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ANTECEDENTES.

El cancer invasor de mama es un grupo heterogéneo de tumores, que pueden
subdividirse con base en sus caracteristicas histopatologicas, alteraciones
genéticas y expresion de genes. (!

El carcinoma ductal infiltrante de tipo no especifico, es el tipo histologico mas
prevalente hasta en un 85%, de todas las neoplasias malignas de mama. @

En la actualidad, el estudio inmunohistoquimico para valorar la expresion de
los receptores hormonales (estrogenos y progesterona) y el HER2 es parte
obligada del protocolo de factores de conducta biolégica y norma para el
tratamiento complementario. ¢

Recientemente, el cancer de mama se ha reclasificado segun el analisis de
microarreglos en la expresién de genes identificandose cinco grupos. El luminal
Ay luminal B referidos asi porque surgen de células epiteliales luminales de la
capa interna del acino, ambos con expresién variable de receptores
hormonales y negativos para HER2; el tipo HER2 un grupo que expresa el
receptor HER2 como resultado de la amplificacién del gen cerbB—-2 y negativo
para receptores hormonales; el tipo mama normal (mama-like normal)
caracterizado por una alta expresion de genes de las células epiteliales basales
y una baja expresidn de genes de las células epiteliales luminales, el cual
expresa receptores hormonales y HER2 y el quinto grupo el tipo basal (basal-
like) que surge de las células epiteliales basales del acino, este grupo se
distingue Por ser triPIe negativo, es decir negativo para receptores hormonales
y HER2 . 2,6,7,9,10,13,14,15,17)

En el grupo de tipo basal, se observa que las células neoplasicas tienen
caracteristicas de las células basales de la mama normal y este tipo de
neoplasia se asocia con una conducta clinica mas agresiva. ¢

En 1982 Moll y colaboradores, reconocieron que las citoqueratinas de alto
peso molecular CK5/6, CK14 y CK17, se expresan en las células basales del
epitelio plano estratificado, siendo nombradas citoqueratinas béasales. En
muchos epitelios glandulares, como en las glandulas salivales, estas
citoqueratinas se expresan en las células adyacentes a la membrana basal de
los conductos y acinos, motivo por el cual el término de basal se refiere a las
células que expresan citoqueratinas basales mas que a la posicion adyacente a
la membrana basal. ®

Los acinos de la unidad conducto lobulillar terminal de la glandula mamaria
normal estan compuestos de por lo menos tres tipos de células epiteliales:
células luminales (glandular), células basales/mioepiteliales y células madre.
Las células mioepiteliales se pueden distinguir de las luminales por la expresion
de sus diferentes citoqueratinas. ©

Las células basales/mioepiteliales son fusiformes o cubicas, tienen
caracteristicas semejantes a las células del musculo liso tal como proteinas



contractiles incluyendo la expresion de actina de musculo liso, miosina, p63 y
CD 10, asi mismo expresan citoqueratinas basales. 9

En la mama normal las citoqueratinas basales se expresan de forma variable
en las células mioepiteliales y luminales, en la misma mama y entre la mama
derecha e izquierda, sin embargo las citoqueratinas de bajo peso CK8 y CK18,
solo se expresan en las luminales. Otterbach y col., demostraron la expresién
de la CK5 en asociacion con la CK14 en una subpoblacion de células luminales
en la unidad conducto lobulillar terminal y de localizacion basal en los
conductos. @

Livasy y col., exponen el posible origen de las células basales en la mama
como resultado de una desdiferenciacion de la célula madre, ya que en su
estudio la mayoria de los tumores tipo basal fueron negativos para marcadores
mioepiteliales tales como actina de musculo liso, CD10 y p63. ©

El termino de basal se puede definir como la subpoblacién de células que
expresan citoqueratinas basales de localizacién ya sea luminal o basal, sin
embargo Bocker y col. y Korsching y col., tienen la hipétesis que las células de
tipo basal son células progenitoras caracterizadas por la expresion
preferentemente de la CK 5, que se pueden diferenciar hacia una célula
intermedia que haga inmunoreaccion a CK5, CK8 y CK18 o bien a CK5 y AML,
diferenciandose finalmente a una célula luminal con expresion de CK8 y CK18
0 a una célula mioepitelial expresando AML y perdiendo la expresion de la
CKS5. (3,4,17)

La expresion de los marcadores en la célula basal se observaron entre el 2 al
18% de todos los carcinomas ductales invasores y en el 25% de los
carcinomas grado 3. La mayoria de estos tumores son de alto grado, tienen
una gran zona central acelular o necrotica, un alto indice de proliferacién o bien
muestran caracteristicas del carcinoma metaplasico o medular (respuesta
linfocitica y bordes empujantes), son triples negativos es decir receptores
hormonales y HER2 negativos. Estan asociados a un peor pronostico, un alto
riesgo de metastasis a cerebro y pulmén, independientemente del tamano del
tumor y de las metastasis a ganglios linfaticos, se presenta predominantemente

en pacientes con una mutacion en el gen BRCA-1 y en el TP53.
(2,3,5,6,7,8,9,10,11,13,16,17)

Este tipo de tumores tipicamente no estan o tienen poca asociaciéon a lesion
previa in situ, sin embargo B. Bryan y col., proponen que surgen de una
carcinoma ductal in situ de alto grado con el subsiguiente cancer invasor tipo
basal pero sus resultados se observaron en un pequefio nimero de casos. "

Todo lo anterior ha ocasionado la propuesta de varias definiciones para el
carcinoma tipo basal, sin que aun sea aceptada una internacionalmente.

Las citoqueratinas basales no se expresan en todos los tumores de tipo basal
clasificados por analisis de microarreglos de genes siendo necesario
identificarlos con otros marcadores. ©



Esto motivo a Nielsen y col., desarrollar un panel de inmunohistoquimica en
tumores tipo basal identificados por analisis de microarreglos en la expresién
de genes y correlacionarlos con citoqueratinas de alto peso molecular o
citoqueratinas basales (CK5/6, CK14 y CK17), con el receptor del factor del
crecimiento epidérmico (RFCE O HER1) y con c-KIT (CD-117).

El RFCE o HER 1 no es un marcador tan especifico como las citoqueratinas
basales, sin embargo, se expresa lo suficiente en el cAncer de mama tipo basal
que cuando se combina con otros marcadores es de gran ayuda para la
identificacidn de este tipo de neoplasias. Asi mismo, la mayoria de los canceres
tipo basal expresaron c-KIT por lo que, Nielsen propone este panel de cuatro
inmunomarcadores para la identificacién de este tipo de tumores, de tal forma
que caracteriz6 al carcinoma tipo basal como una neoplasia triple negativa y
positiva para citoqueratinas basales y/o RFCE. (1:246.10.15.16)

Esta definicion sigue siendo aun controversial, Fulford y col., sugieren emplear
solo la CK 14 para identificar los canceres tipo basal ya que ésta tiene una
fuerte correlacién con los otros marcadores de células basales y se observa en
una proporcion similar a las CK5/6 y CK17. ©

En un estudio con 97 tumores triples negativos utilizando microarreglos de
oligonucleotidos asociado con el estudio de inmunohistoquimica (receptores
hormonales, HER2 y marcadores basales) Bas Kreike y col., concluyeron que
los tumores triples negativos son sinénimos a neoplasias tipo basal. ‘'

Ante el resultado de Kreike, Rakha y col., realizaron las siguientes
observaciones: de los tumores triples negativos el 91% son clasificados como
tipo basal por analisis de microarreglos de genes por lo tanto también es
necesario que sean marcados con citoqueratinas basales, HER 1 y c-KIT,
como Nielsen propone, estas observaciones son apoyadas por Hu y col. &)

Jumppanen y col., proponen que no se debe utilizar la CK17 debido a que muy
pocos tumores expresan CK17, en ausencia de la expresion de CK5 y/o CK14
se determinan que los tumores tipo basal pueden ser negativos para
citoqueratinas basales, por lo tanto deben marcarse con RFCE y/o ¢c-KIT, asi
como con vimentina, pero la utilidad de ésta ultima aun no esta clara. ®

Se puede concluir que los tumores béasales identificados por andlisis de
microarreglos de genes pueden ser tumores con citoqueratinas basales
(n?gativas, por lo que es necesario incluir los marcadores antes mencionados.
9

Los marcadores para células basales no se utilizan en el panel de rutina para el
diagnostico histopatolégico del cancer de mama por lo que no se identifica este
tipo de neoplasias con la frecuencia con que se debiera, asi los pacientes con
tumores tipo basal y no tipo basal son tratados en forma similar. Una posible
explicacion para el pobre resultado clinico de los pacientes con tumores de tipo
basal ha sido la observacion de que la quimioterapia adyuvante estandar
basada en antraciclina es menos efectiva en estos pacientes. 591517



El carcinoma de células tipo basal es mas sensible a los inhibidores del RFCE
o HER1 que los subtipos luminal, y se ha demostrado una sinergia con la
combinacién de carboplatino y cefuximab, definiendo a los pacientes que se
beneficiarian con el tratamiento de uno de estos agentes solos o en
combinacién con la quimioterapia estandar. @+116:17)

Por otra parte se han propuesto los inhibidores del c-kit como el Dasatinib y el
Imatinib por que exhiben una actividad selectiva contra las lineas celulares de
los tumores de células tipo basal. (168

Rouzier y col., comprobd que los pacientes con carcinoma de tipo basal
respondieron mejor a la quimioterapia neoadyuvante basada en adriamicina y
ciclofosfamida que los pacientes con carcinoma que no tenian estas
caracteristicas. ' En otro estudio Carey y col., proponen la quimioterapia
neoadyuvante con paclitaxel, doxorubicina, 5-fluoracilo y ciclofosfamida. "® Sin
embargo ambos estudios definieron a los tumores de tipo basal solo como
triples negativos sin utilizar andlisis inmunohistoquimicos para marcadores de
células béasales.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢ Es necesario realizar estudios de inmunohistoquimica con marcadores para
células basales en casos de carcinoma de mama infilirante que sean negativos
para receptores hormonales y Her2 es decir triples negativos, para identificar
los tumores tipo basal?



JUSTIFICACION.

El carcinoma de mama infiltrante triple negativo en general esta asociado con
un pobre prondstico, estas pacientes no pueden ser tratadas con terapia
endocrina adyuvante.

Se esta considerando por estudios independientes que los carcinomas de
mama infiltrantes triples negativos sean clasificados como tumores de tipo
basal identificados inmunohistoquimicamente por marcadores de células
basales es decir citoqueratinas de alto peso molecular, RFCE y c-KIT.

En el Centro Medico Nacional 20 de Noviembre no se le realizan estos
marcadores de células basales a los tumores de mama triples negativos por lo
tanto con base a las investigaciones y propuestas recientes para su
identificacion y en sus implicaciones terapéuticas es necesario la realizacion de
estos marcadores para poder reconocerlos y clasificarlos. Asi mismo conocer la
frecuencia de este subtipo de tumor, ya que en esta institucién aun no se
cuenta con esta informacion.

Es necesario reiterar su utilidad para que a las pacientes se les proporcione
una terapia individualizada con quiomioterapia neoadyuvante basada en
adriamicina y ciclofosfamida como lo propone Rouzier y col., con paclitaxel,
doxorubicina, 5-fluoracilo y ciclofosfamida propuesta por Carey y col., o bien
con inhibidores del RFCE o ¢c-KIT .



HIPOTESIS.

Un panel de inmunohistoquimica de tres anticuerpos: citoqueratinas de alto
peso molecular, RFCE o HER-1, y ¢c-KIT son especificos para identificar los
tumores de mama tipo basal, en los carcinomas de mama infiltrantes triples

negativos.



OBJETIVOS.

Objetivo General:

Identificar los carcinomas de mama tipo basal, por medio de citoqueratinas de
alto peso molecular, RFCE vy c-KIT, en las neoplasias de mama infiltrantes
triples negativos, en el Centro Medico Nacional 20 de Noviembre.

Objetivos Especificos:

1. Determinar la concordancia entre los carcinomas de mama infiltrantes
triples negativos y los tumores de mama tipo basal que sean
identificados por inmunohistoquimica con marcadores para células
basales, en el CMN 20 de Noviembre.

2. Calcular la sensibilidad de la prueba de deteccion con citoqueratinas de
alto peso molecular, RFCE y c-KIT para el carcinoma de mama tipo
basal, en el CMN 20 de Noviembre.



MATERIAL Y METODOS.

Tipo de Estudio: Descriptivo, retrospectivo y abierto.

Muestra: Se seleccionaron 40 biopsias de mama estudiados entre los anos
2006 al 2008, que fueron diagnosticadas como carcinoma de mama infiltrante
independientemente del tipo y grado histolégico de Nottingham (escala de
Scarff — Bloom — Richardson modificado por Eltson y Ellis), pero con ausencia
de expresion de receptores de estrégenos, receptores de progesterona y Her2-
neu, es decir triples negativos, en el servicio de Anatomia Patoldgica del Centro
Medico Nacional 20 de Noviembre.

Criterios de Inclusion:
e (Casos de carcinoma de mama que cuenten con inmunotinciones para
receptores de estrogenos, receptores de progesterona y Her2-neu
negativos.

Criterios de Exclusion:

e Que el tejido presente cambios por autolisis que modifiquen su
morfologia e impidan su evaluacion histopatoldégica con microscopio de
luz.

e Que en el material procesado se identifiquen cambios post-tratamiento
(quimio o radioterapia).

¢ Que el caso estudiado corresponda a tejido neoplasico metastatico.

e Que en el tejido con inmunotincién, su testigo sea inadecuado.

e Que el tejido neoplasico sea insuficiente para definir el grado, subtipo
histoldgico o poderle realizar las inmunotinciones correspondientes.

Criterios de Eliminacion:
e Que no se cuente con el material disponible.

Grupo Problema: Casos que por estudio de inmunohistoquimica sean triples
negativos es decir no expresen receptores de estrédgenos, receptores de
progesterona y Her2-neu.

Cédula de recoleccion de datos:

Se utilizaron dos formatos para este propdsito:

e En el primero se registraron 97 casos que comprendian los casos triples
negativos de carcinoma de mama invasor, describiendo de cada uno la
edad de la paciente, la variante y grado histoldgico del tumor, motivo de
exclusion y los casos eliminados. (Anexo 1).

e En el segundo se concentraron los 40 casos resultantes que
comprendian los casos triples negativos de carcinoma de mama invasor,
describiendo de cada uno la edad de la paciente, la variante y grado
histologico del tumor, asi como el resultado de los marcadores basales:



citoqueratinas de alto peso molecular, receptor del factor de crecimiento
epidedrmico y c-KIT o0 CD117. (Anexo 2).

Descripcion General del Estudio.

De cada caso del universo, se determiné la variante y el grado histologico,
evaluados por microscopia de luz y aplicando los criterios de Nottingham
(escala de Scarff — Bloom — Richardson modificado por Eltson y Ellis) para
dicho proposito:

Método semicuantitativo para la evaluacion del grado histolégico en
mama.

CARACTERISTICAS PUNTOS
Formacién tubular y glandular
Mas del 75% del tumor
Entre 10 y 75%
Menos del 10%
Pleomorfismo nuclear
Células pequenas, uniformes y regulares
Incremento moderado en tamaro y 2
variabilidad
Marcada variabilidad 3
Conteo de mitosis en 10 campos con
diametro de campo de 0.44 mm
(objetivo 40x)
De0Oab
De6ai0
Mas de 11

WIN|—

—

WIN|—

El grado histoldgico se asigna de la siguiente manera:

Grado 1 De 3 a 5 puntos. Tumor bien diferenciado.
Grado 2 De 6 a 7 puntos. Tumor moderadamente diferenciado.
Grado 3 De 8 a 9 puntos. Tumor poco diferenciado.

Para la inmunomarcacién de los receptores de estrégenos y de progesterona
se utiliza en el laboratorio de anatomia patolégica, anticuerpos de la clona 1D5,
isotipo 1gG1, Kappa, y de la clona 1A6, isotipo IgG1 (Dako Corp),
respectivamente. La inmunomarcacion de Her-2/neu se lleva cabo con el
sistema HerceptTest (Dako Corp).

Se considera negativa la expresibn de receptores de estrégenos y
progesterona si no se identifica inmunoreaccién nuclear en las células



tumorales siempre y cuando se disponga de controles tisulares positivos (tanto
externos como internos).

Para evaluar la sobreexpresién de Her2-neu, se hace segun la recomendacion
del fabricante del sistema HercepTest con base a la inmunoreaccion de
membranas de células neoplasicas como se resume a continuacion:

¢ Negativo: Menos del 10% de las células.

e Negativo: (1+): Mas del 10% de las células con inmunoreaccion débil en
una parte de la membrana.

e Positivo (2+): Mas del 10% de las células con inmunoreaccién débil a
moderada en toda la membrana.

e Positivo (3+): Mas del 10% de las células con inmunoreaccion intensa en
toda la membrana.

Para la inmunomarcacion de las citoqueratinas de alto peso molecular se utiliza
el anticuerpo de la clona AE3 (DAKO Corp).

Para la inmunomarcacion de c-KIT (también conocido como CD117 y como
SCFR) se utiliza el anticuerpo de la clona A4502 (DAKO Corp).

Para la inmunomarcacion de RFCE (también conocido como HER1) se lleva
cabo con el sistema pharmDX (Dako Corp).

Se consideran positivos las citoqueratinas de alto peso molecular, RFCE y c-
KIT cuando por lo menos el 1% de las células tumorales muestran
inmunotincion, segun lo propuesto por Nielsen y col., asi como por Bas Kreike y
col en sus respectivas investigaciones. "%

El investigador asociado, en este caso el profesor titular, fungira como segundo
observador.

Se recaba el material en parafina correspondiente a los casos de los grupos
antes mencionados y se le realiza inmunohistoquimica con los marcadores
para células basales, se hace la observacién en microscopio de luz.

Analisis de Datos:

Recabados los datos y con los resultados de inmunohistoquimica para células
basales, se describen y analizan los siguientes puntos:

Numero de casos estudiados.

Expresién de marcadores para células basales.

Grado y subtipo histolégico.

De los casos con marcadores para células basales positivos se analiza
con hematoxilina y eosina las caracteristicas histopatoldégicas que
consisten en: necrosis tumoral, patron de crecimiento, grado de



infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario y margenes del tumor con
respecto al tejido mamario adyacente.

Para anélisis estadistico se utilizara el software:
e STATA10.0

e Primer Bioestatistcs 3.07

Métodos matematicos para el analisis de datos:
e Estadistica descriptiva:
a. Tablas de frecuencia.

b. Medidas de resumen estadistico.
c. Graficas de barras y circulares.
e Estadistica inferencial:

a. Calculo de sensibilidad y valor predictivo de la prueba.



Resultados.

De los 97 casos de cancer de mama triples negativos identificados, se
excluyeron 47 casos, los motivos se muestran en la tabla 1. Se
eliminaron 10 por no contar con el material.

El andlisis se realizo a 40 pacientes, con una media de edad de 56.1
anos (+ 11.4), el 57.5% de los casos se presentaron en mujeres de entre
41 a 60 anos. (Grafica 1a, 1b y tabla 2).

En conjunto, fueron positivos para cualquiera de los 3 marcadores el
87.5% (85 casos). En el 125% (5 casos) no se observo
inmunorreactividad a ninguno de ellos.

De los tres anticuerpos utilizados, el mas sensible fue las citoqueratinas
de alto peso molecular con positividad en el 80% (32 casos), el CD117
es positivo en el 57.5% (23 casos) y el marcador menos sensible fue el
receptor del factor de crecimiento epidérmico que se expreso
unicamente en el 17.5% (7 casos). (Tabla 3, grafica 2).

De los 35 casos positivos solo el 5% (2 casos) expresaron los tres
anticuerpos basales. (Fotos 2 y 3).

Los marcadores que en conjunto se expresaron en mayor porcentaje
fueron las CKAPM y el CD117 en el 45% (18 casos). (Fotos 1).

El 5% (2 casos) expreso CKAPM y el RFCE, el 7.5% (3 casos) expreso
el CD117 y el RFCE, el 22.5% (9 casos) solo expresaron CKAPM vy el
2.5% (1 caso) expreso CD117. (Grafica 3).

El 77.5% (31 casos) son carcinomas de mama infiltrante de tipo ductal,
el 17.5% (7 casos) de tipo medular y el 5% (2 casos) de tipo lobulillar.
(Tabla 4, grafica 4).

De acuerdo a los grados de la clasificacion de Nottingham la distribucion
fue la siguiente: del tipo ductal el 51.6% fue grado 3 y el 48.3 % de grado
2, para el tipo lobulillar el 100% fueron grado 2 y del tipo medular el
100% fueron grado 3. (Tabla 5).

De los cuales las CKAPM se expreso en el 74.1% (23 casos) en el tipo
ductal. En el lobulillar y el medular en el 100% es decir 2 y 7 casos
respectivamente. (Tablas 6).

El RFCE se expreso en el 12.9% (4 casos) de los carcinomas ductales,
el 50% (1 caso) en el lobulillar y el 28.5% (2 casos) en el medular.

El CD117 se expreso en el 54.8% (17 casos) en los ductales, el 50% (1
caso) el lobulillar y el 71.4% (5 casos) en los medulares. (Tablas 6).



En cuanto a las caracteristicas histopatoldgicas tenian necrosis tumoral
18 casos (45%) que fue minima en 5 casos (12.5%), moderada en 11
casos (27.5%) y extensa en 1 caso (2.5%). En los otros 18 casos (45%)
no se encontrd necrosis. El patrén de crecimiento fue soliddé en 14 casos
(35%) y solidé focal en 10 casos (25%). En los 11 casos (42.5%)
restantes se observo un patron mixto con areas de crecimiento en nidos,
cordones o estructuras ductales.

El grado de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario se considero minimo
en 9 casos (22.5%), moderado en 14 casos (35%) y extenso en 8 casos
(20%). En 4 casos (10%) no se aprecio infiltrado inflamatorio.

Respecto a las margenes del tumor con el tejido mamario adyacente, el
borde de la neoplasia mostrdé un patrén infiltrante en 26 casos (65%),
mientras que en 9 casos (22.5%) los margenes de invasién fueron
empujantes.



Tablas y Graficos.

Tabla 1. Causas de Exclusion.

Motivo de exclusion Numero de
casos.

Postratamiento 20
Escaso material 10
Metastasis 9
Positivos a receptores 5
hormonales

Defectos de fijacion 3
Total 47

Grafica 1a. Distribucion por edades.
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Tabla 2.

Tabla 3.

Grafica 1b. Distribucion por edades
(porcentaje).

O Menores de 40 afios. 41 a 60 afios. B Mayores de 60 afios.

Tablas de Frecuencia.

EDAD
PARTICIPANTES | (MEDIA)
40 56.18 (+ 11.46)

MARCADORES BASALES.
CKAPM n %
NEGATIVO 8 20
POSITIVO 32 80
TOTAL 40 100
RFCE n %
NEGATIVO 33| 82,5
POSITIVO 71 175
TOTAL 40 100
CKIT n %
NEGATIVO 17| 42,5
POSITIVO 23| 57,5
TOTAL 40 100




Grafica 2. Marcadores Basales.
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e CKAPM: Citoqueratinas de alto peso molecular.
e RFCE: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
e cKIT o CD117.

Grafica 3. Comparacion entre los marcadores
basales.
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Tabla 4.

FRECUENCIA DE TIPO
HISTOLOGICO
n %
DUCTAL 31| 77,5
LOBULILLAR 2 5
MEDULAR 7| 17,5
TOTAL 40 100

Grafica 4. Tipo Histologico.
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Tabla 5.

Tabla 6a.

DISTRIBUCION DE TIPO HISTOLOGICO y
GRADOS DE NOTTINGHAM (n=40)
GRADOS DE
] NOTTINGHAM
TIPO HISTOLOGICO (%)
n 2 3
DUCTAL 31| 48,39 | 51,61
LOBULILLAR 2| 100 0
MEDULAR 7 0 100

Tablas de Contingencia.

DISTRIBUCION DE TIPO HISTOLOGICO vs CKAPM
n negativo positivo
DUCTAL 31| 8(25.81%) 23 (74.19%)
LOBULILLAR 2 0 2 (100%)
MEDULAR 7 0 7 100%)
TOTAL 40
DISTRIBUCION DE TIPO HISTOLOGICO vs RFCE
n negativo positivo
DUCTAL 31 27 4 (12.90 %)
LOBULILLAR 2 1 1 (50%)
MEDULAR 7 5 2 (28.57%)
TOTAL 40
DISTRIBUCION DE TIPO HISTOLOGICO vs cKIT
n negativo positivo
DUCTAL 31 14 17 (54.84 %)
LOBULILLAR 2 1 1 (50%)
MEDULAR 7 2 5 (71.43%)
TOTAL 40




Tabla 6b.

Tabla 6c¢.

DISTRIBUCION DE TIPO HISTOLOGICO vs
POSITIVOS (MARCADORES)

n

0 (%) |Mas de 1 (%)

DUCTAL 31 16,13 83,87
LOBULILLAR 2 0 100
MEDULAR 7 0 100
TOTAL 40
DISTRIBUCION DE GRADOS DE
NOTTINGHAM EN LOS
MARCADORES POSITIVOS.
Grados de
Nottingham
2 3
SUMA POSITIVOS n % %
0| 5/ 60 40
11 10| 60 40
2| 23| 30,43 69,57
3| 2| 50 50
TOTAL | 40

12,5

87,5

1.78835

23.2116
76.78835
98.21165

5




Fotografias Microscopicas.

Foto 1a. Carcinoma Ductal Infiltrante. Grado Histolégico 2. (HyE 5x)

Foto 1b. Carcinoma Ductal Infiltrante. (HyE 10x)



Foto 1c. Citoqueratinas de alto peso molecular. (40x)

Foto 1d. CD117 0 ¢ — KIT. (40x)




Foto 2a. Carcinoma Lobulillar. Grado Histolégico 2. (HyE 40x)

Foto 2b. Citoqueratinas de alto peso molecular. (40x)



Foto 2c. Receptor del factor de crecimiento epidermico. (40x)

Foto 2d. CD117 o ¢ — KIT. (5x)




Foto 3a. Carcinoma Medular. Grado Histologico 3. (HyE 5x)

Foto 3b. Carcinoma Medular. (HyE 40x)




Foto 3c. Citoqueratinas de alto peso molecular. (40x)

Foto 3d. Receptor del factor del crecimiento epidermico. (10x)



Foto 3e. CD117 o c—KIT. (40x)




Discusion.

En esta investigacion se estudiaron 40 casos diagnosticados como
carcinoma de mama infiltrante triples negativos. El carcinoma de mama
infiltrante triple negativo se define como el tumor con ausencia de
expresidon de receptores de estrégenos, de progesterona y Her2.

Recientemente dentro de los canceres de mama triples negativos por
medio de andlisis de microarreglos en la expresion de genes se
identifico el carcinoma de tipo basal (basal — like). Los marcadores
genéticos y moleculares expresados en estos tumores sugieren que es
una entidad biolégica, con una conducta clinica mas agresiva, se
presenta predominantemente en pacientes con una mutacién en el gen
BRCA-1y en el TP53.

Nielsen y col., desarrollaron un panel de inmunohistoquimica en
tumores tipo basal identificados por microarreglos de oligonucleotidos y
DNA correlacionandolos con citoqueratinas de alto peso molecular o
citoqueratinas basales (CK5/6, CK14 y CK17), el receptor del factor del

crecimiento eg)idérmico (RFCE O HER1) y el c-KIT (CD-117).
(1,2,4,6,10,14,15,16,17)

Actualmente la mayoria de los autores consideran al carcinoma mamario
tipo basal, como aquellos tumores que sean triples ne%ativos y que al
menos expresen alguno de los marcadores basales. ¢+

Los datos publicados demuestran que, a través de la determinacion de
perfiles de expresion genética, con este panel de anticuerpos existe una
especificidad cercana al 100% y con una alta sensibilidad del 76%. *®

En este estudio se observo que dichos marcadores basales, es decir, las
citoqueratinas de alto peso molecular (CKAPM), el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (RFCE) y el CD117 o c-KIT tienen una
sensibilidad del 87.5% para identificar el carcinoma de mama de tipo
basal entre las neoplasias de mama triples negativas, corroborando lo ya
mencionado.

No se debe considerar sinbnimo el cancer de mama triple negativo con
el carcinoma de tipo basal como lo habian concluido Bas Kreike y col. "



Ano del CASOS | CKAPM | RFCE c-KIT p63

AUTOR estudio (numero) (%) (%) (%) (%)
Nielsen Torsten. 2004 21 61.9 57.1 28.5 -

Livasy Chad A. 2005 23 61.1 72.2 - 22.2
Cleator Susan. 2007 21 62 57 29 -
Bas Kreike. 2007 97 73 27 38 -
Vincent-Salomon 2007 26 78 45 60 -

Jorge Buys 2008 54 90.1 73.3 45.6 61.2
Nuestro Estudio 2008 40 80 17.5 57.5 -

CKAPM: citoqueratinas de alto peso molecular.
RFCE: receptor del factor de crecimiento epidérmico.
c-KIT 0 CD117.

Este estudio demostré6 que las citoqueratinas de alto peso molecular
tienen mayor inmunoreaccién y se expresan en el 80% de los casos da
un resultado consistente con lo dicho por la literatura la cual refiere que
las CKAPM son positivas en los canceres de mama tipo basal desde el
52% hasta el 90%.

En esta investigacion el c-KIT se presento en el 57.5% de los casos y el
RFCE fue positivo solo en el 17.5%. Estos resultados se pueden
comparar con los obtenidos en la serie de Bas Kreike con un CD117 de
38% y un RFCE de 27% y de Vincent-Salomon con un CD117 de 60% y
un RFCE de 45% respectivamente, los cuales sino tienen el mismo
porcentaje se demuestra que el CD117 tiene mayor inmunoreaccion que
el RFCE en el carcinoma de mama de tipo basal.

Difiriendo con lo que refieren Nielsen asi como Cleator Susan, los cuales
refieren que el RFCE (57%) tiene mayor inmunoreaccion que el CD117
(29%) en el carcinoma de mama de tipo basal. Mientras que Jorge Buys
y col., demostré c;ue el RFCE se expresa en un 73.3% y el CD117 en un
45.60/0.(4,6,10,13,15,1 )

Lo anterior establece que las CKAPM son las que se expresan en mayor
proporcién, no asi el RFCE, que en nuestra investigacion fue menor
como en el estudio de Bas Kreike y el de Vincent-Salomon.

La sensibilidad de las citoqueratinas de alto peso molecular al no ser del
100% se justifica la necesidad de hacer un panel con otros anticuerpos
que incluyan el RFCE y el ¢-KIT. *¥

También se mostr6 un pequefio numero de casos (2) que expresan
todos los marcadores basales, que constituyen el 5% del total de esta
serie.

Este estudio comprendié a mujeres con una edad promedio de 56.1
anos siendo cercana a la edad promedio en el estudio de Vincent-
Salomon y col., la cual fue de 60 anos, pero es mayor comparada con la
serie informada por Liu Hiu y col., que fue con un promedio de 51.6 y



mas aun con la de Fulford y col., o bien con la de Banerjee S.){ col., con
un promedio de edad de 49 y 45 afios respectivamente. 1%

En las series de Banerjee y de Fulford demostraron que los carcinomas
de mama de tipo basal comprenden del 17 al 20% de los carcinomas
ductales infiltrantes de mama grado 3, mientras que en la serie de
Jumppanen fue del 13% pero del total de los carcinomas infiltrantes de
mama, de estos el 80% fue ductal y el 20% medular, pero en las tres
series se utilizaron Unicamente citoqueratinas de alto peso molecular,
aunque Jumppanen y col., también utilizaron p63 el resultado no fue
significativo con este marcador. @®)®

En nuestro estudio los carcinomas mamarios de tipo basal en su
mayoria corresponden a carcinomas ductales de alto grado, pero cabe
sefialar que los 7 casos con carcinoma medular y los 2 casos con
carcinoma lobulillar fueron positivos para el cancer de tipo basal, sin
embargo el tamarfio de muestra para ambos es pequeno.

El grado 3 segun la clasificacion de Nottingham en este estudio se
mostré predominante tanto en el tipo ductal como en el medular.

En cuanto a las caracteristicas histopatolégicas no se encontraron
cambios especificos asociados con el carcinoma de tipo basal
observandose discreto predominio por el patrédn de crecimiento solidd,
necrosis e infiltrado linfoplasmocitario en moderada cantidad y con
gg)rdes infiltrantes corroborando lo ya descrito por Fulford Laura G. y col.

Contrario a lo mencionado en otros estudios, el patrén de crecimiento
solidd, necrosis extensa de aspecto geografico o bien central, con
bordes empujantes, infiltrado linfoplasmocitario mayor al resto de los
carcinomas ductales convencionales. (N#©(13)

Una limitante del estudio es no poder comparar la especificidad de la
prueba con la sensibilidad debido a que se tomaron todos los casos
triples negativos y no hubo grupo control.

Por todo lo anterior creemos que el carcinoma de mama “tipo basal”
debe ser incluido como un subtipo dentro de la clasificacion de los
tumores malignos de la glandula mamaria, con el objeto de estandarizar
criterios de identificacién tanto morfolégicos como con marcadores de
inmunohistoquimica, al realizar los marcadores propuestos es decir
CKAPM, RFCE y CD117 en la rutina de los carcinomas de mama
infiltrantes triples negativos.

Con ello se dara una herramienta mas a los médicos responsables de la
atencion al paciente, esto, como ya se menciono por las implicaciones
pronosticas y terapéuticas que tienen estas neoplasias y cuya finalidad
es darle el mayor de los beneficios a las pacientes portadoras de esta
variedad de neoplasia.



Anexo 1.

Formato A. Recoleccion de datos.

Caso No. de Edad Variante Grado Excluido Eliminado
Revision Histolégica Histoldgico
1 08-2305 54 Ductal 2
2 08-1197 52 Ductal 2 sin material
3 08-1121 54 Ductal 2 escaso material
4 08-746 55 Ductal 3 sin material
5 08-594 66 Ductal 2
6 08-523 53 Ductal 2
7 08-403 35 Ductal 2
8 08-390 52 Ductal postratamiento
9 08-375 57 Ductal 2
10 08-355 60 Ductal 2 sin material
11 08-286 Ductal metastasis
12 08-242 46 Ductal postratamiento
13 08-188 86 Ductal 3
14 07-2056 54 Ductal 2
15 07-1935 70 Medular 3
16 07-1930 63 Ductal 3 sin material
17 07-1741 62 Lobulillar postratamiento
18 07-1694 41 Ductal postratamiento
19 07-1604 48 Ductal postratamiento
20 07-1341 60 Ductal postratamiento
21 07-1165 36 Ductal 2 sin material
22 07-1075 39 Ductal 2 escaso material
23 07-771 57 Ductal metastasis
24 07-762 52 Ductal 3 sin material
25 07-465 77 Ductal metastasis
26 07-379 67 Ductal 3
27 07-286 47 Ductal 2 defectos de
fijacién
28 07-244 61 Ductal 3
29 07-151 49 Ductal 2
30 07-149 35 Medular postratamiento
31 07-134 77 Ductal 3 RP +
32 07-106 45 Ductal postratamiento
33 07-86 48 Ductal metastasis
34 07-22 44 Ductal metastasis
35 06-2427 53 Ductal 3 sin material
36 06-2639 69 Medular 3
37 06-2538 70 Ductal postratamiento
38 06-2427 53 Ductal 3
39 06-2406 43 Medular 3 postratamiento
40 06-2366 53 Ductal 3
41 06-2362 35 Ductal 2
42 06-2329 54 Ductal 2 escaso material
43 06-2258 74 Ductal 2
44 06-2165 59 Ductal 3




45 06-2106 40 Medular 3
46 06-1854 52 Ductal 3 sin material
47 06-1676 36 Ductal 3
48 06-1625 69 Ductal 3
49 06-1616 76 Ductal in situ postratamiento
50 06-1599 50 Medular 3
51 06-1576 51 Ductal postratamiento
52 06-1532 56 Medular 3
53 06-1522 67 Medular 3
54 06-1267 53 Ductal 3
55 06-1247 62 Ductal 3
56 06-966 48 Lobulillar 2
57 06-870 65 Ductal 2 sin material
58 06-665 66 Ductal 3
59 06-561 59 Ductal postratamiento
60 06-516 43 Ductal 2
61 06-450 50 Poco defectos de
diferenciado fijacion
62 06-361 44 Ductal postratamiento
63 06-318 43 Poco defectos de
diferenciado fijacién
64 06-225 61 Medular 3 sin material
65 06-108 49 Ductal 2
66 06-82 53 Ductal 3
67 06-38 74 Ductal postratamiento




Caso | No. de | Edad Variante Grado Excluido Eliminado
Quirdrgico Histolégica | Histolégico

68 08-5136 40 Ductal postratamiento

69 08-2961 60 Lobulillar 2

70 08-2170 56 Ductal 3

71 08-1899 65 Ductal 3

72 08-935 75 Ductal 3 RP +

73 08-745 53 Ductal 2 RE +

74 08-253 55 Ductal 2

75 07-8413 54 Ductal 3

76 07-8160 44 Ductal 3 escaso
material

77 07-7626 45 Ductal 2 postratamiento

78 07-6868 48 Ductal escaso
material

79 07-6840 55 Ductal metastasis

80 07-5904 53 Ductal 2

81 07-4591 78 Medular 3

82 07-4589 50 Ductal 2

83 07-4473 44 Ductal 2

84 07-4217 60 Lobulillar 2 RP +

85 07-4158 54 Ductal 2 RE +

86 07-3540 77 Ductal 2 escaso
material

87 07-3123 71 Ductal metastasis

88 07-2554 87 Ductal postratamiento

89 07-1677 45 Ductal 3

90 07-1283 54 Ductal 3 escaso
material

91 07-426 55 Ductal 2 escaso
material

92 07-291 51 Ductal metastasis

93 06-6593 47 Ductal postratamiento

94 06-2210 46 Ductal postratamiento

95 06-1797 72 Ductal escaso
material

96 06-1643 38 Ductal metastasis

97 06-1283 32 Ductal 3 escaso

material




Anexo 2.

Formato B. Recoleccion de datos.

Caso No. de | Edad Variante Grado CK- RFCE c-kIT
Revision Histolégica Histol6gico | APM
1 08-2305 54 Ductal 2 - - -
2 08-594 66 Ductal 2 - - -
3 08-523 53 Ductal 2 + - +
4 08-403 35 Ductal 2 + - +
5 08-375 57 Ductal 2 + - -
6 08-188 86 Ductal 3 + - +
7 07-2056 54 Ductal 2 + - -
8 07-1935 70 Medular 3 + - +
9 07-379 67 Ductal 3 - - -
10 07-244 61 Ductal 3 + - +
11 07-151 49 Ductal 2 + - -
12 06-2639 69 Medular 3 + + -
13 06-2427 53 Ductal 3 - - -
14 06-2366 53 Ductal 3 + - -
15 06-2362 35 Ductal 2 - - -
16 06-2258 74 Ductal 2 + - -
17 06-2165 59 Ductal 3 + - -
18 06-2106 40 Medular 3 + - +
19 06-1676 36 Ductal 3 - - +
20 06-1625 69 Ductal 3 + - +
21 06-1599 50 Medular 3 + - +
22 06-1532 56 Medular 3 + - -
23 06-1522 67 Medular 3 + - +
24 06-1267 53 Ductal 3 + + -
25 06-1247 62 Ductal 3 + - +
26 06-966 48 Lobulillar 2 + + +
27 06-665 66 Ductal 3 + - +
28 06-516 43 Ductal 2 + - +
29 06-108 49 Ductal 2 + - -
30 06-82 53 Ductal 3 + - +




Caso | No. de | Edad Variante Grado CK- | RFCE | c-Kit
Quirurgico Histologica Histolégico | APM

31 08-2961 60 Lobulillar 2 + - -
32 08-2170 56 Ductal 3 + - +
33 08-1899 65 Ductal 3 + + -
34 08-253 55 Ductal 2 + - +
35 07-8413 54 Ductal 3 - + +
36 07-5904 53 Ductal 2 + - +
37 07-4591 78 Medular 3 + + +
38 07-4589 50 Ductal 2 + - +
39 07-4473 44 Ductal 2 + - +
40 07-1677 45 Ductal 3 - + +
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