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RESUMEN

El estudio de la angiogénesis se considera un tema de interés actual en tumores de pulmén,
tiroides, rifidbn y mama. El carcinoma mamario subtipo triple negativo es quien muestra la
menor tasa de respuesta a tratamiento, por lo que se han utilizado marcadores de
inmunohistoquimica para encontrar un tratamiento efectivo para este subtipo molecular.
Entre ellos estd el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), ya que cuenta con
tratamiento especffico, el Bevacizumab. Se realiza estudio retrospectivo, doble ciego, de tipo
descriptivo de la inmunotincion de VEGF en 162 casos de carcinoma ductal infiltrante que
contaban con clasificacion molecular; se excluyen tres casos por mala conservacion del tejido
en parafina. De los 159 casos elegidos 44 (27.6%) presentaron tincién alta al marcador VEGF
a nivel de membrana celular. El subtipo con mayor prevalencia fue el Luminal B con 16
casos (10.1%) el subtipo Luminal A ocupo el segundo lugar con 11 casos (6.9%), seguido
del triple negativo con 10 casos (6.3%), Luminal-Her con 5 casos (3.1%) y por Ultimo lugar
el subtipo rico en Her con dos casos (1.3%). Ademas se busca la relacién valorada por Chi
cuadrada (y?) entre la tincion del marcador VEGF con el subtipo molecular, el estado
ganglionar axilar, grado histologico, tratamiento previo e indice mitdtico, la cual se descarta
por no ser estadisticamente significativa. A diferencia estudios que valoran la cantidad de
vasos sanguineos en el tumor, este trabajo es de los pocos que han estudiado la positividad
del marcador VEGF en las células tumorales del carcinoma ductal infiltrante, la prevalencia
de cada subtipo molecular y la relacion con caracteristicas clinicopatologicas que influyen

en el pronostico de las pacientes con carcinoma mamario.



ABSTRACT

The study of angiogenesis is considered a topic of current interest in tumors of the lung,
thyroid, kidney and breast. The triple negative negative breast carcinoma is the one that
shows the lowest rate of response to treatment, so immunohistochemical markers have been
used to find an effective treatment for this molecular subtype. Among them is the Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), since it has specific treatment, Bevacizumab. A
retrospective, double-blind, descriptive study of VEGF immunostaining was performed in
162 cases of infiltrating ductal carcinoma that had molecular classification; Three cases are
excluded due to poor conservation of paraffin tissue. Of the 159 cases selected, 44 (27.6%)
had high staining of the VEGF marker at the cell membrane level. The subtype with the
highest prevalence was Luminal B with 16 cases (10.1%), the Luminal A subtype ranked
second with 11 cases (6.9%), followed by triple negative with 10 cases (6.3%), Luminal-Her
with 5 Cases (3.1%) and finally the Her rich subtype with 2 cases (1.3%). In addition, the
Chi square (y 2) relationship between VEGF marker stainng with the molecular subtype,
axillary lymph node status, histological grade, previous treatment and mitotic index, is
discarded because it is not statistically significant. Unlike studies evaluating the amount of
blood vessels in the tumor, this work is one of the few that have studied the positivity of the
VEGF marker in the tumor cells of infiltrating ductal carcinoma, the prevalence of each
molecular subtype, and the relationship with clinicopathological characteristics that influence

the prognosis of patients with breast carcinoma.



INTRODUCCION

En la actualidad, el cancer de mama es considerado una de las principales causas de muerte
(Lindsey, et al., 2012). Incluso superando en algunas regiones a la enfermedad cardiaca. Cada
estudio de esta enfermedad nos abre las puertas a nuevos conocimientos para luchar por

detenerla.

Tratamientos actuales han mejorado la sobrevida de las pacientes con céancer de
mama. Sin embargo, existen mujeres con poca 0 nula respuesta a los tratamientos
convencionales; este trabajo se enfoca en estas pacientes. Todos los estudios sean
concluyentes 0 no concluyentes tienen un objetivo, el de este trabajo en especifico es abrir
las puertas para el estudio de los subtipos moleculares de cancer de mama y sus caracteristicas
de marcacion de inmunohistoquimica para conocer la respuesta a tratamientos especificos, y
con esto dar la posibilidad de esperanza a aquellas pacientes con escasas opciones

terapéuticas efectivas.

Se hizo recoleccion de todos los casos de cancer de mama reportados en el Hospital
General del Estado de Sonora (HGES), como centro de referencia para el diagnéstico y
tratamiento de esta patologia, es sumamente necesario estar actualizados en los avances que
existen en los tratamientos quirGrgicos y médicos. Se decidid la recoleccion de la muestra en

pacientes con tratamiento quirdrgico para una mejor valoracién del marcador VEGF.

Se le realiz6 este marcador a cada uno de los casos elegidos en busqueda de que
aquellos carcinomas mamarios que muestren inmunotincion a este anticuerpo sean
candidatos al tratamiento con Bevacizumab (Avastin; Genentech), como adyuvante del

tratamiento quirdrgico.
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Se realiza ademas un analisis de los resultados obtenidos por parte de ambos
patdlogos y se desglosan las caracteristicas que con respecto a la marcacion de este
anticuerpo estan descritas. Cada una de ellas se compara con lo reportado a nivel
internacional, ya que no existen en México, hasta el momento de realizar este trabajo,
estudios sobre este marcador a nivel celular en la angiogénesis tumoral, especificamente en

el cancer de mama.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer mamario se subdivide en cinco subgrupos con base a la presencia 0 no de cuatro
anticuerpos en las células tumorales. El subtipo triple negativo que no presenta positividad a
ninguno de estos marcadores se considera el de peor pronostico a consecuencia de la escasa
0 nula respuesta a tratamientos actuales como el trastuzumab (buena respuesta en casos
Luminal-Her o Rico en Her) y terapia hormonal (buena respuesta en casos Luminal A,
Luminal B y Luminal-Her). Ademas, se ha relacionado con mayor tasa de metastasis a
ganglios linfaticos lo que nos indica que muestra un comportamiento localmente agresivo.
El estudio de la angiogénesis ha permitido identificar moléculas como VEGF, que se ha
observado sobre expresada a nivel celular en tumores de pulmén, colon y glandula salival
(Pipsa Saharinen, et al., 2011; Felipe Paiva, et al., 2015); asi como a nivel del estroma en
carcinoma mamario particularmente en el subtipo triple negativo (Ali Mohamed, et al,
2013), ¢Existe tambien sobre expresion del marcador VEGF a nivel celular en el carcinoma

mamario subtipo triple negativo?
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JUSTIFICACION

El carcinoma mamario subtipo triple negativo es el de peor pronostico y el que se relaciona
con mayor prevalencia de metastasis a ganglios linfaticos regionales (Anthony J. Guidi, et
al., 2000; Cong Li, et al., 2011). La terapéutica de este subtipo de carcinoma mamario toma
relevancia ya que muestra poca a nula respuesta a los tratamientos actuales utilizados. Existen
marcadores inmunohistoquimicos como el VEGF que esta implicado en el proceso de
angiogenesis tumoral, y para el cual se cuenta ya con un tratamiento especifico, el
bevacizumab (Ali Mohamed, et al., 2013). Por lo que es necesario realizar estudios de
angiogénesis en carcinoma mamario en nuestro hospital ya que se cuenta con pocos trabajos
sobre este tema a nivel nacional, y de esta manera ofrecer tratamientos especificos y actuales

a nuestra poblacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la cantidad de carcinomas mamarios que muestran inmunotincion al marcador

VEGF.

Objetivos particulares

» Describir la incidencia de tumores malignos de mama en el Hospital General del
Estado de Sonora.

» Describir la prevalencia de los subtipos moleculares de carcinoma mamario en el
Hospital General del Estado de Sonora.

» Describir el patron de inmunotincion del marcador VEGF.

» Determinar la concordancia entre los resultados de ambos pat6logos en la marcacién
de VEGF.

» Determinar la prevalencia de tincion de VEGF en cada subtipo de carcinoma
mamario.

» Definir si existe relacion entre los hallazgos de marcacion del anticuerpo VEGF vy la
cantidad de mitosis tumoral, subtipo molecular, tratamiento con quimioterapia previa,
presencia de metéstasis a ganglios linfaticos regionales y el grado histologico

valorado por el puntaje del Scarf-Bloom-Richarson (SBR).
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HIPOTESIS DE TRABAJO
Los carcinomas mamarios subtipo triple negativo mostraran mayor prevalencia de tincion
alta (2+, 3+) al marcador VEGF en comparacion con el resto de los subtipos de carcinoma

mamario.
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MARCO TEORICO

1.1.- Definicion

El carcinoma ductal infiltrante o también denominado carcinoma ductal de tipo no especial,
es un grupo heterogéneo de tumores que no presentan caracteristicas suficientes para
clasificarse como un tipo histolégico especifico, sea lobular, mucinoso o tubular. Por lo tanto,

no deberia considerarse un tipo distinto de carcinoma de mama, pero en esencia se considera

una categoria cuando un tumor no es lo suficientemente puro (Rakha, et al., 2017).

Por definicion debe de presentar menos del 50% de caracteristicas especiales, debido
a que al presentar del 50-90% de caracteristicas especiales cae en un subgrupo denominado
mixto. Anteriormente denominado como carcinoma cicatricial, carcinoma simple y
carcinoma de células esferoidales. En la actualidad es definido como carcinoma ductal de

tipo no especial por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Este tipo de carcinoma mamario se deriva del epitelio ductal de la mama, a diferencia
del carcinoma lobular, que se considerara de origen en los l6bulos. Ambos en realidad surgen
del conducto terminal. No es s6lo la caracteristica histologica la que marca su diferencia, sino
también a la disfuncion de la proteina de wunion E-cadherina, que se observa
caracteristicamente en el carcinoma lobular y estd ausente en el carcinoma ductal (Rakha, et

al,, 2017).

1.2- Epidemiologia

El cancer en la actualidad es considerado una de las principales causas de muerte,

reportandose 8.2 millones de muertes por afio en los datos mas recientes a nivel mundial,
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incluso superando en algunas regiones a la enfermedad cardiaca. El carcinoma mamario
ocupa el segundo lugar en incidencia, apenas por detrds del cancer pulmonar, afecta a 43.3
mujeres por cada 100 00 mil habitantes, reportandose 1.67 millones de casos por afio (25%)
(Lindsey, et al., 2012). Ademés, se considera el tumor maligno mas frecuente en mujeres de
edad mayor a 30 afios con una incidencia en paises desarrollados como el nuestro de 13.9%,
superando en estas dos Ultimas décadas al cancer cervicouterino (Mohamed, et al., 2013).
Representa la quinta causa de muerte a nivel mundial con 552,000 muertes por afio (6.4%)
por detras del cancer de colon, prostata, estbmago e higado, debido al pronostico favorable
relativo que muestra. En nuestro pais (América central) mueren aproximadamente 7 300
mujeres al afio por cancer de mama (Ferlay, et al., 2014). A pesar de que nuestro pais no se
encuentra entre los paises con mayores tasas de incidencia y mortalidad de carcinoma
mamario se han realizado innumerables estudios a nivel mundial en blsqueda de métodos de

prevencion y tratamientos dirigidos para esta patologia. (Tabla 1).

Incidence Mortality
Western Europe 96.0
Northern America 91.6
Northern Europe 89.4
Australia/New Zealand 85.8

Southern Europe
Micronesia/Polynesia
South America
Central and Eastern Europe
Caribbean

Northern Africa
Western Asia
Melanesia

Southern Africa
Western Africa
South-Eastern Asia
Central America
Eastern Africa
South-Central Asia
Eastern Asia

Middle Africa

I 1 I I 1 1
120 100 8O 60 40 20 O 20 40 60 80 100 120

Age—s!anaaralzea Tate per 100,000

Tabla 1: Tasas de incidencia y mortalidad de cancer de mama por areas a nivel mundial. Tomado de las
estadisticas publicadas de Globocan 2012.
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En tres grandes estudios con datos de Vigilancia y Epidemiologia y Resultados
Finales (SEER), uno de ellos incluyé 338,201 casos de cancer de mama, reportando al
carcinoma ductal infiltrante como el 73,5 a 75,6% (Ferlay, etal., 2014).

El carcinoma ductal infiltrante como todas las formas de cancer de mama es raro en
pacientes menores de 40 afios. Sin embargo, hay casos reportados en jovenes, los cuales en
general, son similares histologicamente a los que se observan en pacientes masculinos. La
mayoria de las mujeres con carcinoma ductal infiltrante se presentan de manera sintomatica,
a diferencia de los paises desarrollados donde el cribado radiologico es utilizado de manera
adecuada; por lo tanto, el diagnostico es comin en pacientes asintomaticas. Los hallazgos
mas comunes en mujeres sintomaticas son tumoraciones en la mama que pueden o no estar
asociados a dolor; asi como anomalias en el pezon (descarga, retraccion, distorsion o
eccema), otras formas de presentacion clinica son raras. Es por este motivo por lo que el
examen clinico debe ser de manera sisteméatica, se debe de tener en cuenta la naturaleza de
la tumoracion, si esta presente, cualquier cambio de la piel adyacente o en el contorno de la
mama y también la evaluacion de la axila.

A pesar de que el examen clinico es una herramienta extremadamente (til y practica,
su sensibilidad-especificidad para el diagnostico de este tumor son limitados. El estudio de
imagen debe incluir mamografia, excepto en mujeres menores de 35 afios, donde rara vez es
de valor a menos que haya una fuerte sospecha clinica o pruebas de biopsia de tejido con
caracteristicas de malignidad. Las imagenes radiologicas del carcinoma ductal infiltrante son
muy variables, van de masas bien definidas o mal definidas, deformidad parenquimatosa y
calcificacion con o sin una masa evidente. Aproximadamente el 50% de estos tumores
muestran calcificacion en la mamografia. No se han encontrado diferencias radioldgicas entre

los tipos de carcinoma mamario. En resumen las anomalias mamarias deben evaluarse
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incluyendo examen clinico, estudios de imagen (mamografia y ultrasonido) y muestreo de
tejido, ya sea por citologia de aspiracién con aguja fina o0 aguja gruesa (Rakha, etal., 2017).
1.3- Patologia macroscopica
Debido a que el carcinoma ductal infittrante es un diagndstico de exclusion, sin
caracteristicas morfoldgicas especificas, existen una variedad de apariencias macroscopicas
que puede verse. Los tumores varian considerablemente de tamafio, con un rango de 0,2 cm
hasta 10 cm o mas en casos avanzados. Con frecuencia tienen un contorno irregular y
estrellado, o configuracion nodular. El borde del tumor suele ser moderadamente a mal
definido y carece de circunscripcion aguda. Esta Ultima caracteristica se observa con mayor
frecuencia en el carcinoma mamario de tipo medular, mucinoso, papilar, y algunos tumores
de tipo basal. La mayoria son firmes y duros de consistencia (por esta razon su antigua
designacion de carcinoma cicatricial) y puede sentirse arenoso al corte. Sin embargo, la
consistencia esta relacionada con la proporcion estroma / masa tumoral, y la naturaleza de
los elementos estromales asociados (fibroblastico, inflamatorio, o fibrético / hialinizado). Las
mujeres que presentan carcinoma lobular, mixtos (ductal y lobular), y papilar son mas
propensos a ser diagnosticados con tumores igual o mayores a 5.0 cm (Rakha, etal., 2017).
El carcinoma ductal infiltrante se asocia més frecuentemente con la positividad de
ganglios linfaticos al momento del diagndstico en comparacion con el carcinoma mucinoso,
tubular puro, medular y papilar; pero menos frecuente que en carcinoma lobular,
micropapilar invasivo y carcinoma inflamatorio. Hay una frecuencia ligeramente superior en
la mama izquierda, con una relacion aproximadamente de 1.07: 1.30. Aunque la localizacion
del tumor en la mama no esta asociada con el subtipo histologico, entre el 40% y el 50% del
carcinoma ductal infiltrante ocurre en el cuadrante superior externo de la mama (Rakha, et

al., 2017).
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1.4- Patologia Microscopica

Hay variaciones considerables en las apariencias histoldgicas, dependiendo en parte de la
interaccién entre el componente epitelial y del estroma, por lo que no es posible ser
descriptivo sobre las caracteristicas utilizadas para su clasificacion.

Las células tumorales se pueden disponer en cordones Yy trabéculas, mientras que
algunos tumores se caracterizan por un patrén de crecimiento solido, sincitial con poco
estroma o puede ser difusamente infiltrativo. En una proporcion de los casos, la
diferenciacion glandular puede ser evidente; en ocasiones hay estructuras tubulares mal
formadas con luz central dispuestas en grupos, contrastando con el carcinoma tubular que
muestra tObulos bien formados en Ovalo abierto o de forma angulada. De vez en cuando,
existen areas con infiltracion de una sola capa de células, pero éstos carecen de caracteristicas
del carcinoma lobular invasivo (Figura 1).

Las células de carcinoma también tienen una apariencia variable. El citoplasma es
frecuentemente abundante y eosinofilico. Los nlcleos pueden ser muy pleomorficos o
regulares y pueden existir estructuras glandulares extensas o estar ausentes. El estroma es
extremadamente variable. Ahi puede observarse proliferacion fibroblastica, desmoplastica
altamente celular, escaso tejido conectivo o marcada hialinizacion. También pueden estar
presente necrosis focal (60% de los casos) y ocasionalmente de manera extensa.
Ocasionalmente se puede identificar infilttrado linfoplasmocitario. Los carcinomas ductales
infiltrantes incluyen tumores que expresan, en parte, una 0 mas caracteristicas de los tipos
especiales de carcinoma de mama, pero no constituyen un ejemplo puro de los tumores
individuales. Para que un tumor sea clasificado como carcinoma ductal infiltrante, debe
mostrar un patron no especializado en mas del 50% de su masa, basado en un examen

adecuado de las secciones representativas (Rakha, etal., 2017).
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1.5- Inmunohistoquimica

Los carcinomas ductales infiltrantes muestran reactividad en la mayoria de los casos a
citoqueratinas (7, 8, 18, 19 y AELl / AE3), antigeno de membrana epitelial (EMA) y E-
cadherina. Sin embargo, los marcadores de inmunohistoquimica méas especificos para el

tejido mamario son lactalbimina, membrana del globulo graso de la leche y proteina liquida

de enfermedad quistica bruta-15 (GCDFP-15).

Figur 1.- arones histoldgicos del carcinoma ductalinfiltrante, forman tbulos (A), grupos solidos.

(B) y cordones (C). La permeacién linfovascular es una caracteristica histolégica que tiene valor
prondstico (D). Imagenes de carcinoma mamario del Hospital General del Estado de Sonora.
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Se considera que el 60% al 80% de estos tumores son positivos para receptores de
estrégenos (RE) y receptores de progesterona (RP); el 12% al 20% son positivos para HER?2
0 muestran amplificacion del gen HER2; y una pequefia proporcion de casos (5% -20%) son
negativos para estos tres marcadores de inmunohistoquimica, los cuales se consideran tipo
basal. Para este subgrupo se han utilizado marcadores como el receptor del factor de
crecimiento epidérmico, EGFR y p53 (Basem Hasan, et al., 2014).

El carcinoma mamario ademas de su clasificacion histologica tiene una clasificacion
con base en la marcacidbn de sus células por una variedad de marcadores de
inmunohistoquimica. Los carcinomas mamarios positivos a receptores de estrogenos (RE) o
receptores de progesterona (RP) son clasificados como Luminal A en caso de mostrar un
indice mitdtico menor del 14% y en Luminal B si es mayor del 14%. Los casos con
positividad del Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (HER-2-NEU) se
clasifican como Rico en Her, en caso de positividad de alguno de los receptores hormonales
(RE 0 RP) aunado a la positividad de HER-2-NEU se clasifica como Luminal-Her. Estos
cuatro subtipos de carcinoma mamario tienen respuesta adecuada a tratamientos actuales, los
que muestran positividad a receptores hormonales muestran respuesta adecuada a tratamiento
con moduladores selectivos de estrogenos (MSRE), en caso de pacientes postmenopausicas
se prefiere el uso del Tamoxifen de este grupo. Los casos con positividad a HER-2-NEU han
tenido gran respuesta a tratamiento con anticuerpos monoclonales, el trastuzumab es el
medicamento mas representativo de este subgrupo (Indika Liyanage, et al., 2016; Sudeshna
Bandyopadhyay, et al., 2013; Dan G. Duda, et al., 2007).

El dltimo subgrupo clasificado como Triple negativo o basal es aquel que exhibe

negatividad para todos los marcadores RE, RP y HER-2-NEU (Cong Li, et al, 2011,
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Sudeshna Bandyopadhyay, et al., 2013). A pesar de que este subtipo de carcinoma mamario
en algunas ocasiones se cura con la cirugia estandar y terapia adyuvante, existe un grupo que
muestra quimioresistencia con un curso clinico agresivo, manifestado por recaidas tempranas
(Rajendra Bhati, et al., 2008). Por esta razon, se ha dedicado un esfuerzo intenso a la
identificacion de nuevos objetivos terapéuticos; sin embargo, la heterogeneidad y la biologia
compleja de este subtipo plantean importantes desafios para el desarrollo de agentes
terapéuticos dirigidos (Mohamed, et al., 2013). Se ha avanzado en la clasificacion para
subtipificarlo con diferentes perfiles de expresién génica, pero las implicaciones clinicas de
esta aln no se han dilucidado. Los agentes que se estan examinando en los ensayos clinicos
incluyen agentes antiangiogénicos, anti-EGFR, y los inhibidores de PARP, asi como de
PI3K, Src y CDKs (Tang, et al., 2008).
1.6- Método de clasificacion
Los casos de cancer de mama de tipo familiar estdn asociados con mutaciones en el gen
BRCA1, con mayor frecuencia son carcinomas ductales infiltrantes de tipo basal o carcinoma
medular, los cuales muestran patron de crecimiento sélido, indice mitdtico superior,
margenes que empujan el tejido conservado, mayor infiltracion linfocitica, asi como mayor
prevalencia de fenotipo triple negativo en comparacion con los canceres esporédicos. Los
gue se han asociado a mutaciones del gen BRCA2 también son a menudo carcinomas
ductales infiltrantes, pero exhiben menor formacion de tdbulos, una mayor proporcién de
tumor, su perimetro con un margen de empuje continuo y menor indice mitdtico que los
canceres esporadicos (Rakha, etal., 2017).

La clasificacion histologica ha sido ampliamente aceptada como un poderoso
indicador pronostico, ademas de proporcionar una vision general de las caracteristicas

biologicas intrinsecas de los tumores. Los sistemas de clasificacion mas comunes son el
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Scarff-Bloom-Richardson (SBR), que combina el grado nuclear, la formacion de tubulos y
el indice mitético; y el método de Black, que hace hincapié en la clasificacion nuclear sin
evaluacion del patron de crecimiento del tumor. En Europa y Estados Unidos Americanos,
la modificacién de Elston-Ellis del sistema de clasificacion SBR (Sistema de clasificacion de
Nottingham, NGS) es cada vez mas popular, su importancia pronostica ha sido demostrado
en multiples estudios independientes, y ha sido recomendado por diversos organismos
internacionales profesionales (OMS, Comisidn Mixta Americana sobre el cancer [AJCC], la
Union Europea [UE] y UKRCPath). EI NGS se ha combinado con estadio ganglionar y
tamafio del tumor para formar el indice prondstico de Nottingham. También existe el indice
prondstico de Kalmar, en que al grado histologico se le da un mayor peso.

Este sistema de calificacion se basa en evaluacion semicuantitativa de las
caracteristicas morfologicas del tumor, incluyendo la proximidad del tumor a asemejarse a
los lobulillos mamarios, la arquitectura o estructura celular (es decir, el grado de
diferenciacion hacia ductos y l6bulos normales del seno), el grado de pleomorfismo y el
numero de figuras mitdticas como medida de la proliferacion celular.

La metodologia de evaluacion histoldgica esta basada en la diferenciacion glandular
/ tubular que se define como la formacién de tubulos / glandulas. Es una caracteristica
histolégica que refleja el grado de diferenciacion tumoral y su semejanza con el tejido
glandular normal de la mama; en el pleomorfismo nuclear, el cual es la medida morfologica
de la diferenciacion tumoral a nivel citologico, y desde un punto de vista genético, puede
considerarse como una medida indirecta de los niveles de aneuploidia, inestabilidad vy
transcripcion (es decir, nucléolo). La evaluacion del pleomorfismo nuclear es el elemento
més subjetivo del grado histologico, a pesar de que los patologos difieren notablemente al

valorarlo. Debe de evaluarse en zonas de la periferia y/o en la zona menos diferenciada del
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tumor. Ademas se basa en el recuento mitdtico que refleja la actividad proliferativa de los
tumores, es probablemente el componente con el valor significativamente mayor.

El recuento mit6tico se evalla en secciones con la tincion rutinaria de hematoxilina-
eosina (H&E). La evidencia actual no apoya el uso de tinciones de inmunohistoquimica para
la evaluacion rutinaria. Sin embargo, se hace recomendaciones para no confundir células en
mitosis con células en procesos de apoptosis. La puntuacion de la mitosis depende del nimero
de mitosis por 10 campos de alta potencia (Emad A. Rakha, et al., 2017).

Como nota global se le asigna un puntaje, si muestra de 3, 4 0 5 puntos se le asigna
como grado 1; 6 o 7 puntos grado 2; 8 0 9 puntos grado 3. Las proporciones publicadas para
los grados 1, 2 y 3 son aproximadamente 2: 3: 5; por lo que aproximadamente la mitad de
todos los carcinomas ductales infiltrantes es esperado sean grado 3. A pesar de eso, es posible
encontrar variabilidad en los resultados, de acuerdo a la poblacion vy criterios diagndsticos.

Para un adecuado estudio histoldgico debe de realizarse una buena fijacion del tejido,
se ha demostrado que tan poco como el retraso de 6 horas puede reducir el nimero de mitosis
visibles en una muestra dada hasta en un 76%. El tiempo desde la adquisicion del tejido a la
fijacion debe ser lo mas breve posible. Por lo tanto, el espécimen debe ser enviado
inmediatamente, idealmente en estado fresco, al laboratorio de patologia. Si esto no es
posible, debe colocarse inmediatamente en un fijador después de hacer uno o dos cortes de
90 grados sobre la lesion desde la parte posterior, preservando asi la integridad de los
margenes clave, mientras que permite la penetracion inmediata del fijador. Si el tumor
proviene de un lugar remoto, debe ser cortada a traves del tumor al ser removida y enviada
al laboratorio inmerso en un volumen suficiente de formalina. Puede colocarse gasas o toallas

de papel entre las rodajas tumorales para la penetracién adecuada de formalina.
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El tiempo de fijacion del tejido también se ha convertido en un problema en la
preparacion de la muestra. Se ha informado de que el tiempo estandar para la fijacion de los
tejidos es de un minimo de seis horas para las biopsias con aguja gruesa y hasta 12 0 mas
horas para especimenes de mayor tamafio. La fijacion adecuada es importante no sélo para
la preservacion de las figuras mitdticas, sino también para la evaluacion de la invasion
vascular y retencion de proteinas tales como la RE y RP. Los bloques deben ser seleccionados
para dar una buena representaciéon del tumor y, en particular, la periferia.

El procesamiento cuidadoso de tejidos de alta calidad es importante. Las secciones
deben cortarse entre 4 y 5 mm. Si las secciones son cortes demasiados gruesos, detalles
nucleares se oscurecen (Rakha, et al., 2017).

1.7- Prondstico

El pronostico del carcinoma ductal infiltrante es similar o ligeramente peor en comparacion
con otros tipos de carcinomas mamarios, con el 84% y 73% de sobrevida a los 5 y 10 afios,
respectivamente. El prondstico estd inflenciado profundamente por las clasicas variables
pronosticas del grado, tamafio del tumor, estado de los ganglios linfaticos y por los
predictores de la respuesta terapéutica tales como ER, RP y HER-2-NEU (Foekens, et al.,
2001).

1.8.- Angiogénesis tumoral

Es ampliamente aceptado que la angiogénesis (la formacion de nuevos vasos sanguineos) es
un aspecto esencial en el crecimiento y difusion del tumor. Los inhibidores de Ila
angiogénesis, agentes disefiados para dirigir ese proceso, estan en desarrollo para muchos
tumores, incluyendo el cancer de mama. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios clinicos
se ha centrado en agentes como el VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular),

conocido como un potente mediador de la angiogénesis (Saharinen, et al, 2011). Sin
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embargo, muchas proteinas estan implicadas en la regulacion normal y patolégica de la
formacion de vasos, reparacion, crecimiento y sus objetivos terapéuticos en el cancer

(Findeisenl, et al., 2009).

El tratamiento que ha mostrado mejor tasa de supervivencia es el Bevacizumab, el
cual es un anticuerpo monoclonal humanizado que actia directamente contra el VEGF, con
tasas de respuesta del 10% por si mismo. Entre los estudios que se han realizado se reporta
una tasa de supervivencia mayor en conjunto con la quimioterapia, en comparacion con la
quimioterapia sola. Aun si datos concluyentes debido a que cada uno de estos estudios se

encuentran en Etapa Il (Bagri, etal., 2010; Martinez, et al., 2006).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), también conocido como factor
de permeabilidad vascular, es una glicoproteina que estimula la proliferacion endotelial in
vitro, la angiogénesis in vivo, y aumenta la capacidad vascular. El aumento del VEGF se ha
demostrado en varios procesos angiogénicos, tanto fisioldgicos como angiogénesis tumoral.
Hay sobreexpresion de ARNm y proteina de VEGF en muchos tumores malignos humanos,
incluidos los carcinomas. La produccion de VEGF parece ser mayormente por las propias
células tumorales, aunque las células T15 y los macréfagos dentro de los tumores también

pueden producir VEGF (Lee, etal., 1998).

27



MATERIALES Y METODO

Diseno del estudio

Tipo de estudio: Descriptivo.

Método de observacion: Transversal.

Temporalidad: Retrospectivo.

Modelo de Intervencion: Disefio no probabilistico de un solo grupo.
Enmascaramiento: Doble ciego.

Tipo de anlisis: Analitico descriptivo.

Poblacion y periodo de estudio

Se trabajo con pacientes del sexo femenino con diagnostico de patologia mamaria benigna y
maligna del Hospital General del Estado de Sonora, ubicado en la ciudad de Hermosillo,

Sonora en el periodo que comprende entre el 01 de enero de 2014 al 31 de diciembre de 2016.

Criterios de muestreo y eleccion del tamafio de la muestra
Para la seleccion de la muestra se realizd un muestreo por conveniencia, conocido en
estadistica como muestreo no probabilistico. Para ello, se seleccionaron todos los casos de
pacientes con diagndstico de carcinoma ductal infiltrante que cumplieron con los criterios de
inclusion en el periodo determinado que comprendia los afios 2014, 2015 y 2016.
2.1 Criterios de inclusion

e Pacientes con diagnéstico de carcinoma ductal infiltrante en casos estudiados en el

Hospital General del Estado de Sonora en el periodo comprendido entre el 01 de enero

de 2014 al 31 de diciembre de 2016.
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e Pacientes que cuenten con estudio de inmunohistoquimica con sub- clasificacion
molecular del carcinoma ductal infiltrante.
e Casos con cantidad adecuada de tejido para realizar estudio de inmunohistoquimica
con el marcador VEGF.
e Casos que cuenten con bloques de parafina para realizar estudio de
inmunohistoquimica con el marcador VEGF.
2.2 Criterios de exclusion
e Casos que no cumplan los criterios para el diagnostico de carcinoma ductal infiltrante.
e (Casos que no cuenten con estudio de inmunohistoquimica completo para su sub-
clasificacion molecular.
e Casos diagnosticados como carcinoma ductal con componente mayor del 50% de
carcinoma in situ.
e Casos con diagnostico por biopsia por aspiracion con aguja gruesa (BAG).
e Material de revision procedente de otras instituciones de salud.
e Casos que presenten tejido insuficiente o mal conservado en el bloque de parafina.
2.3 Criterios de eliminacion
e Casos en los que no sea posible valorar por ambos patdlogos el marcador VEGF.
e Casosen los que el tejido sea escaso para realizar el marcador VEGF.

e Casosen los que al valorar el marcador VEGF no muestren tumor.

Categorizacion de variables estadisticas
Para el analisis de informacion se evaluaron seis variables, donde la variable dependiente fue

la presencia o ausencia del receptor VEGF mediante la deteccion por inmunohistoquimica.
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Variables dependientes

VEGF: Es un receptor que se expresa en las células endoteliales, que le da la

capacidad a las mismas de formar nuevos vasos sanguineos.

Variables independientes

Edad: tiempo que ha vivido la persona, contando desde su nacimiento, a la cual
mediante estudio histopatologico se le ha diagnosticado carcinoma ductal infiltrante.
Clasificacion SBR: clasificacion del carcinoma mamario basada en tres
caracteristicas, la formacion de estructuras tubulares, el grado nuclear y la cantidad
de células tumorales en mitosis.

Cirugia realizada: método quirdrgico para el tratamiento del carcinoma mamario.
Borde quirtrgico: se valora de acuerdo a la presencia 0 no de celulas tumorales en el
borde quirdrgico entintado.

Post tratamiento: pacientes con tratamiento previo al evento quirlrgico, a base de
quimioterapia o radioterapia.

Ganglios linfaticos regionales: presencia o ausencia de tumor en ganglios linfaticos
axilares.

Localizacion del carcinoma mamario: lado especifico de la mama que presenta el
tumor.

Subclasificacion molecular: estd basada en la marcacion o ausencia de anticuerpos

de inmunohistoquimica, el RP, RE, HER-2-NEU y Ki-67.

Descripcién metodoldgica del estudio

El presente estudio es de tipo retrospectivo y se realizd en el Hospital General del Estado de

Sonora Dr. Ernesto Ramos Bours. En un primer tiempo y después de la aprobacion del
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protocolo de investigacion, se selecciond la muestra segin los criterios de inclusion y
exclusion. Posteriormente, se recuperaron los bloques de parafina almacenados en bolsas y
ordenados por afio en cajas del departamento de inmunohistoquimica, los cuales se ordenaron
para realizar el marcador VEGF por afio de diagndstico; se compraron dos frascos del
marcador VEGF (anticuerpo de Conejo) de 0.1 ml concentrado, con dilucion 1:10 a 1:50
producido por el laboratorio Bio SB ubicado en Santa Barbara, California, U.S.A. y se
transporté a esta ciudad. El estudio de inmunohistoquimica se llevd a cabo en secciones de
3-um en tejido fijado en formalina, l0s tejidos fueron embebidos en parafina y desparafinados
con xileno y luego hidratados en una serie de etanol. La recuperacion del antigeno se realizd
sumergiendo las secciones en solucion buffer citrato (pH 6,0) durante 3 minutos en coccion
a presion, y la actividad de la peroxidasa enddgena se bloqued utilizando perdxido de
hidrogeno al 10% en 5 bafios, cada uno de 5 minutos. Después del lavado con solucion buffer
fosfato (pH 7,4), los cortes se incubaron con anticuerpo primario VEGF (policlonal, diluido
1:50). Todos los cortes fueron posteriormente expuestos a complejo biotina-avidina, reactivo
de peroxidasa de rabano picante (Kit LSAB, DakoCytomation) y tetrahidrocloruro de
diaminobencidina (DAB.). Finalmente, los cortes se contrastaron con hematoxilina de Harris.
Secciones histologicas de placenta se utilizaron como control positivo. Los casos se valoraron
por dos patdlogos sin el conocimiento del subtipo molecular de carcinoma mamario del que
se trataba.

Anélisis de datos

Las variables cuantitativas y cualitativas fueron depositadas en una hoja de Excel para
posteriormente ser depositadas en la hoja de recoleccion de datos del programa IBM SPSS
V24. Posteriormente, se construyeron tablas de frecuencias y se realizd un analisis de

estadistica descriptiva y de proporciones dependiendo de la naturaleza de las variables. La
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diferencia entre proporcion y dependencia de las variables nominales se valord por medio de
la prueba Chi cuadrada. Ademas, se realizd una prueba de concordancia indice de Kappa.
Todos los anélisis se realizaron en SPSS V.24 con una p=0.05.

Recursos empleados

Recursos humanos, fisicos y financieros

El recurso humano que llevo a cabo el proyecto fue por el Médico Residente de tercer afio de
la Especialidad de Anatomia Patologica, Dr. Olivas Roman Luis Roberto, bajo la direccion
del Dr. Minor Cordero Bautista, M. en C. Nohelia G. Pacheco y el Dr. Minor Cordero
Bautista y Q.B. Omar Rios Méndez en el departamento de Anatomia Patologica del Hospital
General del Estado de Sonora.

Recursos fisicos

* Expediente electronico ASSIST.

* Bloques de parafina del material de laboratorio.

* Insumos habituales, propios del departamento de patologia.

Recursos financieros

* Los recursos seran cubiertos por el médico residente investigador y se utilizd en la compra
del marcador de inmunohistoquimica VEGF, cuyo valor asciende los $422 dlis = $7800 M.N.
Aspectos éticos de la investigacion

El presente trabajo se realizo con fines médicos descriptivos, siempre cuidando la identidad
de los pacientes cuya muestra fue considerada para la elaboracién de esta investigacion.
Durante el analisis de datos no se hizo referencia de la identidad de ninguno de los pacientes
implicados. Ademas, se tomO en cuenta el cuidado de los aspectos éticos que demanda la

investigacion medica con seres humanos y se encuentran presentes en la declaracion de
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Helsinki y la Ley General de Salud en materia de Investigacion. Dada la naturaleza de la

investigacion, no se requirié de consentimiento informado firmado por parte de los pacientes.
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RESULTADOS

Se reportaron 9,206 casos, de los cuales 995 casos corresponden a patologia mamaria. En
total se realizaron estudios histopatoldgicos a 707 pacientes, esto debido a que nuestro
hospital es un centro de referencia para el diagnostico y tratamiento de patologia mamaria,
por lo que existen pacientes con mas de un estudio. Los casos clasificados como neoplasias
benignas fueron 278 (39%) que corresponden a tumores benignos, tejido mamario normal y
cambios inflamatorios o benignos no tumorales de la mama. El tumor benigno mas frecuente
con 154 casos fue el Fibroadenoma, que corresponde al 22%, seguido del adenoma tubular
con dos casos (0.3%) en pacientes menores de 33 afios y dos lipomas (0.3 %) en pacientes
mayores de 40 afios. Otros diagndsticos a nivel de piel de mama fueron melanosis,
hemangioma capilar, hidradenoma papilifero, nevo intraepidérmico, quiste epidérmico y
quiste simple seroso, cada uno de ellos con un caso reportado.

Como patologia benigna no tumoral mas frecuente se encontr0 a la enfermedad
fibroquistica con 71 casos diagnosticados (10%), seguida de papilomatosis intraductal con
15 casos (2%), 5 casos de ectasia ductal (0.7%); asi como cambios inflamatorios en 13 casos
(1.8%) uno de los cuales corresponde a una mastitis granulomatosa. Ademéas 10 casos (1.5%)
eran tejido mamario normal.

Los casos de neoplasias malignas fueron 418 (60%), el tumor maligno mas frecuente
es el carcinoma ductal infiltrante con 367 casos, que corresponde al 88%, esto hablando sobre
la presentacion pura o mixta. Tuvo asociado carcinoma ductal in situ (con mayor frecuencia
de alto grado) en el 13% de los casos. Sélo en dos casos (0.5%) se asocid con otro tipo de
carcinoma invasivo como el tipo lobular y papilar.

El resto de neoplasias malignas solo represento el 8% de los casos, entre los cuales se

encuentra el carcinoma tipo medular con ocho casos, papilar con siete casos, mucinoso con
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seis casos, lobular con cinco casos, micropapilar dos casos y epidermoide con uno caso.
También se reportd un tumor filoides y un linffoma no Hodgkin; tres casos sélo fueron
concluyentes a tumor maligno.

El carcinoma in situ puro en pacientes no tratadas previamente con quimioterapia o
radioterapia fue de predominio ductal con 16 casos (4%) de los cuales la totalidad es de alto
grado; solo un caso de carcinoma lobular in situ fue reportado.

El resto se tratd de ocho casos (1%) diagnosticados como sin tumor residual debido a
que tenian historia clinica de tratamiento previo a evento quirdrgico con quimioterapia con o
sin radioterapia; dos casos como material insuficiente para el diagnostico (0.2%) y un ganglio
linfatico intramamario reportado como normal.

El rango de edad oscilo de 18 a 93 afios, con edad media al momento del diagndstico
de 49 afios; se observd un ligero predominio de afectacion del carcinoma ductal infiltrante
en la mama izquierda 1.09-1 en comparacion con la mama derecha. El estado ganglionar fue

positivo en 74 casos y negativo en 84 casos (Tabla 2).

Tabla 2.- Frecuencia de metastasis a ganglios linfaticos axilares

= POSITIVO
B NEGATIVO
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Posteriormente se eligieron basados en los criterios de inclusion y exclusién 159 casos
de carcinoma ductal infiltrante para realizar el anticuerpo VEGF; de los cuales 56 (35.2%)
corresponden al subtipo Luminal B, 41 (25.8%) casos al subtipo Triple negativo, 34 (21.4%)
casos al subtipo Luminal A, 15 (9.4%) casos al subtipo Luminal-Her, y 13 (8.2%) casos al

subtipo rico en Her (Tabla 3).

Tabla 3.- Clasificacion molecular del carcinoma ductal infiltrante
100.0
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HER HER NEGATIVO

Todos los casos fueron revisados por dos pat6logos quirtrgicos (patologo uno y
patdlogo dos) por separado, sin conocer el subtipo molecular de carcinoma ductal infiltrante

del que se trataba (Figura 2).
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Figura 2.- Se utilizé como testigo tejido de placenta humana, observando la tinciéon de membrana en las
células endoteliales de las ellosidades coriales (A). Acercamiento de las \ellosidades coriales (B). Imagen
de inmunohistoquimica de tincién alta de VEGF en la membrana de células tumorales dispuestas en
grupos. Acercamiento de grupos tumorales positivos a VEGF (D). Imagenes de casos del Hospital
General del Estado de Sonora.

Se realizo el indice kappa para valorar el nivel de concordancia entre los observadores
(patélogo uno y dos); encontrandose para la variable de porcentaje un nivel catalogado como
bajo (0.356), mientras que la variable de intensidad mostro un nivel de concordancia bueno

con un puntaje de 0.634 (tabla 4).
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Tabla 4.- indice de Kappa para concordancia interobservador (patologo unoy dos).

MEDIDAS SIMETRICAS. ‘

Valor | Error tip. Asint. | Taproximada | Sig. aproximada

Medida de acuerdo Kappa | .634 071 8.064 .000

N de casos validos 159

El anticuerpo VEGF fue valorado de acuerdo a su intensidad como tincion baja en
caso de ser negativo o con tincion débil (1+), y como tincion alta si presentaba tincion
citoplasméatica 0 de membrana moderada (2+) o intensa (3+), (Felipe Paiva Fonseca, et al.,
2015; Wataru Tokuyama, et al., 2009). Ademéas se valoré el porcentaje de tincion como tipo
1 si el 0-10% de las células presentaban tincion alta, tipo 2 en el 11-50% vy tipo 3 si mas del
50% presentaron tincion alta. Se encontraron 44 casos con marcacion alta al marcador VEGF
(27.6%); el subtipo molecular con mayor prevalencia de tincion alta del marcador VEGF fue
el Luminal B con 16 casos que representa el 10.1%, mientras que el subtipo Luminal A ocupo
el segundo lugar con 11 casos (6.9%), seguido del triple negativo con 10 casos (6.3%),
Luminal-Her con cinco casos (3.1%) y por ultimo lugar el subtipo rico en Her con dos casos
(1.3%) (Tabla 5). Sin embargo, en proporcién el subtipo que presentd mayor tasa de
positividad alta es el Luminal-Her con 33%, seguido del Luminal A con 32%, Luminal B con

23%, Triple negativo 24% y el Rico en Her con 15% (Figura 3).
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En blsqueda de que exista una relacién de la intensidad de la marcacién de VEGF
con el resto de las variables estudiadas se realizo estudio de Chi cuadrada de Pearson (y?)
para cada uno de ellas. El valor encontrado de ¥* en el estudio de la intensidad de marcacion
y el subtipo molecular de carcinoma ductal infiltrante fue de 0.766, el cual excede el valor

alfa (0.05) por lo que no se puede rechazar la hipétesis nula.

C D -

.

QJ

Figura 3.- Células tumorales con tincion moderada de VEGF catalogado como tincion alta, dispuestas en
grupos (A) y en glandulas (B). Células tumorales negativas a VEGF (Cy D); los vasos sanguineos son
positivos a VEGF. Imagenes de casos del Hospital General del Estado de Sonora.

39



Tabla 5.- Prevalencia de tincién alta en subtipos de carcinoma mamario.

‘ TABLA DE CONTINGENCIA

SUBTIPO MOLECULAR
RICO TOTAL
LUMUNAL | LUMINAL | LUMINAL EN TRIPLE
A B HER HER NEGATIVO
— TINCION 23 40 10 1 31 115
5 BAJA 14.5% 25.2% 6.3% 6.9% 19.5% 72.3%
z
(2]
1% .
35 TINCION 11 16 5 2 10 44
ALTA 6.9% 10.1% 3.1% 1.3% 6.3% 27.7%
TOTAL % DEL 34 56 15 13 41 159
TOTAL 21.4% 35.2% 9.4% 8.2% 25.8% 100.0%

Con respecto a la relacion de la intensidad de marcacion y el estado de los ganglios
linfaticos axilares, no se observaron resultados significativos, con un valor de ¥*> de 0.608
para el patlogo uno, y 0.057 para patdlogo dos. Se encontrd que no existe diferencia entre
los casos con positividad o negatividad de los ganglios linfaticos axilares, ya que 74 casos
fueron positivos y 73 casos negativos. Solo el 11% (patologo uno) y 8% (patdlogo dos) de
los casos estudiados mostraron tincion alta del marcador VEGF con la presencia de ganglios

linfaticos axilares positivos a carcinoma ductal infiltrante.

La relacion de la intensidad de marcacion y el grado histolégico no mostré tampoco
resultado significativos, con un valor de y* de 0.659 para el patologo uno y de 0.798 para el
patdlogo dos. Se encontr6 tincion alta del marcador VEGF en 28 casos (17%) del patdlogo

uno, y 23 casos (14%) del patologo dos, el grado histologico con mayor prevalencia de
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tincién alta correspondié al tipo bien diferenciado con 16 casos para el patélogo uno y 11

para el patdlogo dos.

Ademés se hizo un andlisis estadistico para saber si existe relacion de la intensidad

del marcador VEGF con la actividad mitdtica, el estado de los bordes quirdrgicos, la

permeacion linfovascular y el tratamiento previo, sin obtener datos estadisticamente

significativos, por lo que no se puede rechazar la hipétesis nula (tabla 6).

Tabla 6.- Valor de P (0.05) en las variables estudiadas.

VARIABLES

VALOR DE P (.05)

PATOLOGO UNO

PATOLOGO DOS

INTENSIDAD VEGF Y TRATAMIENTO 474 319
INTENSIDAD VEGF Y SUBTIPO MOLECULAR .766 .669
INTENSIDAD VEGF Y GRADO HISTOLOGICO .659 .798
INTENSIDAD VEGF Y ESTADO GANGLIONAR .608 .057

INTENSIDAD VEGF E INDICE MITOTICO .830 .180

Como hallazgos adicionales se observé que las células tumorales localizadas en la luz

de los grupos de carcinoma in situ de alto grado, la hiperplasia intraductal de tipo usual, los

lobulillos y conductos mamarios normales mostraron tincion alta en la membrana de sus

células (Figura 4).
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Figura 4.- Grupos de células tumorales de carcinoma ductal insitu de alto grado; hiperplasia ductal de tipo
usual (B), Lobulillos mamarios normales (c) y conductos galactéforos mamarios normales (D), con tincién
al marcador VEGF. Iméagenes de casos del Hospital General del Estado de Sonora.
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DISCUSION

En comparacién con estudios previos, se encontré que en el HGES el carcinoma ductal
infiltrante corresponde al 88% de los casos reportados en nuestra poblacion, a diferencia del
75% que se ha reportado en trabajos como el de Sudeshna, et al., (2013) el cual fue realizado
en el departamento de Patologia de la universidad de Wayne State, en Detroit, Estados
Unidos Americanos (USA), en pacientes de ese pais. Esto en probable relacion con los
criterios actuales para el diagnéstico de este tipo de carcinoma mamario y tan variables
imagenes macroscopicas y microscopicas que pueden observarse. El subtipo molecular mas
frecuente de carcinoma mamario fue el Luminal B con el 35.2% de los casos, seguido del
Triple negativo con el 25.8%, Luminal A con el 21.4%, Luminal-Her con el 9.4%, rico en
Her con el 8.2%, a diferencia de otras publicaciones como los hallazgos encontrados en el
trabajo de Santos (2016), en el que se revisaron 312 casos de carcinoma mamario de pacientes
australianas diagnosticadas en el afio 2013; diagndsticos basados en los marcadores
inmunohistoquimicos RE, RP, Her-2-neu, Ki-67, CK 5/6, CK-14 y EGFR; en el cual fue mas
frecuente el subtipo Luminal A con 45% de los casos, seguido de Luminal B con el 32%,

triple negativo con el 11%, rico en Her con el 7% y Luminal-HER2 con el 6%.

Sin embargo en otros trabajos como el publicado por Basem Hasan, et al. (2014) en
el cual se hizo un estudio retrospectivo de las caracteristicas histopatoldgicas de 123 mujeres
con diagndstico de carcinoma mamario en pacientes de Egipto; en el que se reportan
hallazgos similares a los encontrados en nuestro hospital, debido a que el subtipo triple
negativo es el segundo en frecuencia con el 32% de los casos, apenas por debajo del Luminal
A. El subtipo con menor frecuencia al igual que nuestro trabajo fue el rico en Her con el 13%

de los casos. Con estos hallazgos se demuestra que no existe mucha variabilidad en los
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subtipos de carcinoma mamario del HGES con los estudios que se han reportado de manera
internacional.

A pesar de que el método para valorar la tincion del marcador VEGF en el carcinoma
mamario no estid bien esclarecido, existen trabajos como el realizado por Miyoshi, et al.,
(2014) en el departamento de patologia en la universidad de Kyushu en Fukuoka, Japén, en
el cual analiza la tincion de este marcador en rabdomiosarcomas proponiendo su
interpretacion como: 0, negativo; 1+, tincion débil; 2+, tincion moderada; 3+, tincion fuerte.
Asi como el porcentaje de células positivas en esporadicas (1-10%); focal (10-50%) y difuso
(mayor del 50%). Ademas existe una clasificacion mas sencilla utilizada por el Kim, et al.,
(2017) quien realiza su estudio en el departamento de patologia de la universidad de Ulsan,
en la Republica de Korea, en el cual propone solo dos grupos, alto grado cuando se observe
positividad moderada a alta en al menor 33% de las células tumorales, y en tincion baja
cuando se observe tincion menor del 33%.

En nuestro trabajo se valor6 la tincibn de VEGF en la intensidad y el porcentaje de
células tumorales que tifieron para este marcador. Posteriormente se clasificaron en alto y
bajo grado. Debido a la buena concordancia que encontramos (indice de Kappa de 0.634)
entre los dos patdlogos para la valoracion de la intensidad del marcador VEGF
recomendamos esta clasificacion para la valoracion de la inmunotincion de VEGF, y
consideramos menos reproducible la valoracion de VEGF con base al porcentaje de células
tumorales, debido a la mala concordancia que obtuvimos en dicha clasificacion (indice de
Kappa de 0.356). No existen trabajos publicados en el que se analice el mejor método para
valorar la inmunotincion de VEGF en el carcinoma mamario.

Con respecto a la prevalencia de la tincion de carcinoma ductal infiltrante; Lee, et al.,

(1998) describen el analisis de 42 casos de carcinoma invasivo entre los que se encuentran
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carcinomas ductales, lobulares, papilares y mucinosos. En este estudio demuestra que la
inmunotincion de VEGF para valorar la cantidad de vasos sanguineos y estudio de micro
RNA, que el carcinoma ductal es el que presenta mayor frecuencia en comparacién con el
resto de tipos de carcinoma mamario. Ademas se encuentra una relacion entre la cantidad de
vasos sanguineos y la metastasis a ganglios linfaticos axilares como en otros trabajos
(Anthony J. Guidi, et al., 2000; Natascia Marino, et al., 2013). Por este motivo en nuestro
trabajo se decide solo incluir casos diagnosticados como carcinoma ductal infiltrante. En el
estudio publicado por Foekens (2001) en el que se estudian 845 casos de carcinoma mamario
primario en pacientes de Holanda y su relacion con la respuesta 0 no a tratamiento con
quimioterapia y la sobrevida de dichas pacientes. Se encontré que los carcinomas mamarios
negativos a receptores de estrégenos presentaron niveles mas altos de VEGF a nivel
sanguineo, en comparacion con los que mostraban positividad a receptores hormonales. Sin
embargo, en nuestro trabajo se decide analizar la prevalencia del marcador de
inmunohistoquimica VEGF en cada subgrupo molecular, encontrado que el subtipo Luminal
B con 16 casos (10.1%) es el de mayor prevalencia, mientras que el subtipo Luminal A ocupd
el segundo lugar con 11 casos (6.9%), seguido del triple negativo con 10 casos (6.3%),
Luminal-Her con 5 casos (3.1%) y por dktimo lugar el subtipo rico en Her con 2 casos (1.3%).
Dichos hallazgos contrastan con el trabajo de Foekens (2001) ya que en nuestra poblacion se
encontré una mayor prevalencia de carcinomas ductales infiltrantes subtipos Luminal A o B
positivos a VEGF en comparacion con los carcinomas mamarios que son negativos a
receptores hormonales. Cabe mencionar que en nuestro trabajo se incluyeron solamente
carcinomas ductal infiltrantes y en el trabajo del Foekens (2001) no fue un criterio de

inclusion.
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Se ha demostrado la relacion que existe entre la presencia de VEGF a nivel sanguineo
0 en tejido, lo cual se ha estudiado detectando RNA; asi como la cantidad de vasos sanguineos
intratumorales que existen demostrados con marcadores de inmunohistoquimica como el
CD-31 y el factor de Von Willebrand, con la presencia de metastasis a ganglios linfaticos
axilares y con aumento del tiempo libre de enfermedad tras el tratamiento (Cong Li, et al,
2011). Por otro lado Ghosh, et al. (2008) refieren en su trabajo realizado en 642 casos de
carcinoma mamario primario en el departamento de patologia de la universidad de Yale, en
New Haven, USA, en pacientes de este pais, que la presencia del marcador VEGF en las
células endoteliales y células tumorales es un factor independiente que se ha relacionado con
la supervivencia (P = .0020). En otro trabajo de Weidner, et al., (1992) se describen la
cantidad de vasos sanguineos tumorales en 165 casos de carcinoma mamario como factor
prondstico que se relaciona con la metéstasis a ganglios linfaticos axilares y el periodo libre
de enfermedad. Describe que casi todos los pacientes con mas de 100 vasos sanguineos en
un campo de 200x mostraron recidiva tumoral a los 33 meses de seguimiento, a diferencia
de solo el 5% de los pacientes que mostraron recidiva en este periodo con 33 vasos
sanguineos en un campo 200x. En nuestro estudio con una muestra similar a la de Weidner,
et al, (1992), de 159 casos no se encontré relacion estadisticamente significativa de la
inmunotincion de VEGF con la presencia de metastasis a ganglios linfaticos axilares, el
subtipo molecular, el grado histologico, el indice mitdtico y el tratamiento previo.

Se encontraron 44 casos con marcacion alta al marcador VEGF (27.6%); el subtipo
molecular con mayor prevalencia de tincion alta del marcador VEGF fue el Luminal B con
16 casos que representa el 10.1%, mientras que el subtipo Luminal A ocupo el segundo lugar
con 11 casos (6.9%), seguido del triple negativo con 10 casos (6.3%), Luminal-Her con cinco

casos (3.1%) y por ultimo el subtipo rico en Her con dos casos (1.3%). No existen trabajos
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publicados de la tincién del marcador VEGF a nivel celular por lo que se considera este
trabajo como el primero en el que se evalla dicha caracteristica, abriendo la posibilidad de

probable buena respuesta al tratamiento con Bevacizumab.

47



CONCLUSIONES

El carcinoma ductal infiltrante es el tipo de carcinoma mamario més frecuente en la poblacion
del HGES representando el 88% de las neoplasias malignas. El subtipo molecular Luminal
B, fue el mas frecuente representando el 35.2%, mientras que el subtipo Luminal A ocupo el
segundo lugar con 6.9%, seguido del triple negativo con 6.3%, Luminal-Her 3.1% y por
uktimo lugar el subtipo rico en Her con 1.3%. El método para la valoracion del marcador
VEGF fue clasificandolo como tincion baja (0 y 1+) y tincién alta (2+ y 3+) basados en la
intensidad de marcacion; dicho método mostro concordancia interobservador buena (Kappa
de 0.634).

Se encontraron 44 casos con marcacion alta de VEGF (27.6%); el subtipo molecular
con mayor prevalencia de tincion alta del marcador VEGF fue el Luminal B con 10.1% de
los casos, seguido del subtipo Luminal A con 6.9%, triple negativo con 6.3%, Luminal-Her
con 3.1% y por uktimo el subtipo rico en Her con 1.3%.

No se demostrd relacion entre la intensidad de marcacion del VEGF con la cantidad
de mitosis tumoral, subtipo molecular, tratamiento con quimioterapia previa, presencia de
metéstasis a ganglios linfaticos regionales y el grado histoldgico valorado por el puntaje del

Scarf-Bloom-Richarson (SBR).
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ANEXOS

e

SERVICIOS DE SALUD DE SONORA

Gobierno del ﬁesd e HOSPITAL GENERAL DEL ESTADO
Estado de Sonora “DR. ERNESTO RAMOS BOURS"
LABORATORIO DE PATOLOGIA
2014

ESTUDIO No.: 1-16-144
NOMBRE: NORIEGA VILLEGAS MARIA GPE.

SERVICIO: ONCOLOGICO EDAD: 39 ANOS  SEXO: FEMENINO
EXPEDIENTE: 15350.10 MEDICO: DR.

MATERIAL RECIBIDO: TUMORECTOMIA DE MAMA DE LADQ NO ESPECIFICADO
RECIBIDA: 23-MAY-16 ENVIADO: 02-JUN-16

D. CLINICOS: CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE GRADO NUCLEAR 2 PERSISTENTE

DESCRIPCION:

SE REALIZO EL SIGUIENTE ESTUDIO DE INMUNOHISTOQUIMICA DE LA MUESTRA
(Q-15-2296-1), SE APLICARON LOS SIGUIENTES ANTICUERPOS:

RE: NEGATIVO EN CELULAS TUMORALES

RP: NEGATIVO EN CELULAS TUMORALES

HER-2-NEU: NEGATIVO (0)

KI-67: POSITIVO MAYQR DEL 14% EN CELULAS TUMORALES
VEGF: TINCION ALTA (3+)

DIAGNOSTICO:

TUMORECTOMIA DE MAMA DE LADO NO ESPECIFICADO CON CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE,
GRADO NUCLEAR 2 PERSISTENTE SUBTIPO TRIPLE NEGATIVO, POSITIVO AL MARCADOR VEGF.

NOTA:
LA NEGATIVIDAD DE RECEPTORES HORMONALES AUNADO A LA NEGATIVIDAD DE HER-2-NEU
ES FACTOR DE PRONOSTICO DESFAVORABLE.

LA POSITIVIDAD DE VEGF ES FACTOR DE PROBABLE BUENA RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON
BEVACIZUMAB.
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ospital Generat | COMITE DE
S| INVESTIGACION

SSS-HGE-DEI-CI-2017.16

Hermosillo, Sonora a 31 de enero de 2017

Asunto: Dictamen de Protocolo

Luis Roberto Olivas Roman
Medico Residente de Anatomia Patologica.-

Por medio de la presente en relacion a su protocolo de investigacion con registro 2017.16,
titulado: “VEGF como marcador inmunohistoguimico de angiogénesis en carcinoma mamario y
su marcador clinico en el tratamiento del subtipo triple negativo”. El cual se llevard a cabo en
las instzlaciones del Hospital General del Estado “Dr. Ernesto Ramos Bours”, se le comunica

gue el Comité de Investigacion llego al siguiente Dictamen: Aprobado.

Asi misimo debera atender las observaciones que se describen en la Hoja de Evaluacion anexa.
Sin otro particular por el momento quedo a sus ordenes para cualquier duda o aclaracion,

reciba saludos cordiales.

Atentamente

@\-«-rw‘- C.___,.-
Lic. Patricia Camou Guerrero

Secretaria del Comité de Investigacion y
Ceoordinadora de Comisiones de Ensefianza

Arctive del Comité de Investigacion

| Blvd. Luis Encinas Johnson 9007 Colonia San Benito
| Tel, (662) 259 2534 C.P. 83190, Hermosillo, Sonora
| investigacion.hge @gmail.com
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