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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer de mama

El cancer de mama es la causa mas comun de cancer e
la mujer en los Estados Unidos y en los paises rico
europeos. Histéricamente, los paises en vias de des
reportaban porcentajes menores de cancer de mama qu
paises desarrollados. Sin embargo desde hace 20 a 3
ha aumentado la incidencia y mortalidad del cancer
en paises en vias de desarrollo, ademas de ser Ia
principal causa de ausentismo laboral en estos pais
los casi 1 millon de casos nuevos de cancer de mama
fueron diagnosticados en el 2009 en el mundo, los p
vias de desarrollo contribuyen en un 45% de los cas
de las muertes por cancer de mama. El aumento en la
incidencia y mortalidad en el cancer de mama se atr
cambios en la prevalencia de factores de riesgo
reproductivo, estilo de vida y diferencias bioldgic
grupos étnicos y raciales. Sin embargo, aun faltan
que relacionen los factores etiologicos al incremen
riesgo en paises en desarrollo.
cancer de mama es causante de un mayor niumero de mu
comparado con el cancer cervicouterino, y afecta a
adultas de todas las edades y de diferente nivel
socioeconémico. Las tasas de mortalidad en nuestro
mostraron un aumento notorio en las dltimas cinco d
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por 100 000 mujeres. Luego se elevo de manera soste
las mujeres adultas de todas las edades hasta alcan
cifra cercana a 9 por 100 000 para la mitad de la d

1990 y se ha mantenido mas o menos estable desde en
(Figura 1)
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Figura 1. Mortalidad por tumores malignos de mama e n México

por grupo de edad. 1995-2007. !

El cancer de mama representa una pesada carga

econdémica ya que produce muertes a edad temprana, d

de las mujeres muere entre 30 a 59 afos de edad. Ta
existe cierta evidencia de que la edad promedio de

de la enfermedad es menor en los paises en desarrol

en los mas desarrollados. Para el afio 2006, el canc
mama se habia convertido en la segunda causa de mu
entre las mujeres mexicanas adultas de 30 a 54 afos

y la tercera mas frecuente entre el grupo de 30 a 5
(después de la diabetes y las cardiopatias) y se es
desde el punto de vista estadistico en los afios ven
aumente de forma considerable. Si bien el cancer de
todavia mas comun en los grupos de poblaciéon de niv
socioeconémico mas elevado, en la actualidad afecta

los grupos poblacionales. En cuanto a la deteccion
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de dicha enfermedad, los datos disponibles sugieren

so6lo entre el 5y 10% de los casos en México se det

fases iniciales en comparacion con un 50% en Estado
Unidos. Esta situacion dificulta en buena medida el
tratamiento y lo vuelve mas costoso e incierto para

mujeres, sus familias y el sistema de salud.

La distribucion de la mortalidad por estado también
sugiere que el cancer de mama ha crecido y afecta t
los estratos medios como a los pobres, aun cuando e
afeccion se concentra aun en las regiones mas ricas

pais. !

La mortalidad por cancer cervicouterino en las muje
mexicanas superd la mortalidad por cancer de mama e
periodo 1955-2005. A partir de 2006, el riesgo de m
cancer de mama excede el riesgo de morir por céancer
cervicouterino (figura 2). Existe evidencia a nive

mundial que sustenta esta tendencia.
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Figura 2. Mortalidad por cancer de mama y cancer ce rvicouterino, tasa
por 100 000 mujeres ajustada por edad. México, 1955 -2007. 18
La edad al morir por cancer de mama se ha mantenido
estable, en tanto que la edad de muerte por cancer
cervicouterino se ha elevado en grado considerable. Antes




de 1985, Ila edad

cervicouterino se encontraba por debajo de la del ¢

promedio al morir por

mama, mientras que en la actualidad
contraria. La edad promedio de la mujer mexicana qu

por cancer de mama en 2005 era casi dos afios menor

de aquellas que morian por cancer cervicouterino (f
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Figura 3. Edad promedio de mortalidad, cancer de ma may cancer

cervicouterino.

En cuanto a la distribucién geografica por region d e
las tasas estandarizadas de mortalidad por cancer m amario
en Meéxico para el afio 2006, se advierte que las tas as
regionales mas altas proceden del Distrito Federal y la
region norte del pais. Sin embargo, el Distrito Fed eral
presenta una disminucion de la tasa estandarizada d e esta
causa de muerte entre los afios 2000 y 2006. En la r egion
del centro, donde se localiza nuestro estado, tiene un
promedio de 9.70 en 2006, pero es mas heterogénea e n el
comportamiento de las cifras de las entidades feder ativas
gue lo componen; al respecto, Puebla posee la tasa mas baja
del centro (6.8) y Jalisco la mas alta (14.6). En u n
estudio publicado en el 2009 por Palacio y cols. 3 se sefialo
que al comparar el riesgo de fallecer por cancer de mama



entre el afio 2000 y 2006, el riesgo de fallecer por
causa en el 2000 en el area urbana era 2.33 veces m
respecto del area rural y éste ha disminuido a 1.9

para el afio 2006, lo cual indica que mientras el ri

morir para mujeres en areas urbanas disminuye, en m
en areas rurales aumenta. Solo 6 de las 32 entidade
federativas mexicanas evidencian una disminucion de
tasas estandarizadas de mortalidad por cancer mamar

los afios 2000 y 2006, y son Nuevo Leon, Zacatecas,

y Aguascalientes. Por el contrario, en los demas es
incluyendo nuestro estado de Michoacan, han aumenta
tasas de mortalidad por cancer de mama, incluso en

estados mas marginados. 3

Al correlacionar las tasas de mortalidad por cancer
mama con el grado de marginaciéon de las entidades,
reconocié una leve correlacion inversa, sobre todo
grados extremos de marginacion. Esto es, en los est
marginacion muy alta, como Oaxaca, Chiapas o Guerre
encuentran tasas de mortalidad por cancer de mama b
pero en los estados con muy bajo grado de marginaci
Coahuila, Baja California, Nuevo Leon y el Distrito
Federal, sobresalen tasas elevadas de mortalidad po
causa. Por el contrario, en los estados con niveles
(alto, medio y bajo grado) de marginacién, dentro d
cuales se encuentra nuestro estado, la tasa de mort
fluctia en grado considerable sin una tendencia lin

(figura 4).
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Figura 4. Tasas estandarizadas de mortalidad por ca
entidad federativa, segun grado de marginacion, Méx

Michoacan ocupa el décimo lugar a nivel nacional en

cuanto a incidencia del cancer de mama. De acuerdo
cifras del 2007, se encuentra en el lugar 22 en cua
tasa de mortalidad por esta causa, con 11.97 defunc
por 100 mil mujeres mayores de 25 afios para el afio
Anualmente se registran en el estado més de 200 ca

No se dispone de datos confiables a nivel nacional
sobre la prevalencia e incidencia de la enfermedad
la ausencia de un registro de céncer, sin embargo |
estimaciones publicadas sugieren que en 1990 se pre
alrededor de 6000 nuevos casos de cancer de mama en
y se prevé una elevacion de mas de 16 500 por afio p
2020. La falta de acceso a los servicios de salud y
deteccion temprana también sugiere que existe un gr

acumulo de casos no detectados. !

El reto es mejorar los sistemas de informacion y la
infraestructura diagnostica para la deteccion oport
la
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tendencia ascendente de la mortalidad prematura que ocurre
principalmente en paises en vias de desarrollo como el

nuestro.

1.2 Clasificacion molecular del cancer de mama

El cancer de mama comprende un grupo muy diverso de

enfermedades desde el punto de vista racial 4. clinico,
morfolégico, inmunohistoquimico y biolégico. Inclus 0
tumores morfolégicamente similares varian en su res puesta
terapéutica y comportamiento clinico, lo que reflej a la
gran variacion del cancer de mama en sus caracteris ticas
biolégicas y perfiles genéticos. Esta heterogenicid ad
combinada con el gran avance en la deteccion y trat amiento
del cancer mamario, convierte en un reto el diagnés tico y
el tratamiento actual de las pacientes. Por ello, e S
necesario identificar clases de tumores con diferen te

comportamiento  biolégico 'y respuesta a terapias

especificas. La clasificacion molecular permite una

clasificacién funcional del cancer mamario, por lo gue la
investigacion de ciertos biomarcadores y fenotipos

genéticos podrian revelar posibles blancos terapéut icos e

indicadores prondsticos. 5

Actualmente en el informe histopatologico del

carcinoma mamario es necesario consignar los factor es de
importancia pronéstica como el tamafio tumoral, el t ipo y
grado histologico y la presencia o no de metastasis a
ganglios linfaticos axilares. ® Los marcadores moleculares
especificos incluidos en la actualidad en el estudi o del
cancer de mama son los receptores hormonales (estré genos y
progesterona) y el HER-2/neu, ambos con valor predi ctivo y

prondstico.



Es importante sefialar que ademas de los factores ya
sefalados, se han estudiado y probado en estudios ¢
algunos otros factores que aun no se encuentran bie
sustentados y son la proteina p53, invasion a los v
linfaticos y el indice de proliferacion por Ki-67.
otro grupo mas de factores que no han sido bien est
como catepsina-D 'y marcadores de

son la ploidia,

angiogénesis.  °

Los receptores estrogénicos fueron identificados en
los afios 60°s y en poco tiempo se conocio que la ev
de estos receptores puede ayudar en la identificaci
aguellos cancer de mama que responden mejor al trat

(por
aromatasa). La presencia de progesterona, que se en

enddcrino ejemplo tamoxifeno e inhibidores de

inducida por los estrogenos, también ha probado ser
predictor de respuesta al tratamiento enddcrino. Es
previos han demostrado que los canceres de mama pos

para receptores hormonales y aquellos negativos par

mismos, son dos entidades diferentes, con distinta
morfologia, genética y comportamiento biolégico.
Generalmente los tumores negativos para receptores

hormonales, que constituyen un 20-40% de los casos
cancer de mama, tienden a tener un alto grado histo

mayor frecuencia de mutaciones en BRCAl1 y TP53, peo
prondstico y carecen de respuesta a tratamiento hor

La importancia clinica de la amplificacion de HER2

cancer de mama fue reconocida en el afio 1987. Se en
amplificado en aproximadamente 18-20% de los casos
cancer de mama, y es mas frecuente en tumores negat
para receptores hormonales. La amplificacion del HE
asocia a peor pronostico (mayor recurrencia y morta

en pacientes con diagnostico reciente de cancer de

recibir alguna terapia adyuvante sistémica. HER2 es

linicos
n
asos
Existe

udiados

idencia
on de

amiento

cuentra

tudios
itivos

a los

de
l6gico,

r
monal.
en el

cuentra
de
ivos
R2 se
lidad)
mama sin

también



un factor predictivo para varias terapias sistémica S,
particularmente para agentes con blanco HER2. El de sarrollo

de un anticuerpo monoclonal humano contra HER2

(trastuzumab) ha resultado en la reduccidon del ries go de
recurrencia y mortalidad en pacientes con amplifica cion del
HER2.°

Hace tiempo se suponia que las pacientes con

negatividad para receptores hormonales y HER2 tendr ian
mayor sobrevida por la ausencia de la amplificacion del
HER?2, ahora estas pacientes no tienen el beneficio de
alguna terapia blanco de rutina disponible. En los altimos
afos, los tumores triple negativos (TN), caracteriz ados por
la falta de expresion de receptores hormonales y He r2-neu,
han llamado la atencién de oncdélogos y patdlogos co mo un

grupo prondstico facilmente reconocible con un

comportamiento agresivo que carece actualmente de b eneficio
terapéutico sistémico disponible, por lo que podria ser
candidato a terapia sistémica blanco especifica. Lo S
tumores TN constituyen de un 12-24% de los cancere s de
mama y son actualmente faciles de identificar, pues en la
practica de la patologia de rutina ya se incluye en el
reporte la inmunohistoquimica para receptores de es trogeno,
progesterona y HER2. Sin embargo, con la introducci on
reciente del término cancer de mama “basal-like”, s emejante
a células basales, tipo basal o basaloide, como una clase
molecular diferente, se presenta una sobreposicion de ambas
entidades, lo que ha resultado en una gran confusié n de la
definicion, caracteristicas y comportamiento de est e tipo
de tumores. °

Existe una falsa concepcién en los articulos acerca
del descubrimiento del cancer tipo basal (TB), pues to que

la mayoria sefalan fueron descubiertos por medio de los



microarreglos. Sin embargo, ya desde 1960 algunos a

de Wellings y Roberts, Sarkar y Kallenbach y Mural
Scarpelli, demostraron que una proporcion de cancer
tienen fenotipo mioepitelial a nivel ultraestructur

fue hasta principios de los afios 80°s que los exper

de Moll et al. investigaron los perfiles especifico
citoqueratina en tejido mamario normal, benigno y m

gue demostraron que del 2-18% de todos los canceres

y mas del 25% de

citoqueratinas de alto peso molecular y de ahi su f

los tumores grado Il expresaron
basal/mioepitelial. Posteriormente se reconocié que

tumores son negativos para receptores hormonales y

Por tanto, desde antes del desarrollo de los
microarreglos, el cancer de mama con fenotipo basal
reconocido, aunque no dentro del sistema de clasifi

del cancer mamario. !

En el afio 2000, Perou et al 8
cancer de mama puede ser clasificado en distintos g
moleculares basados en perfiles de expresion de gen

y sus similitudes con sus contrapartes celulares no

La mayor diferencia entre los GEP se observé entre
tumores de resultados positivos para receptores hor

y aquellos negativos para los mismos. Los tumores p

para receptores hormonales se agruparon en la clase

(que incluyen el tipo luminal A, B y C descritos po

et al. en el afo 2001), mientras que los negativos
catalogaron en 3 subgrupos moleculares distintos: 1
tumores con amplificacion del HER2 (clase HER2 posi

2) tumores con expresion genética similar a las cél
basales/mioepiteliales normales de la mama (TB), y
tumores que carecen de amplificacion de
hormonales, HER2 y perfil de expresion TB, los cual

tienen similitud molecular con las células estromal
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mamarias normales (clase semejante a mama normal) 8 (figura
5). La caracterizacion inmunohistoquimica de los ca nceres
TB identificados por GEP ha demostrado que la mayor ja de
estos tumores son triple negativos y expresan otros

marcadores de células basales/mioepiteliales tales como
citoqueratinas basales (CK 5/6, CK14 y CK17), vimen tina,
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR o]
HER1), ademas de tener un indice de proliferacion e levado.
La caracteristica que llamé la atencién de esta cla se de
tumor fue su peor prondstico, incluso mayor que los cancer
HER2 positivos, que fue descrito por primera vez en el
7,9

estudio de Sorlie et al. en el afio 2001.

LUMINAL
A

LUMINAL B

CANCER
DE
MAMA

Figura 5. Tipos moleculares del cancer de mama basados en perfiles de
expresion de genes (GEP).



Aunque se ha confirmado la diversidad molecular del
cancer de mama, existe algun grado de homogeneidad entre
las diferentes clases moleculares, al menos a nivel de

ARNmM, y pueden implicar una patogénesis en comudn Yy

justificar una estrategia terapéutica enfocada. Es por eso
que el cancer de mama clase TB es una entidad que s e le ha
prestado mucha atencion para entender su retrato mo lecular,

biolégico, clinico e identificar nuevas terapias bl anco.



2. ANTECEDENTES

2.1 Consideraciones generales del cancer de mama triple

negativo y tipo basal

El cancer de mama semejante a las células basales
tiene caracteristicas muy particulares que incluyen
fenotipo triple negativo. Algunos autores han afirm
los canceres semejante a la célula basal estan comp
casi exclusivamente por tumores triple negativos, y
tanto, el fenotipo triple negativo puede indicar de
trata de un cancer mamario tipo basal. Desde el pun
vista de los oncoélogos, los tumores triple negativo
innegablemente uno de los subgrupos mas relevantes
cancer de mama, dado que no existen terapias blanco
efectivas por ahora para este grupo y su comportami
clinico es agresivo. Debido a que los tumores trip
negativos se pueden identificar facilmente en la pr
de rutina, a la ausencia de un consenso acerca de |
definicion de los tumores TB y la falta de entendim
los mecanismos oncogénicos y por ello blancos terap
en estos tumores, algunos autoridades usan los térm
y TB alternativamente para definir el mismo tipo de
Sin embargo, existen autores que sefalan que el fen
triple negativo no es ideal para identificar los tu
TB, ya que son entidades no sinénimas. Hay quienes
sefalan que si son sinbnimos mediante un estudio de

de expresion genética con la consigna que los tumor
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basal son un grupo heterogéneo de tumores mediante estudio

genético. 1°

La expresibn de marcadores basales se encuentra

asociada a caracteristicas especificas morfologicas e
inmunohistoquimicas (por ejemplo p53), mutaciones B RCAl y
mal prondstico, comparando los tumores TN no tipo b asal con
los canceres de mama TB. 1112 En algunos estudios GEP se
demostré que los canceres de mama TB expresan recep tores de
estrogenos en un 5-45% y HER2 en un 14%. Incluso Ju mppanen
et al. * encontraron en un estudio GEP mas de 1700 genes

diferentes expresados entre tumores positivos para CK5/14 y
negativos para receptores de estrégenos. En otro es tudio de
Tan et al.  '* encontraron que 6 de 31 (19%) de tumores TN

fueron negativos para EGFR y citoqueratinas basales ,
mientras que 15 de 207 (7.3%) de los tumores no tri ple
negativos fueron positivos para marcadores basales; ademas

4 tumores clasificados como TB segun el criterio de

Nielsen, expresaron receptores de progesterona, por lo que
deben ser clasificados dentro del grupo luminal. En un
estudio reciente, Bertucci et al. 15 reportaron que 37 (23%)
tumores definidos como TB segun GEP, mostraron un f enotipo
no triple negativo, mientras 49 (29%) de los tumore S con un
fenotipo triple negativo fueron definidos como no b asales
por medio de GEP. Por tanto, si se define a los tum ores TB
mediante expresion inmunohistoquimica para marcador es
basales especificos, 65-90% de los tumores triple n egativos

y 10-30% de los tumores positivos a receptores horm onales

pueden ser clasificados como TB. 5

De hecho, el cancer de mama TN es una enfermedad
heterogénea a nivel clinico y molecular que compren de mas
de una entidad. En estudios GEP, ademas de la clase TB, el

grupo TN también incluye cancer semejante a mama no rmal



(mas del 10% de todos los canceres de mama). Aunque aun
poco caracterizado, se ha reportado que tiene mejor

pronéstico que el TB, no responde a quimioterapia
neoadyuvante y se encuentra mayormente asociado con el uso

de terapia de reemplazo hormonal que otras clases

moleculares. Estudios previos de inmunohistoquimica han
demostrado que una proporcion de tumores TN no mues tra
positividad con algun marcador basal especifico y por
tanto no puede ser clasificado como TB. A éstos se les ha
denominado no clasificados, indeterminados, negativ 0s a

5 En un estudio

marcadores multiples o subtipo nulo.
reciente de 713 tumores negativos para receptores

hormonales, Liu et al. 16 demostraron que 316 casos (58%) no
mostraron positividad a algun marcador basal (CK5/6 , CK14
ylo EGFR). Encontraron que este subtipo nulo es

biol6gicamente y clinicamente diferente de los tumo res TB.

Clinicamente, no todos los carcinomas de mama TN
tienen similares caracteristicas morfolégicas ni
comportamiento agresivo. Estudios previos han demos trado
que entre el 50-80% de los tumores triple negativos

12,14,15,

expresan marcadores basales , lo que identifica a un

subgrupo tumoral que se encuentra asociado a mal
11,12,17

pronastico. En un estudio reciente, se mostré que la

relacion entre el nimero de ganglios positivos y ta maifo
tumoral no es la misma entre tumores TB y TN no tip 0 basal;
existi0 una correlacion positiva en los tumores TN no
basales, no asi en los tumores triple negativos TB donde la

18

correlacion no fue significativa. Con respecto a la

relacion entre el tamafio tumoral, estado ganglionar y la
sobrevida, los canceres TN que no expresan marcador es
basales son mas similares a los canceres de mama no triple
negativos que los tumores TB. 18 Algunos autores sefialan que

la negatividad para receptores hormonales y HER2 po r si



solas para identificar el cancer TB implica el ries
clasificar mal a dichas lesiones apoyado en errores

técnicos y falsos negativos. 19

Asi, estudios de correlacion que usen el fenotipo T
para identificar tumores TB estardn compuestos de u
mezcla de tumores TB y no tipo basal con histologia

5 Incluso Moinfar F. en

comportamiento variables.
articulo de revision sefiala que el cancer de mama d

basal no representa un grupo biologico uniforme de

de mama pues tiene gran variacion fenotipica, de gr

y comportamiento clinico, por lo que se requiere de
estudios mejor disefiados que comprueben que este su
representa en verdad una entidad clinico-patolégica

distinta. 20
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Figura 6. Los tumores triple negativos, los de feno tipo basal y los

relacionados con mutaciones del BRCAL son entidades gue se sobreponen

entre sf.



2.2 Definicion de cancer de mama tipo basal

Esta reconocido actualmente que el andlisis de los
perfiles de expresion génica (GEP) es el estandar d
para la identificacion de los tumores TB como una e
molecular diferente del cancer de mama. Sin embargo
técnica costosa y no se encuentra disponible para
aplicaciones clinicas a gran escala o0 estudios
retrospectivos con material fijado en formalina y e
en parafina. Por tanto, la tincibn con inmunohistoq
es una técnica util en estos casos. Telricamente, e
técnica puede colaborar a investigaciones estandari
identificar un subgrupo uniforme de tumores que tie
programa transcripcional TB, proveer un valor proné
aumentar la probabilidad que cualquier caracteristi
prondstica/predictiva pueda ser aplicable de manera
uniforme a la mayoria o todos los tumores molecular
definidos como TB. Se han propuesto varias combinac
inmunohistoquimicas, sin embargo, el perfil
inmunohistoquimico optimo del cancer basal aun perm
investigacibon 'y no existe actualmente un consenso
internacional sobre el complemento preciso de marca
que defina al cancer TB. °> Nielsen et al.
la combinacion de cuatro anticuerpos (RE, HER1, HER
5/6) puede identificar con precision los tumores TB

una especificidad del 100% y una sensibilidad del 7

Rakha et al. 22 afirmé que la expresién de solamente una

citoqueratina basal puede definir los tumores TB, y
marcadores adicionales sugeridos por otros investig

no mejoraria el reconocimiento de estos casos Yy si
reduciria  considerablemente la proporcion de casos
pertenecientes a este grupo de mal pronostico. Otro

estudios requieren ademas la ausencia de reactivida

receptores hormonales y HER2, lo que conlleva mayor

e oro
ntidad
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especificidad pero una sensibilidad baja para la de teccion
de estos tumores. 2123 se ha reportado que algunos

marcadores que pueden servir en algan grado en la

definicion de los tumores TB incluyen receptores ti rosin
cinasas (EGFR, expresado en un 50-70% de los casos; MET)),
proteinas estructurales (vimentina), moléculas rela cionadas

con la motilidad y adhesion celular (p-cadherina,

integrinas), proteinas relacionadas con células mad re
(nestina  y p63), supresores tumorales (p53, NGFR),

inhibidores de la apoptosis ( of cristallina), mediadores de
angiogénesis (VEFG), osteonectina, moléculas endocr inas

(GABAmN), proteinas estromales asociadas a tumor (laminina ,

CD10), c-kit (CD117) 24y otras metaloproteinasas de la

matriz. ®> 2 En un estudio reciente, Tang et al. 27
compararon diferentes definiciones inmunohistoquimi cas de
los tumores TB en 195 casos y mostrd que las tasas de los
tumores definidos como TB variaron de 14 a 40%; 19 a 76%

para los tumores de alto grado y de 1-7% para los

carcinomas de no alto grado. En todas las clasifica ciones,
los tumores TB se encontraron fuertemente relaciona dos con
los tumores de alto grado. Concluyeron que esas
clasificaciones se encontraban relacionadas pero qu e no

eran intercambiables entre si.

En consecuencia, esta variabilidad en la definicion

inmunohistoquimica ha creado cierto grado de discor danciay
resultados contradictorios entre los diferentes est udios
que consideran el tipo de clase a la que pertenecer los
tumores, su significado prondstico y su comportamie nto. A
este respecto, el cancer de mama TB no es el Unico, puesto

que otras variables pronéstica y diagnosticas bien
establecidas sufren de falta de un acuerdo por cons enso.
Por ejemplo, no existe un consenso para la positivi dad del

receptor estrogénico, esta por cambiar segun la evi dencia



actual, el criterio de positividad para HER2, no ha y un

acuerdo universal que considere el valor de evaluar el
receptor de progesterona en el cancer de mama y no hay un
criterio acordado para definir el carcinoma semejan te al

medular. Por tanto, es importante sefalar que la cl ase TB

ha llamado la atencibn desde hace varios afios y la

investigacion esta tratando de definir el mejor cri terio
que puede ser utilizado para identificar este tipo de
tumores, y cual puede proveer el mayor significado

biolégico y clinico en términos de prondstico, pred iccion

del comportamiento y respuesta a terapia especifica Lo

A pesar de las diferentes definiciones del cancer T B,
estos tumores tienen en comun ciertas caracteristic as, que
aunque no especificas, ayudan a identificarlas en | a
practica de rutina. Estas caracteristicas pueden se r usadas
en conjunto para identificar este tipo de tumores c on

cierto grado de confianza hasta que se encuentren

disponibles terapias blanco que hayan sido aprobada S.
Aunque los beneficios de identificar este tipo de t umores
en la practica de rutina aun es de valor limitado, le

indican al clinico que este tumor puede tener peor

pronéstico, puede responder a un tipo especifico de

quimioterapia y finalmente, otras opciones pueden s er
consideradas cuando exista suficiente evidencia, ta | como
terapias blanco contra nuevos marcadores tales como EGFR,

c-kit, ap-crystallina o deficiencia del BRCAL. 519

2.3 Factores de riesgo y caracteristicas morfologicas del cancer
de mama tipo basal

El cancer TB representa del 8-37% de todos los caso S
de cancer de mama, %9283  dependiendo del criterio de

definicion y de la proporcion de los casos grado I



incluidos en la poblacion (promedio 16.7%) estudiad a. El

promedio de edad de las pacientes de cancer de mama B
oscila entre 47 a 55 afios, y suelen ser pacientes m as
jovenes y premenopausicas en comparacion de los tum ores no
basales. °?83! En E.U. son mas comunes entre mujeres Afro-

32

Americanas e Hispanas. Incluso se ha postulado que el

cancer de mama en pacientes Afro-americanas es

biolégicamente diferente a los otros tipos 4. Los factores
de riesgo epidemiolégicos para el cancer de mama TN son
diferentes para aquellos no TN 3 (tabla 1).

Alta paridad, edad temprana del primer
embarazo, ausencia de lactancia, uso de
anticonceptivos orales (mujeres <40 afos)
Edad temprana al diagndstico (< 50 afios)
Etnia Afro-Americana

Etnia Hispana

Estado socioecondmico bajo

Alto indice de masa corporal

Sindrome metabdlico

Tabla 1. Factores de riesgo para cancer de mama tri ple negativo.

Algunos autores han reportado que los tumores TB se

encuentran mayormente asociados con historia famili ar que

34

otros tipos moleculares, representan una mayoria de los

casos del llamado cancer de mama de intervalo (es d ecir,
canceres que se originan y diagnostican entre mamog rafias
anuales), tienen caracteristicas mastograficas

especificas  *° y suelen tener un crecimiento rapido. Dentro

de las caracteristicas mastograficas estos tumores suelen
ser unifocales, de limites mas o menos bien definid 0s, con
baja incidencia de tener microcalcificaciones y car cinoma

ductal in situ peritumoral. % La mayoria de los tumores TB



son ductales de tipo no especifico (68-86%)
ocasionalmente son tubulares mixtos.
mayoria de los carcinomas metaplasicos y del cancer
semejante al medular, también llamados carcinomas d

invasores con caracteristicas medulares, muestran u
fenotipo basal, lo cual se encuentra poco en otros

especiales de cancer mama.
son frecuentemente de alto grado histologico y de u
100% son grado 3. 283

importantes incluyen bordes de infiltracibn empujan

Otras caracteristicas histolégicas

infiltrativos, grandes zonas de necrosis geografica

necrosis tipo comedo, arquitectura que semeja cinta

esclerosis central que semeja cambios necrobidticos

degenerativos, areas acelulares centrales, infiltra
linfocitico estromal, contenido estromal escaso, au

de formacion de tubulos, marcado pleomorfismo celul
relacion nucleo-citoplasma, cromatina vesicular, nu
prominente, indice mitdsico elevado y frecuentes cé
apoptosicas. >3 Se caracterizan ademas por la presencia de
elementos metaplasicos, que incluye metaplasia esca

células ahusadas, y microvascular
37 Kreike

metastasis a distancia en

proliferacion

glomeruloide. sugiri6 que el desarrollo de
los tumores TB se encuent

asociados con la presencia de fibrosis central y es

cantidad de infiltrado linfocitico. 0 Todas
caracteristicas que se han observado en diferentes

sugieren pueden ser utiles en la practica diaria pa

identificacion de este tipo de tumores tan importan

con ello considerar estudios adicionales

inmunohistoquimicos con citoqueratinas basales. Inc

puede ser de ayuda en la identificacion de portador

mutacién del gen BRCAL. 29,31

13,28
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La mayoria de los estudios han reportado una

asociacion entre el cancer TB con un mayor tamafio d el tumor
primario y negatividad de ganglios linfaticos. 1118 gin
embargo otros estudios no demuestran dicha asociaci on. B
Los tumores tipo basal se pueden asociar con carcin omas
ductales in situ, que por lo general son de tipo so lido,
plano o micropapilar, y muestran el mismo inmunoper fil del
componente invasor, lo que sugiere podrian tratarse de
lesiones precursoras para dicho tipo de tumores. % las
caracteristicas inmunohistoquimicas de los tumores B
incluyen la expresién positiva para citoqueratinas basales,
EGFR, p53, p-cadherina, caveolinas 1y 2, ciclina E , ki-67,

c-kit, fascina, Sox2, moesina, vimentina, nestina Yy

laminina. 3" Son predominantemente negativos para receptores

de estrégenos, progesterona y HER2 (triple negativo S),
BRCA1, proteina FHIT, ciclina D1, p27 y MUCL. 5.19.21.28
Comparado con los grupos luminales y HER2, los tumo res TB
demuestran expresion disminuida, pero aun frecuente , de
citoqueratinas luminales y aumento en la positivida d de
marcadores especificos mioepiteliales como p63, SMA y

CD10.%%% Aunque en general estas caracteristicas no son
especificas y hallazgos individuales pueden encontr arse en
otros tumores de alto grado considerando su perfil

molecular, la presencia de todas estas caracteristi cas
juntas con ausencia de receptores hormonales y HER2 , NoS
debe hacer sospechar de que se trata de un cancer T By
requiera de tincion para marcadores especificos bas ales.

2.4 Origen celular del cancer de mama tipo basal

Existe una considerable cantidad de informacién que
sustenta morfologicamente y molecularmente que las vias del
desarrollo del cancer de mama de alto y bajo grado son

diferentes desde un inicio. En otras palabras, es r aro que



exista una desdiferenciacion de un carcinoma de baj
a uno de alto grado. La informacién hasta ahora pub
parece indicar que los tumores TB obedecen a este
principio, perteneciendo a los de alto grado y que

ser identificados desde su estadio in situ. Se ha p

que los tumores TB se originan probablemente de las
basales/mioepiteliales debido a su similitud
inmunohistoquimica, sin embargo se debe consideran
existe una pequefia proporcion celular luminal que e

dichos marcadores basales. Otros han sugerido que |
habilidad de los canceres basales para mostrar feno
mixtos luminales/basales, implica su origen de una

madre. Incluso existe la hipétesis que un tipo de B
puede funcionar como un regulador de célula madre.
embargo, algunos autores comentan que se trata de u
teoria muy simplificada, puesto que aun se conoce p
acerca de la plasticidad de las diferentes poblacio
celulares. También se ha propuesto que la célula lu

sufrir mutaciones adquiridas durante su evolucion a
neoplasica maligna, adquiere la capacidad de expres

gran variedad de moléculas, dando

lugar a una

diferenciacion divergente como ocurre en los carcin

metaplasicos. 7?39

En conclusion, aun es incierto el origen celular de

estos tumores, pero se espera que en un futuro cerc

pueda ser dilucidado. !
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2.5 Cancer de mama tipo basal y cancer de mama relacionados

con BRCA-1

Las mutaciones de BRCA1 y BRCAZ2 constituyen alreded
del 8% de todos los casos de cancer de mama y hast

de los casos de cancer de mama familiar con mutacio

or
a un 40%
nes del



BRCAL. Los tumores triple negativos y los TB semeja

varias caracteristicas clinicas, patolégicas y mole

a los tumores de mama hereditarios en mujeres con

mutaciones germinales en el gen BRCAL, el cual se e
de regular diversas funciones celulares que incluye
control de la activacion del ciclo celular y la rep

del ADN. Aligual que los tumores TB y TN esporadi
canceres de mama familiares portadores de BRCA1 son
de alto grado que ocurren en pacientes jovenes y se

a mal pronéstico, debido en parte a la predileccion
presentar metastasis viscerales. En la siguiente fi
ilustra la propuesta de la via mediada por BRCA1l qu
conlleva al desarrollo de los tumores triple negati
TB. %
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| Expresiéon BRCA1 como

BRCA1 promotor de metilacién

Pérdida de heterocigocidad de
RCA1

 Defectos reparacion ADN
* Inactivacion cromosoma X
¢ Mutaciones TP53

* Inestabilidad gendémica

Mutaciones hereditarias

Figura 7. Via propuesta mediada por BRCA1 que conll eva al desarrollo

de los tumores triple negativos y tipo basal.

Otras vias para la formacion de este tipo de tumore

no relacionadas con el BRCA1, estan aun por definir

A nivel molecular, la mayoria de los tumores de mam
asociados a BRCA-1 tienen un perfil de expresion gé
son triple negativos y comparten otras caracteristi
moleculares de los tumores TN esporadicos, que incl
expresion de citoqueratinas basales, EGFR, ciclina
mutaciones del TP53. Ademas, la inactivacion del cr
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X y la expresion inactiva especifica de transcripci
(XIST),

funcional, son defectuosos en el cancer mama tanto

los cuales requieren de una proteina BRCA1
negativo esporadico como con el asociado a BRCA-1.
conjunto, estos hallazgos implican un mal funcionam

el BRCAL en la etiologia de los tumores triple nega
esporadicos. Sin embargo, a diferencia de los tumor
relacionados con mutaciones del BRCA-1 hereditario,
tumores triple negativos no suelen presentar mutaci

nivel, mas bien existe una disminucion del ARNm del

de la expresion de la proteina, como resultado de |
promocién de metilacion y/o sobreexpresion de D4,
inhibidor de la expresion de BRCAL que se expresa e
tumores TN. Por tanto, el hecho de que algunos tumo
triple negativos tengan una expresion normal y loca

nuclear, sugieren que el desajuste de otros compone

el complejo de reparacion del ADN del BRCAL, tal co
complejo anemia de Fanconi, puede jugar un papel et

en este clase de tumores. 25

BRCA1l

frecuentemente triple negativos y muestran expresio

Los tumores de mama hereditarios
citoqueratinas basales y EGFR. Por lo que la combin

estas caracteristicas, con la morfologia tumoral y
expresion de p53 y ki-67, puede ser una herramienta
predictora util para pacientes con mutaciones germi

del BRCAL, y de esta manera seleccionar de una mane
precisa a las pacientes candidatas a una prueba gen

Algunas mujeres que tienen mutaciones en el gen BRC
tienen historia familiar de cancer de mama y/o ovar

alli que al encontrar una paciente joven con cancer
caracteristicas morfologicas e inmunohistoquimicas
indiquen se trata de un carcinoma semejante al medu

TB, se pueda alertar a los clinicos la posibilidad
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predisposicion familiar. Genetistas clinicos han es tado

trabajando en el desarrollo de algoritmos para ayud ar a
identificar mujeres que se puedan beneficiar de la prueba
genética, donde ademas se ha demostrado que la info rmacion

patologica puede ser benéfica. 7.2

2.6 Significado prondstico del cancer de mama tipo basal

El cancer TB se encuentra asociado con el desarroll o]
de metastasis a distancia, sobrevida corta y tasa d e
mortalidad relativamente alta. En los canceres de m ama
invasores pequefios detectados mediante mastografia de
escrutinio, el fenotipo basal se demostré ser un po deroso
factor prondstico independiente. Ademas, tiene un p atron
caracteristico de metéstasis a distancia. Tienen un a
proporcion aumentada de metastasis visceral a encéf alo y

pulmones, sitioSs que se conoce Se asocian a peor

pronéstico, y con menor probabilidad de metastasis en
hueso, higado y ganglios linfaticos. 41 Estos datos sugieren
que el cancer TB puede tener un mecanismo distinto de
diseminacién metastésica probablemente por via hema tégena.

La mayoria de estudios indican un impacto negativo en
el prondstico de las pacientes tanto con tumores TN como
con aquellos TB. Sin embargo existen otros autores como

12

Cheang et al. quienes sefalan existe una disminucion

significativa en la sobrevida de los tumores TB si se
compara con aquellos TN. Es importante recalcar que el
efecto prondstico adverso es independiente del alto grado
tumoral, estado ganglionar, tamano tumoral y

tratamiento. 32,33

Aunque la gran mayoria de estudios previos han

descrito que el cancer TB tiene un comportamiento a gresivo



y mal prondstico, es importante recordar que esta c
tumor es un grupo heterogéneo con diferentes result

clinicos. %  Por ejemplo, los tumores semejantes al
medular, “** el semejante a glandula salival de bajo grado y
los mioepiteliales, asi como el carcinoma de célula

ahusadas de bajo grado %5 tienen un fenotipo TB/TN y todos
ellos muestran un prondstico favorable. Fulford LG

estudiaron la expresion de CK14 como unico marcador

definir los tumores TB en 443 carcinomas invasores

[l y sugirieron que existen dos subgrupos de carci

basales, uno que presenta una recaida temprana y cu
clinico agresivo y otro grupo que a pesar de su tra

pobre prondéstico, no tiende a recaer, y que ambos s

no pueden ser identificados por las caracteristicas
morfologicas “tipicas” de los tumores con fenotipo

s6lo mediante la expresion de CK14, esto es, si la

es difusa (>90%) los tumores tienen un mejor pronos

ha descrito otra subclasificacién adicional de los

basales de acuerdo con la expresion de citoqueratin
basales en subtipos basales y basoluminales, lo que

gue existen tumores con un fenotipo basal puro que

mejor prondstico. a4

Estudios acerca de la respuesta de los canceres TB
la quimioterapia neoadyuvante han demostrado que el
TB tiene una mayor prevalencia de respuesta patolog
completa después de haber recibido dicho tratamient
igual que los tumores erB2+, sin embargo, como grup
tiene un mal pronéstico.
que los pacientes que evolucionaron a respuesta pat
completa tienen una respuesta clinica excelente, mi
que el resto de las pacientes tienen el peor pronos
todos los grupos. Se ha reportado que el cancer TB

asocia con un aumento de riesgo de recaida locorreg
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después de terapia conservadora, por lo que la ciru gia

conservadora se puede ofrecer a estas pacientes. 47148 gl
peor pronodstico de las pacientes con tumor TB ocurr e
usualmente dentro de los primeros afios (es decir de 3-5
afios) después del tratamiento y después no existe

diferencia de resultado clinico entre tumores TB vy no
basales. '*°  Después del diagnostico de enfermedad
metastasica se ha observado una sobrevida
significativamente corta en pacientes tanto con tum ores TN
como en aquellos TB. 33 Algunos autores como Jumppanen et

al. ¥ sefialan que aunque la expresion de citoqueratinas

basales predice recaida temprana entre diversos tip os de
tumores, la respuesta clinica de los tumores basale S es
similar a los tumores no basales negativos a recept ores de
estrogenos.

Collett et al. 0 evaluaron casos de cancer de
intervalo diagnosticados en un programa de tamizaje entre
1996 y 2001; encontraron que los cénceres triple ne gativo
se presentaron mas frecuentemente que otros tipos d e
cancer. Esto puede estar relacionado a las diferenc ias de
densidades de tejido mamario en las mujeres con can cer de
mama TN, lo que le confiere mayor dificultad su
identificacion mediante mastografia convencional. O tra
explicacion sugerida es que los tumores triple nega tivos
pueden crecer rapidamente en relacion al intervalo de
tamizaje mastografico.

Liu et al. 16 comentaron en uno de sus trabajos, que
existe un pequefio porcentaje de tumores negativos p ara
receptores hormonales que expresan HER2 y marcadore S
basales simultaneamente, y que tienen una sobrevida global
a 5 afos significativamente menor que otros tumores tipo

basal, por lo que sugiere se debe prestar mayor ate ncion a



este tipo de tumores que podrian requerir de estrat egias
terapéuticas diferentes. Asi pues se requieren mas estudios
para descifrar el significado clinico de los difere ntes

subgrupos del cancer TB y triple negativos.

Respecto a los marcadores prondsticos de los cancer es
triple negativo, Rakha EA et al. 17 sefial6 que la evaluacion

del receptor de androgenos, ademas de las variables

patolégicas ya establecidas de tamafio tumoral y est ado
ganglionar, es un marcador pronostico util, sin emb argo en
aguellas pacientes con ganglios linfaticos negativo s, el
anico factor prondstico Util es la determinacion de gue se

trata de fenotipo basal (CK5/6 y/o CK14).

2.7 Opciones de tratamiento del cancer de mama de tipo basal

Estudios previos han demostrado que el prondstico d el
cancer TB es tan malo como el cancer de mama HER2

positivo/receptores hormonales negativos y las opci ones
estandar de tratamiento estan limitadas a opciones con
quimioterapia adyuvante genérica, que aun no han si do
estandarizadas para estos subtipos de cancer. 14 Existen
varias caracteristicas inherentes a los canceres TB que le
confieren respuesta clinica y patoldgica a la quimi oterapia
neoadyuvante, tal como la negatividad a receptores de

estrogenos y su alto indice de proliferacion. Se ha
reportado que los tumores TB definidos por GEP tien en mejor
respuesta a quimioterapia neoadyuvante que aquellos gue no

expresan perfil TB, ya sea con adriamicina Yy

ciclofosfamida, a paclitaxel, doxorubicina, 5-fluor acilo y
ciclofosfamida, o a altas dosis de quimioterapia co mparado
con quimioterapia a dosis densas. ® Nueva informacion al
respecto ha sugerido que existe una asociacion entr e la

respuesta a la quimioterapia y la extension en la r espuesta



inmune local en los tumores TN, donde los marcadore

predictivos de respuesta a quimioterapia neoadyuvan

el infiltrado inflamatorio por linfocitos y el nive

células tumorales con apoptosis. 3

Se ha identificado en los tumores TB la expresion d

diversos blancos terapéuticos potenciales como: rec

de superficie tal como EGFR, HER3 y HER4 vy c-kit,

componentes tirosin cinasas de la via cinasa protei

activada mitdgena (MAP), componentes de tirosin cin

la via de proteina cinasa B (akt), y la cinasa de

sefalizacion de daflo de ADN ATM. Por ejemplo,

sefalizacion de EGFR ha sido inhibida en otro tipo

canceres con algun éxito clinico, mediante el uso d

anticuerpos directos contra EGFR o con inhibidores
fosforilacidon del receptor. Estudios clinicos aun e
investigando la eficacia de anti-EGFR (cetuximab co
quimioterapia) en el cancer TB. El c-kit, que se en
expresado en una alta proporcion del cancer TB, ha

blanco exitoso en otro tipo de tumores con mesilato

imatinib u otro tipo de inhibidores del receptor ti
cinasa lll. Dasatinib, un inhibidor src, ha demostr

efectividad en tumores triple negativos en modelos

preclinicos. Los tumores TB han mostrado ser celula
asociados con neovascularizacion. Bevacizumab inter

la via de angiogénesis del factor de crecimiento en
vascular, por lo que podria ser una terapia efectiv
tumores triple negativos. La similitud biologica en
tumores asociados a BRCAL1 y tumores TB ha sugerido
estrategias que actuan contra la via disfuncional d

de los tumores TB podria ser efectiva. Existe evide

que los defectos de reparacion del ADN caracteristi
los canceres relacionados a BRCA1, especialmente de

en la recombinacion analoga, le confieren sensibili
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ciertos agentes sistémicos tales como quimioterapia

en sales de platinum e inhibidores de poli (ADP-rib
polimerasa (PARP). Se ha reportado también que un s

de tumores triple negativos, aquellos con caracteri
mesenquimales, pueden beneficiarse con el wuso de
inhibidores del TRAIL (factor de necrosis tumoral

relacionado con ligando inductor de apoptosis). 5,33
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Analizar la expresion por inmunohistoquimica de CK
en los carcinomas mamarios triple negativos, sus

caracteristicas morfolégicas y pronéstico.

3.2. Objetivos especificos

A. Clasificar los casos de carcinoma mamario segun la
clasificacion inmunohistoquimica TN y conocer la
prevalencia de casos triple negativos y no triple
negativos en nuestro medio.

B. Analizar la expresion por inmunohistoquimica de CK
de los carcinomas mamarios triple negativos.

C. Evaluar las caracteristicas morfolégicas de los
carcinomas triple negativos y tipo basal y determin
si existen diferencias significativas entre ambos
grupos.

D. Comparar la sobrevida global de las pacientes con
carcinoma triple negativo con aquellas con carcinom

tipo basal.

5/6

5/6

ar



4. JUSTIFICACION

El carcinoma mamario es un grupo heterogéneo y comp

de entidades biologicas con caracteristicas patolog
comportamiento especifico. Para determinar el trata

predecir el pronostico del carcinoma mamario se nec

saber el tipo, tamafio y grado tumoral, los margenes

quirargicos y el estado de los ganglios linfaticos,

la expresion de los estrogenos, progesterona y HER2
Gracias al estudio de perfil genético, se han clasi
carcinomas mamarios infiltrantes en diferentes tipo
cuales tienen implicaciones clinicas, terapéuticas
biolégicas diferentes. El estandar de oro para clas

es el estudio genético, sin embargo la técnica es ¢

no se encuentra disponible para aplicaciones clinic

escala o estudios retrospectivos con material fijad
formalina y embebido en parafina. Por tanto, la tin
inmunohistoquimica es una técnica 0til en estos ca
Existe un grupo de tumores que en los Ultimos afios
llamado la atencién de oncélogos y patélogos por se
pronéstico desfavorable, que ocurre frecuentemente
premenopausicas, y que es facilmente reconocible po
inmunohistoquimica. Se trata de los tumores triple

es decir, negativos a receptores de estrogenos, pro

y HER2, que se ha observado tienen en su mayoria un

comportamiento agresivo a corto plazo y que
actualmente de beneficio terapéutico sistémico disp
por lo que podria ser candidato a terapia sistémica
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especifica en un futuro. La mayoria de estos tumore
fenotipo basal, el cual se ha sugerido es un facto
pronéstico mas confiable incluso a largo plazo, ade

podria tener implicaciones terapéuticas blanco. Con

gue puede ser identificado en la practica de rutina

el estudio morfologico y mediante inmunohistoquimic

seria utilidad como factor pronostico y probablemen
predictivo en nuestras pacientes.

s tienen
r
mas que
sideremos
mediante
a, lo que
te



5. MATERIAL Y METODOS

Se tratd de un estudio observacional, retrospectivo y

transversal.

Se realizd6 una revision de todos los casos de

carcinoma mamario enviados para estudio de
inmunohistoquimica en el lapso de los ultimos 6 afio s, lo
cual abarca del periodo del 01 de Enero del 2004 al 31 de

Diciembre del 2009.

5.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron todos los casos de carcinoma de mama
triple negativo dentro del periodo de tiempo de 1 d e Enero
del 2004 al 31 de Diciembre del 2009 del departamen to de
Anatomia Patologica del Hospital General “Dr. Migue
Silva”.

5.2 Criterios de eliminacion

Se excluyeron para fines de analisis estadistico lo
casos que no contaron con bloque de parafina ni lam inillas
tefidas con hematoxilina-eosina para el estudio mor fologico

y aquellos que no contaban con expediente clinico.



5.3 Recursos humanos

Se conto con la participacion de dos Anatomopatélog 0s
adscritos del departamento de Anatomia Patoldgica, un
Ciruyjano  Oncodlogo del Centro Estatal de Atencion
Oncoldgica, una Dra. del Departamento de Investigac ion del
Hospital General “Dr. Miguel Silva’, dos Quimicas
Farmacobiologas del mismo hospital y un residente d e

Anatomia Patologica encargado del proyecto.

5.4 Recursos materiales

Archivo clinico

Archivo de patologia

Laminillas y bloques de parafina
Procesador de tejidos

Bateria de tinciones

Laminillas y cubreobjetos
Microscopio de luz

Anticuerpo de Citoqueratina 5/6
Computadora

Expedientes clinicos

5.5 Revision de Casos

La revision de todos los casos de carcinoma mamario

enviados para estudio de inmunohistoquimica se obtu vo del
registro de estudios de inmunohistoquimica del depa rtamento
de Anatomia Patologica de nuestro Hospital. Posteri ormente
se seleccionaron los casos triple negativo. Se cons ultaron
los expedientes clinicos de cada una de las pacient es donde
se recabo informacion referente a edad, estadio cli nico,

tiempo de seguimiento (en meses), sobrevida global (en



meses), periodo libre de recaida (en meses), period

de recaida local (en meses), sitio de metastasis,
tratamiento recibido, tamafio tumoral, nimero de gan
linfaticos axilares con metastasis, asi como el dia
histopatoldgico. Posteriormente se revisaron nuevam
laminillas tefiidas con hematoxilina-eosina y las te

bajo técnica de inmunoperoxidasa de los casos tripl
negativos, donde se valoré el tipo histologico, el
histolégico segun la escala de Bloom-Richardson (tu
grado nuclear, mitosis), necrosis, infiltrado
linfoplasmacitico, margenes tumorales, patrén solid
permeacion linfovascular y otras caracteristicas es

segun el caso. Se seleccionaron los blogues de para
apropiados para la determinacion de la expresion de
mediante estudio de inmunohistoquimica y posteriorm
fueron interpretados por la Patdloga adscrita y la
residente a cargo del proyecto.

5.6 Técnica de tincion

Se utiliz6é la técnica de tincion con hematoxilina y
eosina procedimiento de Mayer, el cual requirié de
mamario previamente fijado en formol al 10% y embeb
parafina, después de haber realizado cortes de 4
micrometros, se colocd sobre una laminilla portaobj

se aplicaron los siguientes pasos:

1. Desparafinizacion con xilol e hidratacion con
alcohol, agua.

2. Tincion en la solucion de hematoxilina de Harris
por 5 minutos.
Lavar en agua durante 15 minutos.

Colocar en agua destilada.
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5. Colocar en alcohol 80° acido al 1% durante 1
minuto.

6. Colocar en agua amoniacal al 1% 1 minuto.

7. Contrateflir con solucion de eosina durante 2
minutos.
Lavar en agua 2 minutos.
Deshidratar con alcohol 95%, alcohol absoluto,
xilol por 2 minutos cada uno.

10. Montar con resina.

Como resultado de esta tincion el nucleo se tife de

azul y el citoplasma de rosa.

5.7 Técnica de inmunohistoquimica

Se trata de una técnica que mediante el uso de
anticuerpos especificos identifica antigenos especi ficos,
es una prueba extraordinariamente sensible para det ectar
cantidades muy pequeflas (nanogramos) 0  moléculas

individuales de una sustancia.

Las tinciones de inmunohistoquimica se realizaron

sobre cortes de tejido previamente embebido en para fina de
3 a 4 micras de espesor con el anticuerpo monoclona | CK 5/6
(Cell Marque) dilucién 1:20, después de un pretrata miento
con buffer y recuperacion de antigeno. Se utilizo e | método
de deteccion de inmunoperoxidasa de avidina-estrept avidina

que se detalla a continuacion.



Numero Paso Veces Minutos Reactivo-solucion
1 Desparafinizar 2 3 Xilol
2 Deshidratar 2 3 Alcohol 100%
3 Deshidratar 3 Alcohol 95%
4 Rehidratar 2 5 TBT o agua
5 Recuperaciéon Ag 1 15 Declere o trilogy
6 Reposo 1 20 Declere o trilogy
7 Lavado 1 5 TBT
8 Bloqueo peroxidaspl 5 H202 3%
enddgena
9 Lavado 1 5 TBT
10 Anticuerpo primario 1 30 Anticuerpo (diluido)
11 Lavado 1 5 TBT
12 Ac. Secundario 1 30 LINK=Biotilado de
union
13 Lavado 1 5 TBT
14 Terciario 1 30 HRP= estreptavidina
peroxidasa
15 Lavado 1 5 TBT
16 Cromogeno 1 10 1 gota DAB
17 Lavado 1 5 TBT
18 Contratincion 1 Hematoxilina
19 Montaje 1 Acuo0so 0 permanente
Tabla 2. Técnica de inmunoperoxidasa de avidina-est reptavidina.
TBT= TRIS-HCL 50nM, pH 7.4-7.6, Tween 20 0.1%.
5.8 Conteo de inmunopositividad
El conteo de la positividad para CK 5/6 se realizo en
un microscopio de luz de cinco cabezas a seco débil y
fuerte. En cada caso los campos fueron simultaneame nte
analizados por el médico patologo Rosa Maria Silva Lépez y
por mi como residente a cargo proyecto. La



inmunoreactividad citoplasmatica fue considerada co
positiva sin importar su intensidad y con un punto
de 10% o mas de las células neoplasicas del compone

infiltrante.

5.9 Analisis estadistico

Se empled estadistica descriptiva mediante medidas
tendencia central, medidas de dispersion y gréaficas
utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
p se considerd estadisticamente significativa si e
a 0.05.

Se utilizo el paquete estadistico SPSS 12.0 y el
Windows Excel 2007.
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6. RESULTADOS

Se realizaron 874 estudios de inmunoperoxidasa en
cancer de mama en un periodo de 6 afios comprendido
de Enero del 2004 al 31 de Diciembre del 2009 en el
departamento de Anatomia Patolégica del Hospital Ge
“Dr. Miguel Silva”, de los cuales 764 se trataron d
tumores no triple negativos y 110 tumores triple ne
lo que representa un 13%. De los casos triple negat
(29.09%) fueron excluidos por no contar con expedie
clinico o material histolégico para la valoracion
morfolégica del tumor, por tanto fueron evaluados 7
(70.9%).
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Figura 8. Nimero de pacientes con cancer de mama tr iple negativo y no

triple negativo por afio.



B No triple negativo

B Triple negativo

Figura 9. Relacion de pacientes con cancer de mama triple
negativo y no triple negativo.

Todos los pacientes con cancer de mama triple negat
son mujeres y su edad oscilé6 entre 25 y 87 afios con
media de 53.1 + 13.6 afos.
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Numero de casos de cancer mamario
triple negativo

25-45 46-65 66-87

Grupos de edad de pacientes con cancer mamario triple negativo

Figura 10. NUmero de casos por grupo de edad de las pacientes con
cancer de mama triple negativo.
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El estadio clinico al momento del diagnéstico de la s
pacientes triple negativo fue: 2 pacientes (2.6%) e n
estadio I, 28 pacientes (35.9%) en estadio IIA, 15 en
estadio 1IB (19.2%), 10 en estadio IlIA (12.8%), 11 en
estadio IlIB (14.1%), 3 en estadio llIC (3.8%), 6 e n
estadio IV (7.7%), y 3 (3.8%) sin poder establecer el
estadio por tratarse de pacientes tratadas fuera de la
unidad de oncologia (TXFU) donde ya sea el tamafo del
tumor o numero de ganglios linfaticos metastasicos se
desconoce.

4% 2%

|

H A
mIIB

m A

m 1B
mIlc
mIv
mTXFU

Figura 11. Estadio clinico de las pacientes triple negativo al momento
del diagnéstico. TXFU= tratamiento fuera de la unid ad de oncologia.

El promedio del seguimiento clinico de las paciente S
es de 17.8 meses con un minimo de 0 meses y un maxi mo de 69
meses.

La sobrevida global media de las pacientes es de 17 .8
meses. En 2 (2.5%) pacientes se reportd defuncion. 15
pacientes presentaron recaida sistémica lo que repr esenta
un 19.2%. De las cuales, 4 de las pacientes present aron
metéstasis pulmonares, 2 déseas, 2 6seas y a pulmon, 2 a

sistema nervioso central y pulmén, 1 a higado, 1 a

hueso,



pulmoén y sistema nervioso central, 1 a pulmoén e hig ado, 1 a
pulmoén, higado y hueso y 1 a sistema nervioso centr al. La
sobrevida libre de recaida tiene una media de 14.2 meses
(0-54 meses). 7 pacientes presentaron recaida local lo que
representa un 8.9% y la sobrevida libre de recaida local
tiene una media de 28.1 meses (5-54 meses).
Una paciente tuvo cancer de mama asociado a embaraz 0.
El tratamiento recibido por las pacientes se muestr a
en el siguiente cuadro, donde el mas frecuente corr esponde
a tratamiento con cirugia, quimioterapia y radioter apia en
un 32% de los casos (25/78 pacientes).
Tipo de
tratamiento
recibido Frecuencia| Porcentaje

Ninguno 4 51

Quimioterapia 5 6.4

Cirugia 4 51

Cirugia y terapia

antiestrogénica 1 1.3

Cirugia y quimioterapia 18 231

Cirugia, quimioterapia Y

terapia antiestrogénica 6 77

Cirugia, quimioterapia Y

radioterapia 25 321

Cirugia, quimioterapia,

radioterapia y terapia

antlestrogenlca 8 103

Cirugia, quimioterapia,

radioterapia y

trastuzumab 4 51

Cirugia y radioterapia 3 3.8

Total 78 100

Tabla 3. Frecuencia del tratamiento recibido por la S pacientes con

cancer de mama triple negativo.



El promedio de ganglios linfaticos axilares positiv 0s
es de 1.8 con un minimo de 0 ganglios linfaticos y un
maximo de 17. Los ganglios linfaticos axilares resu [taron
con mayor frecuencia negativos (56.3%), seguido por 3
ganglios linfaticos positivos (10.9%), véase tabla 4.

Numero ganglios Porcentaje
linfaticos positivos | Frecuencial Porcentaje|l valido
0 36 46.2 56.3
! 6 7.7 9.4
2 6 7.7 9.4
3 7 9 10.9
4 3 3.8 4.7
5 1 1.3 1.6
6 1 1.3 1.6
10 1 1.3 1.6
12 1 1.3 1.6
16 1 1.3 1.6
7 1 1.3 1.6
Total 65 82.3 100
No valorados 14 17.9
Total 78 100
Tabla 4. Numero de ganglios linfaticos axilares pos itivos en pacientes
con cancer mamario triple negativos.

El promedio del tamafo tumoral es de 4.6 cm y oscil o]
entre 0.9cm y 25 cm. El tamafio tumoral mas constant e fue de
3 cmen un 23% (17/74 pacientes).

El tipo histolégico mas frecuente de las pacientes con
cancer de mama triple negativo es el carcinoma duct al
infiltrante en un 70.5%, el resto se encuentra repr esentado
por carcinoma metaplasico, carcinoma poco diferenci ado,
carcinoma medular, comedocarcinoma, carcinoma apocr ino,
carcinoma lobulillar, carcinoma tubular, carcinoma tubular

y carcinoma mucinoso. Véase Tabla 5.



Tipo Histologico Frecuencia Porcentaje
Ca apécrino 1 1.3
Ca ductal infiltrante 55 70.5
Ca ductal infiltrante y ca mucinosd 1 1.3
Ca ductal infiltrante y ca tubular 1 1.3
Ca ductal infiltrante y metaplasico 6 7.7
Ca lobulillar infiltrante 1 1.3
Ca medular 1 1.3
Ca metaplasico 2 2.6
Ca poco diferenciado 6 7.7
Ca poco diferenciado y metaplasid 1 1.3

Carcinoma ductal infiltrante y

metaplasico 1 1.3
Comedocarcinoma 2 2.6
Total 78 100

Tabla 5. Tipos histolégicos de los casos con cancer de mama triple

negativo. Ca= carcinoma.

El grado  histolégico mas frecuente segun Ila
clasificaciéon de Scarff-Bloom Richardson (SBR) es e | grado
II (moderadamente diferenciado) en un 36% (27/75), seguido
del grado Il (poco diferenciado) en un 34.6% (26/7 5 vy
finalmente el grado | (bien diferenciado) en un 29. 3%
(22/75). Con respecto a los parametros a evaluar se gun esta
clasificacion, la puntuacién mas frecuente en la fo rmacion
de tabulos es de 3 en un 49.3%, en la del grado nuc lear es
de 2 en un 46.7% y en la de numero de mitosis es de 3 enun
41.3%.

Segun las caracteristicas morfologicas evaluadas el
margen tumoral empujante resultd el mas constante e n un
60.3% (47/74). En el resto de las caracteristicas
morfologicas, lo mas frecuente con respecto a la ne crosis
estuvo ausente en un 43.6%, del infiltrado inflamat orio
linfoplasmacitico el encontrarse presente en una X (de
manera focal) en un 46.2%, del patron soélido es que éste
estuviera ausente en un 38.5%, seguido del patron s olido de



XXX o dominante en un 37.2%. La permeacion linfovas cular
estuvo mayormente ausente en un 80.8%. No se pudier on
observan otros patrones en un 89.7%, pero existen a Igunos
con patron acintado observado en 4 casos, lo que

corresponde a un 5.1%. En 2 casos se observo una ci catriz
central y en otros 2 necrosis central, lo que repre senta un
2.6% en cada uno de ellos.

Foto 1. Carcinoma ductal infiltrante en glandula ma maria izquierda. Se
observa una lesion irregular de bordes infiltrantes , sélida,
blanquecina y firme que mide 1.5cm de diametro.



Foto 2. Carcinoma ductal infiltrante grado 3 en la escala SBR, nétese
los bordes empujantes de la neoplasia y su patrén s 6lido predominante.

B
Foto 3. Carcinoma ductal infiltrante grado 2 en la escala de SBR, se
observa la disposicidon trabecular de las células ne oplésicas.



Foto 5. Carcinoma ductal infiltrante grado 2 en la clasificacion de
SBR. Nétese la gran cantidad de necrosis tipo geogr afico.



Foto 6. Carcinoma ductal infiltrante grado 3 en la clasificacion de
SBR. Las células neoplasicas malignas tienen un pat rén sélido, el
pleomorfismo es moderado y se observan gran cantida d de mitosis.

Foto 7. Carcinoma medular. La atipia nuclear es ace ntuada y los
nucléolos son prominentes.



51 de los 78 casos (65.38%) de cancer de mama tripl
negativo contaron con bloque de parafina para la
realizacion de la tincién con el anticuerpo CK 5/6
la técnica de inmunohistoquimica. 39 resultaron pos
12 negativas, lo que representa un 76.4% y un 23.5%
respectivamente.

mediante
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Figura 12. Porcentaje de casos de cancer de mama TN
y negativos para CK 5/6.

No existe diferencia en la sobrevida global de las
pacientes con cancer de mama triple negativo y las
basal (p=0.484), asi como tampoco en sus caracteris
morfolégicas (p= > 0.05).
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Foto 8. Tincidn de inmunohistoquimica con anticuerp 0 CK 5/6. Nétese su
positividad citoplasmica en 30% de las células neop lasicas.



7. DISCUSION

El cancer de mama es un problema de salud publica a
nivel mundial. En nuestro pais y nuestro medio no e
excepcion, pues el nimero de casos ha ido en aument
que se ve reflejado en este estudio al verse increm
el nimero de casos por afio de cancer de mama para e
de inmunohistoquimica. La explicacion a este suceso
corresponder a una mayor y mejor cobertura de aten
meédica de las pacientes y a una mejor educacion en

salud.

El estandar de oro para determinar el tipo de cance
mamario segun la clasificacion molecular es el estu
genético lo cual no se encuentra disponible en gran
cantidad de centros de atencién y tiene un costo el
Sin embargo ahora con la técnica de inmunoperoxidas
posible identificar el tipo molecular del que se tr
tipo de tumor en especifico. Ya han sido estandariz
para el reporte histopatolégico receptores de estrd
progesterona y Her2-neu, los cuales representan fac
prondsticos y predictores. En los ultimos afios se h
singular atencion a un tipo de cancer de mama que r
negativo para los anticuerpos ya citados y que se
caracteriza por tener en general un mal prondéstico
escasa disponibilidad de tratamientos médicos bien
protocolizados. Este tipo de tumores son un grupo ¢

heterogéneo que incluye en su mayoria tumores de fe

s la
o, lo
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la
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basal, que aunque no se ha definido con precision g ué tipo
de marcadores de inmunohistoquimica lo definen, uno de los
mayormente aceptados es aquel positivo para CK 5/6, gque es

el utilizado en este estudio.

Los tumores malignos de mama triple negativos en

nuestro medio representan un 13% de los casos y el 87%
restante aquellos no triples negativos. Esta cifra coincide
con otros estudios ya publicados (8-37%). 892830 | 3 edad

promedio de las pacientes con cancer de mama triple

negativo es de 53.1+13.6 afos, lo cual coincide tam bién con
otros estudios. %283l F| estadio clinico al momento del
diagnéstico de cancer mamario mas frecuente es el | IA en un
35.9% (28/78 pacientes). El promedio de seguimiento clinico
de las pacientes es de 17.8 meses con un minimo de 0 meses
y un maximo de 69 meses. La sobrevida global media de las
pacientes es de 17.8 meses y sblo 2 de 78 pacientes se

reportaron con defuncion (2.5%). 15 de 78 pacientes

presentaron recaida sistémica (19.2%), de los cuale s el
pulmén es el érgano mayormente afectado, lo que sug iere que
este tipo de tumores tienden a dar metéstasis por v ia

hematogena. *! La sobrevida libre de recaida tiene una media

de 14.2 meses. 7 de 78 pacientes presentaron recaid a local
(8.9%) con una sobrevida libre de recaida local med ia de
28.1 meses. A pesar de que el seguimiento de las pa cientes
no fue mayor a 5 afos, la recaida local y sistémica ocurrié
dentro de este periodo de tiempo en algunas pacient es.

El tratamiento recibido con mayor frecuencia a las

pacientes con cancer de mama triple negativo fue el que
combina cirugia, quimioterapia y radioterapia en un 32%
(25/78 pacientes). ElI promedio de ganglios linfatic 0S

axilares positivos es de 1.8 y del tamafio tumoral d e 4.6cm.



El tipo histolégico mas frecuentemente observado es de

carcinoma ductal infiltrante en un 70.5%, lo cual c oindice
con lo ya reportado en otros estudios. 1328 E| grado
histologico segun la clasificacion de Scarff-Bloom

Richardson mas frecuentemente encontrado es el grad oll en
un 36%, frecuencia que no corresponde con los traba jos ya
publicados. 283" La u(nica caracteristica morfolégica mas

constante en este tipo de tumores es el borde tumor al
empujante en un 60.3% de los casos, sin embargo si se
encontraron algunas otras caracteristicas ya descri tas en
este tipo de tumores, °3637  aunque en pocos casos, COMo es

el patron acintado, presencia de una cicatriz /necr osis
central, necrosis extensa, infiltrado linfocitico e stromal

y presencia de elementos metaplasicos.

76.4% de las pacientes con cancer de mama triple

negativo resultaron positivas para la inmunotincion CK 5/6
(39/51 casos), que corresponde a la mayor parte de los
casos de cancer de mama triple negativo, lo que con cuerda
con los datos ya publicados. 5121415 En cuanto a la
sobrevida global y las caracteristicas morfolégicas de
ambos grupos, uno de cancer de mama triple negativo y otro
de cancer de mama de tipo basal, no observamos dife rencias
estadisticamente significativas. Hay que sefalar qu e las
publicaciones previas al respecto son muy variadas iz -y
coincide con lo citado s6lo en algunas de ellas. 5.13.28,37

Las limitaciones de este estudio consistieron en la
falta de expedientes clinicos, falta de laminillas o]
bloques de parafina, corto seguimiento clinico de | as
pacientes, ausencia de alguna de las variables en
determinados casos y que el grupo de casos de cance r de

mama triple negativo es relativamente pequefio.



8. CONCLUSIONES

El cancer de mama triple negativo es un grupo

heterogéneo y complejo que es importante identifica renla
practica de rutina por el pronostico adverso y opci ones
limitadas de tratamiento a las pacientes. En nuestr 0 medio
estos casos han ido en aumento al igual que los est udios de
inmunoperoxidasa solicitados para cancer mamario, p or lo
que es importante tener este grupo de pacientes en cuenta.

Existen ciertas caracteristicas morfolégicas ya
descritas en este tipo de tumores triple negativos que
pueden ser identificadas mediante tinciones convenc ionales

al estudio de microscopia de Iluz que pudieran en

determinado momento orientarnos se trate de un caso triple
negativo o bien tipo basal, por lo que sugerimos el estudio
adicional de estos casos ademas de con los marcador es ya
estandarizados, con el anticuerpo CK 5/6 para célul as
basales que tenemos disponible en nuestro laborator 0.

En este estudio se corroboré que las pacientes con

cancer de mama tanto triple negativo como aquellas tipo
basal representan un grupo complejo con un pronosti co
adverso que requiere de atencion especial debido a que

hasta la fecha no es posible ofrecer un tratamiento

estandarizado ni blanco efectivo.



Aunque no existieron diferencias significativas
pronésticas ni  morfologicas entre los tumores tripl
negativos y los de fenotipo basal, es importante co
que en un futuro algunos marcadores basales pueden

representar blancos terapéuticos.

nocer
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