de valor
prondstico-predictivo  también  por el potencial para la  progresion

(17,52,55,56,61,66,77,78,79,83,85).

La expresion del Bcl2, que se comporta con una ganancia sutil en intensidad

del inmunomarcaje hacia el componente infiltrante en relaciébn a los otros,



probablemente sea un inmunomarcador que inicia la aparicion en relacion inversa a la
expresion de los anteriores p53 y Her-2/neu, cuya connotacion deba ser mejor
soportada con igual nimero de todos los marcadores a la hora del analisis. Entretanto
otras publicaciones han documentado su expresion fuertemente asociada al tipo
intraductal, RE negativo con una relacion inversa de la proteina P53 y Her-2/neu

(86,87).

Aunque la mayoria de los estudios apoyan el papel protector de Bcl-2
(12,50,56,95,96), también se ha asociado su expresion a la progresion en las

metastasis del cancer de mama (97).

Respecto a la variacion de la expresion de los marcadores moleculares segun
el componente histolégico y las otras variables del estudio, se evidencid en relacién
con el tamafio tumoral que la proteina p53, presentd un marcaje mas intenso a mayor
tamafio de la lesion, sin otro hallazgo en la literatura y explicacion por el momento en

éste estudio.

Asi mismo, el inmunomarcaje del RE, Bcl2 y el Her-2/ neu en relacién al
grado 1lI-111, fue consistente con un estudio previo (21) que sugiere que la expresion
de varios destacados marcadores (p53, Her-2/neu Ki-67, ER, PR, y Bcl2) se

correlacionan muy bien con el grado del tumor.



Ante la evidencia de predominio del bajo grado en el carcinoma intraductal
(BGSN y BGCN) vy grado I-1l en la contraparte ductal infiltrante podriamos sefialar
que las lesiones malignas no invasoras de un determinado grado evolucionan muy
probablemente a una invasora de grado similar, lo que comparte similitud con otros
articulos en la literatura (69,77,81,83,88). Esto permitiria también apuntar, que la
célula que inicialmente se transforma por las alteraciones genéticas determina el
fenotipo tumoral y la secuencia genética de eventos a seguir, sin dejar de lado la
propuesta que otras alteraciones también pueden ocurrir luego del evento inicial en la
transformacion neoplésica y en el camino de la agresividad bioldgica del carcinoma
de mama con su subsecuente expresion molecular también variable durante cada

etapa de transformacion.

La asociacion de la variacién de la expresion de los marcadores segun el
componente histologico y la edad desde el carcinoma no invasor a invasor fue
significativa para el RE (p=0,04). Es bien conocido desde hace un tiempo, que el
marcaje de los receptores hormonales, en el carcinoma infiltrante en la poblacion
postmenopausica comparada con la premenopausica es mas frecuente, aunque la
expresion simultanea de otros marcadores como Bcl2, p53 y otros mas, es algunas
veces contradictorio, lo interesante probablemente esta observar el marcaje cambiante
en relacion con los afios tanto en el componente no invasor y su contrapartida

histoldgica, en tumores que los exhiban.



Igualmente, la correlacion de la variacion en la expresion de los marcadores
del estudio con las otras variables, como el estadio clinico y el estado nodal de la

axila, no produjo resultados significativos.

CONCLUSIONES

La identificacion de la expresion proteica en la glandula mamaria que sufre la
transformacion neoplésica, tiene gran peso por la informacion adicional para la
clasificacion actualmente dada a conocer, en éste estudio se muestra la variacion del
inmunomarcaje del RE, RP, p53, y Her-2/neu entre el carcinoma intraductal e
infiltrante colindando en el mismo tumor y algunos cambios de la expresion del grado

de malignidad.

El incremento en la expresion de receptores hormonales, la alteracién de la
proteina p53 y la expresion Her-2/neu, en el carcinoma de mama con estos
componentes histologicos, permiten discriminar pasos implicados en el proceso de la

carcinogénesis mamaria.

Indudablemente, existe otros los elementos implicados en mecanismos de la
carcinogénesis que debemos determinar, y lo que impone el desarrollo de un disefio,
que incluya una serie de mayor nimero, que permita comparar incluso otras variables

morfoldgicas y otros biomarcadores con el fin de establecer el verdadero significado



de la expresion de los mismos en el camino completo de la progresion tumoral de esta

neoplasia.

La importancia esta por tanto, en la posibilidad de estratificar a las pacientes
en distintos grupos de acuerdo a resultados mas categoricos de los cambios en la
expresion de dichos marcadores moleculares entre uno y otro componente en estos

tumores.

Los alcances de estos hallazgos, o su utilidad en la toma de decisiones
terapéuticas, son interrogantes que otras investigaciones y el tiempo probablemente

puedan responder.



RESULTADOS

De los casos objetos de estudio, se observaron caracteristicas generales. De
acuerdo a la edad, en 205 casos donde ésta se conocid, el promedio de la misma fue
42,13 afios y de ellos 48,14% eran menores de 50 afios. Los marcadores moleculares

mas realizados fueron receptores hormonales, Her-2/neu y la proteina p53.

En relacion al grado histoldgico de cada componente, en el intraductal mas del
60% fue de bajo grado, mientras en el ductal infiltrante, mas del 30% fue grado Il del
total de casos donde ésta caracteristica se conocio. El tamafio tumoral en 44,02% de
los casos, fue menor a 5 cm. De los 115 casos donde se conocid el estadio clinico y el
estado nodal, 23,86% eran estadio Il y 25,92% presentaron enfermedad metastasica
nodal axilar. El tratamiento con quimiotérapia adyuvante se llegd a precisar en solo

40,32% de los casos (Tabla 1).

Los marcadores moleculares RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu, se expresaron en
ambos componentes (intraductal e infiltrante) del tumor en mas del 70% de los casos.
Sin embargo, la expresidn de cada uno presento diferencias, segun el tipo histoldgico
donde son valorados, observandose para el Bcl2, RE, RP y p53 que fueron mas
positivos en el componente infiltrante que en intraductal, incluso en mayor nimero de

casos los dos ultimos (RP y p53), siendo significativa la diferencia para el RP



(p=0,04) y la proteina p53 (p=0,00001), (figura 3,4,5,6), mientras el Her-2/neu se

observd mas positivo en el componente intraductal que en el invasor (Tabla 2)

Figura 3. Carcinoma de mama. RP 100X. Figura 4. Carcinoma de mama. RP 200X.

RP marcando ambos en componentes del tumor RP marcando 50% (2+) en el componente

(intraductal e infiltrante). intraductal y el 90% (3+) en el componente
infiltrante.

Se observé expresion de los marcadores moleculares del estudio, en mas del
70% de los casos, en ambos componentes del tumor, con un patrén variable para cada
uno al considerar la intensidad del inmunomarcaje o la tincién. Es asi que la
intensidad del marcaje para el RP (figura 3 y 4) y p53 (figura 5 y 6) se presenta con
un comportamiento de mas ganancia que pérdida en la tincién en el componente
infiltrante, contrario a lo observado con el Her-2/neu (figura 7 y 8), el cual tiene

pérdida en la intensidad de marcaje sobre el componente invasor y ganancia en el



intraductal, representando significancia la diferencia de su expresién (Her-2/neu,

p=0,02).

Figura 5. Carcinoma de mama. p53 100X. Figura 6. Carcinoma de mama. p53 200X.

Proteina p53 marcando en ambos componentes Proteina p53 marcando 20% (2+) en el
del tumor (intraductal e infiltrante). componente intraductal y el 90% (3+) en el
componente infiltrante.

Figura. 7. Carcinoma de mama. Her 2/neu 200X.  Figura 8. Her 2/neu 400X.

Her-2/neu positivo en ambos componentes Her 2/neu positivo fuerte (3+) en el componente
(intraductal e infiltrante). intraductal y positivo débil (2+) en el infiltrante.



TABLA1
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PACIENTES CON CARCINOMA DE MAMA CON
AMBOS COMPONENTES, INTRADUCTAL - DUCTAL INFILTRANTE

Caracteristicas Indicador n %
Edad <50 afios 117 48,14
> 50 afios 88 36,21
No conocida 38 15,63
Marcadores * RE 233 95,88
RP 234 96,29
p53 143 58,84
Bcl2 79 32,51
Her-2/neu 222 91,35
Grado histolégico del intraductal BGSN 75 30,86
BGCN 92 37,86
AGSN 14 5,76
AGCN 62 25,51
Grado histolégico del ductal infiltrante | 11 4,52
1 85 34,97
1l 20 8,23
No conocido? 127 52,26
Tamafio tumoral <2cm 35 14,4
2-5¢cm 72 29,62
>5cm 8 3,29
No conocido? 128 52,67
Estado nodal Con metéstasis 63 25,92
Sin metastasis 52 21,39
No conocido? 128 52,67
Estadio clinico I 26 10,69
] 58 23,86
1l 40 16,46
v 4 1,64
Sin estadio 115 47,32
Neoadyuvancia Si 71 29,21
No 27 11,11
No conocida® 145 59,67

Yo% de casos a los que se les realizo el estudio del marcador, basado en n = 243
“Casos en los cuales el dato no venia indicado en la hoja de solicitud y provenian de centros de salud
extrahospitalarios.

Fuente: Resultados de la investigacion.



TABLA?2

EXPRESION DE LOS MARCADORES MOLECULARES (RE, RP, p53, Bcl2, Her-

2/neu) SEGUN EL COMPONENTE INTRADUCTAL - DUCTAL INFILTRANTE

EN EL CARCINOMA DE MAMA

Componente RE RP p53 Bcl2 Her-2/neu
intraductal/ductal infiltrante | n % n % |n % n % n %
Negativos/Positivos 12 515 |17 7,26 |26 18,18 |4 506 |14 6,30
Positivos/Negativos 5 2,14 |7 333 |3 2,09 |1 1,26 |20 9,00
Iguales 216 92,70 | 210 89,74 | 114 79,72 | 74 93,67 | 188 84,68
Total 233 100 234 100 143 100 79 100 222 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

TABLA3

VARIACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES MOLECULARES
(RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu) SEGUN EL COMPONENTE INTRADUCTAL - DUCTAL
INFILTRANTE EN EL CARCINOMA DE MAMA

Componente RE RP p53 Bcl2 Her-2/neu
intraductal/ductal infiltrante | n % n % |n % n % |n %
Ganancia 18 7,72 |33 14,10 | 46 32,1 |8 10,12 {19 8,55
Pérdida 26 11,15 | 27 11,53 |6 419 |6 759 |35 15,76
Iguales 189 81,11 | 174 74,35 | 91 63,6 |64 81,01 | 168 75,67
Total 233 100 234 100 143 100 79 100 222 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

TABLA 4



RELACION ENTRE LA VARIACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES
MOLECULARES (RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu) SEGUN EL COMPONENTE INTRADUCTAL -
DUCTAL INFILTRANTE Y EL TAMANO TUMORAL

EN EL CARCINOMA DE MAMA

Marcador Componente Tamafio tumoral

molecular intraductal/ductal
infiltrante <2cm 2-5cm > 5cm

n % n % n %

RE Ganancia 1 3,33 5 7,04 - -
Perdida 2 6,66 10 7,04 - -
Iguales 27 90,00 |56 78,87 |8 100
Total 30 100 71 100 8 100

RP Ganancia 4 1111 |11 1549 |1 12,50
Perdida 3 8,33 8 1126 |- -
lguales 29 80,55 |52 7323 |7 87,50
Total 36 100 71 100 8 100

p53 Ganancia 8 40,00 |17 4358 |3 75,00
Perdida 1 5,00 - - - -
lguales 11 55,00 |22 56,41 |1 25,00
Total 20 100 39 100 4 100

Bcl2 Ganancia 3 1500 |3 10,34 |- -
Perdida 5 25 2 6,89 - -
lguales 12 60,00 |24 82,75 |1 100
Total 20 100 29 100 1 100

Her-2/neu Ganancia 1 3,84 9 1875 |- -
Perdida 4 1538 |9 18,75 |- -
lguales 21 80,76 |30 6250 |3 100
Total 26 100 48 100 3 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

TABLAS



RELACION ENTRE LA VARIACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES
MOLECULARES (RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu) SEGUN EL GRADO DEL COMPONENTE
HISTOLOGICO EN EL CARCINOMA DE MAMA

Marcador Componente Grado histolégico

molecular intraductal/ductal
infiltrante I I m

n % n % n %

RE Ganancia 1 9,09 3 3,65 1 5,00
Perdida 4 36,36 9 10,97 1 5,00
Iguales 6 54,54 70 85,36 18 90,00
Total 11 100 88 100 20 100

RP Ganancia 2 20,00 8 9,63 4 21,05
Perdida 3 30,00 7 8,43 2 10,52
lguales 5 50,00 |68 8192 |13 68,42
Total 10 100 83 100 19 100

p53 Ganancia 6 50,00 |17 3541 |4 36,36
Perdida - - 2 4,16 - -
Iguales 6 50,00 29 60,41 7 63,63
Total 12 100 48 100 11 100

Bcl2 Ganancia 2 28,57 4 11,11 1 14,28
Perdida - - 6 16,66 1 14,28
Iguales 5 7142 |26 72,22 |5 71,42
Total 7 100 36 100 7 100

Her-2/neu Ganancia 1 3,48 8 10,25 3 15,78
Perdida 3 27,27 14 17,94 2 10,52
lguales 7 63,63 |56 71,79 |14 73,68
Total 11 100 78 100 19 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

TABLAG6



RELACION ENTRE LA VARIACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES
MOLECULARES (RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu) SEGUN EL COMPONENTE INTRADUCTAL -
DUCTAL INFILTRANTE Y EL ESTADIO CLINICO EN EL CARCINOMA DE MAMA

Marcador | Componente Estadio clinico
molecular intraductal/ductal
infiltrante | 1 i v
n % n % n n
% %
RE Ganancia - - 5 892 |1 2,77 |- -
Perdida 1 384 |9 16,07 |3 8,33 |1 25,00
Iguales 25 96,15 | 42 75,00 | 32 88,88 |3 75,00
Total 26 100 56 100 36 100 4 100
RP Ganancia 1 3,84 |8 1481 |6 16,21 |- -
Perdida 3 11,53 |2 3,70 |5 1351 |1 25,00
Iguales 22 84,61 |44 81,48 |26 70,27 |3 75,00
Total 26 100 54 100 37 100 4 100
p53 Ganancia 9 60,00 |11 3142 |11 42,30 |- -
Perdida - - 1 285 |2 769 |- -
Iguales 6 40,00 |23 65,71 |13 50,00 1 100
Total 15 100 35 100 26 100 1 100
Bcl2 Ganancia 1 8,33 |3 16,66 |3 15,78 |- -
Perdida 2 16,66 |2 11,11 |4 21,05 |- -
Iguales 9 56,25 | 13 72,22 |12 6315 | 1 100
Total 12 100 18 100 19 100 1 100
Her-2/neu Ganancia 2 8,00 |2 363 |6 17,64 |- -
Perdida 6 24,00 |9 16,36 |5 14,70 | - -
Iguales 17 68,00 |44 80,00 |23 67,64 1 100
Total 25 100 55 100 34 100 1 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

TABLA7



RELACION ENTRE LA VARIACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES
MOLECULARES (RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu) SEGUN EL COMPONENTE INTRADUCTAL -
DUCTAL INFILTRANTE EN EL CARCINOMA DE MAMA'Y EL ESTADO DE LOS GANGLIOS
LINFATICOS AXILARES

Marcador Componente Ganglios linfaticos

molecular intraductal/ductal
infiltrante Sin metéastasis Con metastasis

n % n %

RE Ganancia 2 3,77 4 8,51
Perdida 7 13,20 7 14,89
lguales 44 83,01 36 76,59
Total 53 100 a7 100

RP Ganancia 4 7,27 11 18,03
Perdida 4 7,27 9 14,75
Iguales 47 85,45 41 67,21
Total 55 100 61 100

p53 Ganancia 10 29,41 17 41,46
Perdida - - 3 7,31
Iguales 24 70,58 21 51,21
Total 34 100 41 100

Bcl2 Ganancia 3 12,50 4 17,39
Perdida 5 20,83 3 13,04
lguales 16 66,66 16 60,56
Total 24 100 23 100

Her-2/neu Ganancia 5 10,20 8 12,90
Perdida 9 18,36 9 14,51
lguales 35 71,42 45 72,58
Total 49 100 62 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

TABLA 8
RELACION ENTRE LA VARIACION DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES
MOLECULARES (RE, RP, p53, Bcl2, Her-2/neu) SEGUN EL COMPONENTE INTRADUCTAL -
DUCTAL INFILTRANTE EN EL CARCINOMA DE MAMA'Y LA EDAD

Marcador Componente Edad
molecular intraductal/ductal
infiltrante <50 afios > 50 afios
n % n %




RE Ganancia 9 7,96 9 8,57
Perdida 17 15,04 5 4,76
lguales 87 76,99 91 88,66
Total 113 100 105 100
RP Ganancia 15 13,63 17 17
Perdida 17 15,45 8 8
Iguales 78 70,9 75 75
Total 110 100 100 100
p53 Ganancia 21 33,33 24 41,37
Perdida 1 1,58 4 6,82
lguales 41 65,07 30 51,72
Total 63 100 58 100
Bcl2 Ganancia 3 8,57 4 11,11
Perdida 3 8,57 3 8,33
lguales 29 82,85 29 80,55
Total 35 100 36 100
Her-2/neu Ganancia 11 9,09 7 7,36
Perdida 18 18,18 14 14,73
lguales 77 72,64 74 77,89
Total 106 100 95 100

Fuente: Resultados de la investigacion.

El Bcl2 a diferencia del RP, P53 y Her-2/neu se mantiene con muy poca
variacion de la tincion entre uno y otro tipo histolégico con leve ganancia en el tejido
infiltrante (Tabla 3). Al correlacionar la variacion de la expresion de los marcadores
moleculares segun el componente (intraductal e infiltrante) y el tamafio del tumor, se

observo que los receptores hormonales, Bcl2 y Her-2/neu en méas del 60% de los



casos mantienen una intensidad de marcaje igual en los dos componentes
histoldgicos, con un tamafio tumoral variable, mientras la proteina p53, se comporta
de igual forma en menor nimero de casos. Sin embargo, por la intensidad de la
expresion, se observo que la ganancia en el inmunomarcaje es mayor para la proteina
p53 con el aumento lineal del volumen o tamafio tumoral en el componente infiltrante
(40% a 75% de los casos), que para el Her-2/neu, sin representacion significativa

estadistica (p53, p=0,36 y Her-2/neu, p=0,15), (Tabla 4).

En la correlacion entre la variacion de la expresion de los marcadores
moleculares segun el componente (intraductal e infiltrante) y el grado histolégico del
tumor, se observé que el RE, RP, Bcl2, p53 y Her2/neu, mantienen igual su expresion
en mas del 50% de los casos, a mayor grado histolégico (grado I1-111) en el
componente infiltrante. Por otra parte, para los receptores hormonales y el Her-2/neu
la perdida de inmunomarcaje es menos intensa a mayor grado histologico en el tipo
infiltrante, resultando sin significancia la relacion entre ambas variables (p>0,05),
(Tabla 5).

Al correlacionar la variaciéon de la expresion del RE, RP, p53, Bcl2 y Her
2/neu entre los componentes histologicos del tumor y el estadio clinico se observo
que la expresion, se mantiene igual en ambos componentes del tumor sin afectacion
aparente por el estadio, aunque con diferencias en el porcentaje de casos para cada
uno. Entretanto en el componente infiltrante, la ganancia en marcaje es menor que la

perdida a mayor estadio clinico para el RE y Bcl2 que para el RP, contrario a lo que



ocurre para el p53 que gana mas en marcaje que lo que pierde a menor estadio
clinico. Respecto al Her-2/neu, la pérdida de intensidad de expresion, se aprecia que
tiende a ser sutilmente mayor a menor estadio (Il y 1), en relacion al comportamiento
de la ganancia a mayor estadio. La correlacion entre ambas variables patoldgicas no

mostrd diferencia estadisticamente significativa (p> 0,05) (Tabla 6).

Cuando se correlaciond la variacion de la expresion de los marcadores
moleculares entre los componentes histologicos del tumor y el estado de los ganglios
linfaticos axilares, se evidencio que entre 51% a 85% de los casos, la intensidad del
marcaje permanece igual en ambos componentes histologicos del tumor, siendo ésta
mas marcada para los receptores hormonales, p53y Bcl2 en tumores que no
presentaron ganglios linfaticos metastasicos en la axila, mientras la ganancia en
inmunomarcaje se observé en aquellos con la ganglios linfaticos metastasicos, lo que
es mayor para el RP, p53 Bcl2. Sin embargo, también se observa que existe perdida
de expresion mayor para el Bcl2 que para Her-2/neu, en tumores sin enfermedad
nodal metastasica en la axila. Demostrandose solamente tendencia para RP (p=0,07),

(Tabla 7).

En cuanto a la correlacion de la expresion de los marcadores moleculares
entre ambos componentes histoldgicos y la edad de la paciente, se aprecia que el
inmunomarcaje para todos ellos se mantiene igual en ambos componentes del tumor,

entre 50% a 88% de los casos, sin afectacion aparente por la edad. Sin embargo al



discriminar en la intensidad, se observé en el componente invasor del tumor que la
ganancia en inmunomarcaje aumenta en paciente mayores de 50 afios, para el RE,
RP, Bcl2 y p53, incluso en mayor porcentaje de casos para éste ultimo, a diferencia
de lo observado en menores de 50 afios, donde los mismos receptores hormonales y el
Her-2/neu se expresan con mayor pérdida. Resultando la asociacion entre ambas

variables significativa para el RE (p=0.04), (Tabla 8).
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