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ABREVIATURAS

Ac: ‘Anticuerpo

ADN: Acido dexosirribonucleico

Ag: Antigeno

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
CdK: Cinasas dependientes de las ciclinas
cGy: Centigrays

CID: Carcinoma intraductal

CLIS: Carcinoma lobulillar in situ
c.m.g.a.. Campos microscdpicos de gran aumento
EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
GH: Grado histologico |

GN: Grado nuclear

Gy: Grays

ICA: Indice de células apoptoicas

THQ: Inmunchistoquimica

HDA: Hiperplasia ductal atipica.

IP: Indice de proliferacion

KD: Kilodaltons

N+: Ganglios axilares positivos

N-, N,: Ganglios axilares negativos
PCNA: Antigeno nuclear de proliferacion
P-53: Gen P-53

p-53: Proteina p-53

RH: Receptores hormonales



RE: Receptores estrogénicos
RL: Recidiva local

RP: Receptores de progesterona
TiT? Timidina tritiada

TUNEL: TdT-mediated X-dUTP nick end labeling.
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L.- INTROD 1€

Se cree que el cancer infiltrante de mama puede desarrollarse a través del epitelio
normal, siguiendo una progresién sistematica que atraviesa varios estadios intermedios:
hiperplasia, hiperplasia atipica, ca “in situ”, y ca invasivo (DUPONT, 1985; PAGE, 1988;
KILLEEN, 1991). La detecciéon temprana del mismo, principalmente por el uso mas
generalizado de la mamografia y las campafias de “screening”, ha mostrado que se puede

reducir la mortalidad del cancer de mama hasta en un 46% (LUNG 1988; LAY 1990).

Quizas la etapa mas temprané y favorable para diagnosticarlo es en el estadio
intraepitelial 0 no invasivo, en el que las posibilidades de metastasis practicamente no van
a existir y los indices de curacion se aproximan al 100% (GALLAGER, 1978; ROSNER,
1980; FRIKBERG, 1990), a diferencia de este mismo diagnéstico realizado en casos de ca
invasor de mama localizado, cuya supervivencia a 5 afios es del 90%, en pacientes con

metastasis axilares es del 68%, siendo solo del 18% en los casos con enfermedad metastasica
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a distancia (Cancer Facts-Figures, 1990).

Hasta hace muy poco, esta variante intracpitelial del cancer de mama no era mas que
una peculiaridad clinica, al ser rara vez diagnosticada, y los conocimientos sobre su biologia
eran muy limitados. En general, el émico tratamiento proporcionado, de manera similar al

carcinoma invasor, era la mastectomia.

El desarrollo e implantacién de técnicas conservadoras para tratar el cincer invasor
de la mama, ha puesto de relieve una serie de interrogantes acerca de la necesidad rutinaria

de efectuar mastectomias en lesiones que, en muchos casos, pudieran ser pre-invasivas.

Es por lo que, en la actualidad, necesitamos de un conocimiento mas amplio sobre
el comportamiento biolégico de estas lesiones no invasivas, para tratar de deslindar aquellas
formas que serfan candidatas a una terapia agresiva de aquellas otras que podrian

beneficiarse de un tratamiento conservador, menos agresivo.

En este sentido, existen en la actualidad numerosas lineas de trabajo que tratan de
conocer los factores pronostico que indicarian la propension, sobre todo, del carcinoma
ductal “in situ” (CID) a desarrollar formas invasivas, como los estudios realizados por
BOBROW (1994, 1995) y ZAFRANI (1994) sobre la p53, o los llevados a cabo por
WEINSTAT-SASLOW (NATURE MED, 1995), acerca de la sobreexpresion de las

ciclinas D.

Hoy por hoy, el conocimiento de estos factores pronostico es incompleto y limitado,
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si bien los avances son importantes y comienzan a distinguirse distintos subtipos
histolégicos, dentro de esta variedad del cancer de mama. No puede, pues, hablarse del CID
como (mica entidad, sino de un grupo heterogéneo de carcinomas no invasivos que contienen

entidades con caracteristicas y pronosticos muy distintos.

Este trabajo intenta aportar alguna luz en este sentido, con el objeto de poder
determinarse en un futuro no lejano el prondstico de los diferentes subtipos histologicos del
CID, con la intencién de adaptar el tratamiento a cada uno de ellos y en una paciente

determinada.
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IL- REVISION BIBLIOGRAFICA

.1.- EVOLUCION HISTORICA DEL CARCINOMA “IN SITU” DE MAMA

En el siglo XIX varios autores documentan en el cancer de mama un estado
intraepitelial aunque, al parecer, sus referencias hacian alusion al carcinoma lobulillar “in

situ” (REMARK, 1854; SHIELD, 1898).

En el afio 1907, WARREN describe un estado de transicion del epitelio ductal entre

formas benignas y malignas, que denominé “evolucion anormal”.

Un afio después, BLOODGQOD, cirujano del Hospital John Hopkins, profundiza en
el comportamiento clinico y las caracteristicas patologicas de las formas tempranas del

cancer ductal de mama, a las que denominé “tumores borderline”,



REVISION BIBLIOGRAFICA 10

En este mismo afio, este autor denomina “comedocarcinoma” a una lesidn benigna
con necrosis en los conductos lactiferos y que, ademas, presentaba un epitelio proliferativo.
Mas tarde, diferencié el comedocarcinoma asociado. al cancer de mama de la forma benigna,
pero preéancerosa a la que denominé “comedoadenoma”. Observé que estas lesiones no se
asociaban a metastasis regionales o sistémicas, y que las mujeres que las presentaban, no

fallecian como consecuencia de estos tumores mamarios.

En el afio 1932, BRODERS definié el término “carcinoma in situ”, considerandolo
como una entidad patolégica diferente, tanto de sus precursores benignos, como de las

formas invasivas.

FOOTE y STEWARD describieron por vez primera en 1941, el “carcinoma
lobulillar in situ” (CLIS), originado en los lobulillos terminales. En el afio 1946, estos
mismos autores definen una entidad patolégica distinta, a la que denominan “carcinoma

ductal no invasivo”.

El término “carcinoma ductal in situ”, fue definido por GILLIS y COLS en el afio
1960 como una lesion de tipo lento, comportamiento favorable, pero potencialmente
maligna, para la que se requeria un tratamiento agresivo, si se querian obtener buenos

resultados.

Al final de la década de los aiios 60, se establecio el concepto de “cincer de mama
minimo® (GALLAGER, 1969; HUTTER, 1971), el cual incluia el CID, CLIS, y el

carcinoma minimamente invasor {menor de 0,5 cms. de tamafio). En este momento, se toma
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conciencia de la importancia y de la necesidad de la deteccién de lesiones de la mama en un
estado inicial, preinvasivo, si se quieren obtener altos indices de curacién que pueden
alcanzar el 90% para las tres entidades resefiadas, tras 10 afios de seguimiento (WANEBO,

1974; FRAZIER, 1977, HARTMANN, 1984).

Durante las dos décadas posteriores, fue haciéndose evidente que el concepto de
carcinoma minimamente invasivo era simplista e inducia a error, al incluir tres entidades con
distinto comportamiento biolégico, diferente pronostico y, por tanto, distintas implicaciones

terapéuticas (FISHER, 1980; WOLMARK, 1985).

Hoy en dia, entendemos y aceptamos al CLIS como un marcador histoldgico de

riesgo para futuros carcinomas invasivos, mas que un precursor del carcinoma minimo y, por
tanto, la tendencia actual es a vigilarlo de una forma periédica, y no tratarlo quirargicamente

(WERTHEIMER, 1986; SEIDMAN, 1987; FRIKBERG, 1987, 1993).

Por el contrario, el carcinoma minimamente invasivo es un auténtico carcinoma

invasor, si bien con mejor pronéstico debido a la precocidad diagnostica.

Sin embargo, el CID, en el que vamos a centrar nuestro trabajo, es una verdadera
lesion premaligna que, si no se trata, evoluciona hacia una forma maligna invasiva en un

porcentaje importante de las pacientes afectas.
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11,2.- FACTORES EPIDEMIOLOGICOS

112.1.- INCIDENCIA

No es de extrafiar el interés que despierta el estudio y el conocimiento del cancer de
mama, si consideramos que, en la actualidad, es el tumor mas frecuente en la mujer de los
paises occidentales y, a nivel mundial, la principal causa de muerte por cancer en mujeres

entre 35 y 50 aftos.

Segan datos del National Cancer Institute, en USA el cancer de mama es el mas
frecuentemente diagnosticado en la mujer, representando el 32% de todos los canceres
femeninos (BORING, 1994; MILLER, 1993). En el afio 1994, en este mismo pais, hubo

182.000 nuevos casos de cancer de mama, y 46.000 muertes debidas a €l.

Puede estimarse que 1 de cada 8 mujeres norteamericanas podrian padecer un cancer
de mama (riesgo 12,2%), y que 1 de cada 28 puede morir por esta causa (riesgo 3,6%)

(HANKEY, 1993).

Espaifia es un pais de riesgo intermedio/bajo, si bien la frecuencia va en aumento, y
en el que el cancer de mama es también el tumor maligno mas frecuente en la mujer (14,2%
de las neoplasias de la mujer espafiola). Se considera que se desarrollan mas de 8.600 nuevos
casos de canceres de mama al afio, y que falleceran unas 3.900 mujeres por esta ncoplasia

en el mismo periodo de tiempo (MONGE, 1992).
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Antes de la introduccion y difusién de la mamografia como elemento diagnostico en
la patologia mamaria, la deteccién del CID se hacia, exclusivamente, en base a datos
clinicos. Por esta razon, el CID en esta época representaba menos del 1% de todas las
biopsias.de mama, algo menos del 4% de todas las neoplasias malignas (ROSNER, 1980;
SWAIN, 1988; CADY, 1993), y su proporcién dentro de las formas no invasivas (CID/CLIS)

suponia tan sélo la cuarta parte (ANDERSEN, 1980).

En las tltimas décadas, debido al uso extendido de la mamografia, el diagnéstico de
tumores no palpables ha experimentado un gran incremento y, por tanto, también el

diagndstico de los tumores “in situ”.

Asi, en la clinica Lahey, antes de 1986, el CID representaba el 2,6% de todas las
neoplasias de mama, alcanzando el 15,2%a lo largd del periodo de tiempo posterior a dicha
fecha (MACKAREM, 1994). También FRIKBERG (1993), en una recopilacién de la
literatura sobre 6.287 biopsias de lesiones no palpables de mama, encuentra que ¢l CID

representa el 8% de ellas y el 30% de las lesiones malignas.

No s6lo asistimos a un aumento en el diagndstico del CID, sino también a un cambio
en la relacién CID/CLIS debido, entre otras causas, a la mayor expresividad radiologica del
CID (microcalcificaciones, distorsiones del parénquima, etc,.) en comparacion con el CLIS.

En 1a actualidad esta relacién puede estimarse de 3/1 (ROSEN, 1980; PAPATESTAS, 1990).

Una constante en los estudios epidemioldgicos es que se trata de una neoplasia cuya

frecuencia va en aumento. Este fenomeno es atribuible, entre otras razones, al aumento de
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la expectativa de vida de la poblacion y al gran avance experimentado en el diagnéstico
precoz de las lesiones de la mama, gracias a las campafias masivas de “screening”, a la

difusion de la mamografia, y al empleo de técnicas radiolégicas de alta resolucion,

11.2.2.- EDAD

La edad de aparicion del CID suele encontrarse entre los 50-60 afios, no encontrando
diferencia significativa con la edad de aparicion del carcinoma invasivo (WESTBROOK,
1975; ROSNER, 1980). Sin embargo, esta presentacion es 10 afios més tarde que la media

de edad en el momento de diagnéstico, para el CLIS (LAGIOS, 1982; PAGE, 1982).

IL3,- HISTORIA NATURAL

La historia natural del CID no es bien conocida, y esto se debe, en parte, a que el
tratamiento tradicionalmente establecido ha sido la mastectomia total, que impide la
posibilidad de seguimiento de estas lesiones. Por otro lado, antes del empleo sistematico de
la mamografia, el diagnéstico del CID se realizaba basado en las formas sintomaticas
(tumoraciones palpables, telorragia, etc.,), y no esta claro que la evolucion de estas formas
de tumores intraductales sea extrapoléble a las formas asintomaticas, que es €l modo de

presentacion mas frecuente en le actualidad.

Se acepta por la mayoria de los autores que el CID es la transformacién maligna de
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las células epiteliales del conducto mamario, permaneciendo en su posicién anatomica, sin

evidencia de infiltracion de la membrana basal.

Algunos autores intentan definir un subtipo de CID con microinvasion, con un
comportamiento biolégico similar al del CID (WONG, 1990; ROSNER, 1991). Para
SILVERSTEIN (1987), este subtipo vendria caracterizado por la presencia de uno o dos
focos esporadicos de infiltracion, mientras que péra FECHNER (1990) y SWAIN (1992)
vendria deﬁnido por la penetracién menor de 0,1 mm. de células malignas a través de la

membrana basal.

Sin embargo, la distincién entre “microinvasion e invasion focal” es simplemente un
problema de grado. Cualquier lesion invasiva, ain en su fase mas temprana, tiene potencial
de metastatizar (FRIKBERG, 1990; ARBUTINA, 1992). Estos conceptos quedan fuera del

objetivo de esta Tesis, que se limitara exclusivamente al CID “puro™.

Los vasos sanguineos y linfaticos se sitian en el parénquima mamario por fuera de
la membrana basal. Por ello, y de acuerdo con la definicién de CID, este no presentara
metastasis. Este hecho nos lleva a considerar, de un modo simplista, que el CID es un

“fenémeno local” y no una enfermedad sistémica (HUGHES, 1996).

La historia natural del cancer de mama se puede ajustar a una teoria “Darwiniana”
(FENTIMAN, 1990), en la que se establece una cadena secuencial de lesiones, que iria como

refleja el cuadro siguiente:
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| CELULA DUCTAL NORMAL

1

r HIPERPLASIA PROLIFERATIVA

E 2

t HIPERPLASIA ATIPICA

Alteracion genébca malocular - !

l - Afactacion de [a membrana basal

CARCINOMA INVASIVO

El hallazgo de hiperplasia ductal atipica (HDA) en una biopsia de mama se asocia con
un incremento de riesgo de 4-5 veces para desarrollar un cancer invasivo, y este riesgo es de
8-10 veces cuando nos situamos ante un CID (SIMPSON, 1991). La incidencia de CID,

después de una biopsia que ha demostrado HDA, no ha sido atn establecida.

El porcentaje de cinceres de mama que desarrollan esta progresion de un modo
secuencial y ordenado es desconocido, y es claro que una de las mayores dificultades y retos

actuales, radican en evaluar el riesgo de progresién del CID a cancer invasor.

PAGE (1982), en una revisién de 11.760 biopsias etiquetadas como benignas,
encuentra 25 casos de CID, de los cuales 7 evolucionan hacia formas invasivas (28%), con

un periodo de seguimiento entre 3 y 10 afios.

ROSEN (1980) publica una serie de 30 mujeres con CID no tratado, en 15 de las
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cuales se pudo efectuar un seguimiento completo. De estas 15 mujeres, 7 desarrollan un
cancer infiltrante con un seguimiento medio de 9,7 afios desde el diagnéstico, por lo que
representa una incidencia del 27% si incluimos todos los casos, y del 53% si consideramos

solo las pacientes seguidas de modo completo.

En ambos trabajos, €l cancer invasor aparece en la misma mama en que se alojaba el

tumor no infiltrante y en una zona cercana al lugar de la biopsia.

Segtn el Third National Cancer Survey, el riesgo relativo del CID de poder

desarrollar una forma infiltrante puede estimarse en 11 (MORROW, 1996).

Parece existir una cierta correlacién entre el subtipo histolégico del CID y la
capacidad de progresion hacia formas infiltrantes. Asi, en la serie de 80 casos de CID
estudiada por EUSEBI (1994), casi en su totalidad de bajo grado histolégico, tan sélo el

13,7% desarroll6 un carcinoma infiltrante, tras un seguimiento medio de 17,5 aiios.

La frecuencia del CID basada en trabajos realizados sobre autopsias de mujeres sin
patologia mamaria, oscila entre el 6% (ALPERS y WELLINGS, 1985) y el 16%

(ANDERSEN, 1985; NIELSEN, 1987).

Hoy en dia, el CID se concibe como una lesién premaligna sin que exista, pues,
progresi6n a carcinoma invasivo en todos los casos (FRIKBERG, 1993; FISHER, 1986). Del
conjunto de estudios revisados, la proporcién de ellos que evolucionarian a formas

infiltrantes, varia entre 28%-34% (ROSEN, 1980; PAGE, 1982; SILVERSTEIN, 1990), y
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el tiempo medio considerado para esta transformacion oscilaria entre 1-10 afios (PAGE,

1982; FRIKBERG, 1991, 1993).

IL4.- PRESENTACION CLINICA

La manera de manifestarse el CID ha sufrido una inversion en su frecuencia en los
Gltimos afios. En efecto, hoy dia es mas frecuente su deteccion en fase asintomatica
(microcalcificaciones, distorsiones del parénquima mamario, etc.), en comparacion con las
formas sintomaticas, que era el modo de presentacion habitual hace algo més de una década.

Este cambio queda bien evidente en el grafico 1 tomado de la experiencia de la clinica Lahey.

35
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ANO

. Sintomatico Asintomatico

Grafico 1: Niimero de pacientes con distintas formas de presentacion del CID (Clinica Lahey)
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A) Las formas sintomiticag de presentacién del CID mas frecuentes son:

i.-

@ Masa, tumoracion palpable.
@ Secrecion por el pezon.

@ Enfermedad de Paget del pezon.

E! CID puede detectarse como un tumor, con caracteristicas clinicas indistinguibles
de las de los céanceres infiltrantes, con excepcion de aquellas directamente

relacionadas con un tumor invasor (infiltracién cutanea, retraccion de piel, etc.,).

Hasta la tiltima década, el porcentaje de CID palpables alcanzaba el 60-70% de los
casos (ZAFRANI, 1986; FENTIMAN, 1990) mientras que en la actualidad, oscila
entre un 20-30% (SILVERSTEIN, 1990; FISHER, 1993). Sin duda, este hecho se
justifica en parte, al menos, por el menor tamafio medio de los CID diagnosticados
en la actualidad, que en&e el 65-85% no superan los 2 cms. de diametro y, sin

embargo, no hace muchos afios, un porcentaje similar alcanzaba los 3-3,5 cms. de

diametro (LAGIOS, 1989; SILVERSTEIN, 1990; FISHER, 1993).

La secrecion patologica por el pezon, generalmente como telorragia, esta presente

en el 10-20% de los casos (ZAFRANI, 1986; FENTIMAN, 1990).

HOLLAND relaciona la telorragia con el tamafio tumoral, siendo aquélla mas
frecuente cuanto mayor sea la lesion, y FENTIMAN considera que la telorragia,

bien sea macro o microscopica, estd presente hasta en el 75% de los casos de CID.
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3.- La enfermedad de Paget se presenta con frecuencia como manifestacién de un CID
subyacente que puede estar limitado a los conductos galactoforos del pezon, o puede

ser mas extenso en su distribucién en el tejido mamario.

La enfermedad de Paget asociada al CID, normalmente no presenta un tumor
palpable en la mama, sino los cambios caracteristicos de la enfermedad a mivel del
pezén (eritema, induracion, eccema, erosion, etc.,). La existencia de una tumoracion
palpable asociada nos deberia hacer sospechar la posibilidad de un cancer invasivo

(LAGIOS, 1984; OSTHER, 1990; ACEBO, 1992).

CONTESSO (1988) encuentra afectacion del pezén en el 49% de 117 mastectomias
realizadas en CID diagnosticados clinicamente. Sin embargo, LAGIOS (1982) en un
estudio de 40 mastectomias por CID detectados mamogréﬁbamente, tan soélo
encuentra afectacién del pezén en el 20% de los casos. Podria pensarse que los CID
diagnosticados clinicamente, que suelen tener un mayor tamafio, se acompafian con
mayor frecuencia de afectacion del pezon, en relacion con los diagnosticados en

etapa presintomatica por mamografia.

B) Las formas asintomiticas del CID antes de 1985, como podemos ver en el grafico 2.a,
representaban el 0,6% de todos los cinceres de mama vistos en la clinica Lahey,
mientras que en la ultima década suponen el 12;3% (grafico 2.b). Llama la atencién, sin
embé:rgo, que el diagnéstico de las formas sintomaticas ha permanecido practicamente

estable, siendo del 2% antes de 1985, y del 2,9% en la etapa posterior.
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1969-1985
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B Asintomatico CLIs

n Sintomatico - Invasivo

Gréafico 2.a: Cambios en la distribucion del CID en la etapa premamogrdfica
(Clinica Lahey)

Este hecho nos hace pensar que no todas las formas asintomaticas evolucionaran a
formas sintomaticas y, posteriormente, éstas hacia neoplasias invasivas y, ademas, refleja el
criterio de la heterogeneidad del CID de mama. Segin HUGHES (1996), los CID

diagnosticados en base a un estudio mamografico representarian lesiones preinvasivas de

1986-1990

. Asintomatico CLIS
' Sintomatico . Invasivo

Grafico 2.b: Cambios en la distribucion del CID en la etapa de screening
mamogrdfico (Clinica Lahey)
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mas alto riesgo que las formas sintomaticas. Este concepto vendria reforzado por el hallazgo
de como el grado histolégico de las neoplasias detectadas mediante mamografia, es mas alto
que aquéllas que se presentan como masa palpable (grafico 3). Por otro lado, y como
analizaremos con posterioridad, el tamafio del tumor tiene un valor prondstico evidente, por
lo que nuestros esfuerzos iran encaminados al diagnostico de estas lesiones en la fase mas

temprana posible.
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Grafico 3: Modos de presentacion en relacion con el Grado del CID.

Las microcalcificaciones mamarias pueden constituir la tnica alteracion morfologica
objetivable de un CID. Alrededor del 95% de los casos de CID, son detectados en la
actualidad en una fase preclinica, asintomatica, debido a microcalcificaciones detectadas en
una mamografia rutinaria de control o incluidas en un programa de “screening” (PEETERS,

1986; VAN DONGEN, 1989).
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No obstante, las microcalcificaciones no son patognoménicas de malignidad, y existen
algunas caracteristicas (nimero, tamafio, contorno, disposicion, etc,.) que les confieren

especial riesgo de estar relacionadas con un carcinoma.

LAFONTAN (1994) estudia 400 casos de microcalcificaciones agrupadas, en las cuales
existia un minimo de 5 calcificaciones, y evalud ocho caracteristicas de ellas que incluian:
nimero de microcalcificaciones por cm? el namero total de ellas, la irregularidad en su
densidad, la regularidad del tamafio, y la existencia de formas vermiculares, lineales o

ramificadas.

Cinco de estas caracteristicas eran estadisticamente significativas de sospecha de
malignidad e inclufan: formas vermiculares, lineales o ramificadas, tamafio irregular, nimero
de microcalcificaciones, y niimero ‘de éstas por cm®. Analizando el valor de la combinaci6n
de los tres criterios mas especificos: fofma vermicular, forma lineal o ramificada y tamafio
irregular encuentra que si no estd presente ninguno de ellos, el valor predictivo de

malignidad es del 7%, mientras que si los tres criterios estan presentes, se acerca al 88%.

En la serie de POWEL (1983) sobre 282 biopsias realizadas ante la presencia de
microcalcificaciones patoldgicas como Gnico dato mamogréfico, encuentra un 16,7% (47
casos) de canceres, de los cudles 36 (76,5%) eran carcinomas “in situ” y el 72% de €stos
eran CID. De los 11 carcinomas invasivos, solo uno presentaba ganglios axilares positivos.

Hay que destacar que el 83% de las biopsias fueron benignas.

En 100 casos de CID detectados por “screening” mamografico, STOMPER (1989)
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ademas, asimetrias del parénquima mamario. En esta misma serie, €l 35% de las
microcalcificaciones agrupadas tenian formas lineales o ramificadas, 52% eran granulares,

y en el 13% se observaban ambas formas.

En 1990, HOLLAND y HENDRIKS intentan correlacionar la apariencia radiologica de
las microcalcificaciones con los diferentes tipos histologicos de CID. Asi, las asociadas a
CID pobremente diferenciado, suelen aparecer en las mamografias con una distribucion
lineal, ramificadas, o en forma de granulos groseros. Por el contrario, las asociadas con CID
bien diferenciado suelen ser microcalcificaciones finas, agrupadas, o laminadas. Podrian
darse las dos manifestaciones en casos de CID medianamente diferenciado. No obstante, no
todos los autores estan de acuerdo; asi STOMPER, en la serte mencionada anteriormente,
no encuentra relacion entre el subtipo histologico del CID y la morfologia de las

microcalcificaciones.

Estos mismos autores intentan también valorar la relacion entre el tamafio del tumor
determinado por el patélogo, y la ocupacion del area de microcalcificaciones en la
mamografia. Usando dos proyecciones radiologicas (craneocaudal y oblicua), la precision
en la estimacion es mayor en los CID pobremente diferenciados, en los que tan sdlo existe
una discrepancia de mas de 20 mm. en el 16% de los casos y, sin embargo, €sta alcanza el
47% en las formas bien diferenciadas. Si a las dos proyecciones referidas afiadimos una
radiografia con ampliacion de la zona, las diferencias entre el tamafio estimado basado en

las mamografias y el histologico, se reducen al 14% en las formas bien diferenciadas.

No obstante, cabe resefiar que la calidad mamografica y la experiencia del radiélogo son
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dos variables fundamentales a la hora de correlacionar de una manera tan preciosista los

diagndsticos anatomopatolégicos con los mamograficos (OLSON, 1988).

Asi pues, las microcalcificaciones pueden ser la tmica alteracion mamografica
indicadora de la existencia de un carcinoma. La mayoria de las neoplasias detectadas de este
modo corresponden a lesiones “in situ”, sobre todo CID, y el resto a formas infiltrantes, con
frecuencia microinvasivas, y que rara vez van a presentar metéstasis ganglionares. En la
actualidad, el diagnéstico del CID se efectiia fundamentalmente mediante 1a identificacion
de estas microcalcificaciones “patolégicas” en mamografias realizadas a mujeres

asintomaticas y por motivos diferentes (screening, control de pacientes de alto riesgo, etc.,).

La cooperacién entre los radidlogos, patdlogos y cirujanos es esencial, si se quiere

valorar correctamente las microcalcificaciones para llegar a un diagnostico exacto.

IL5.- DISTRIBUCION DEL TUMOR EN LA MAMA

La distribucién del tumor en la mama, asi como la posible afectacion de los ganglios
axilares, son dos aspectos importantes que van a incidir en la eleccion del tratamiento

adecuado del CID.

IL5.1.- MULTICENTRICIDAD/MULTIFOCALIDAD

La incidencia de multicentricidad estudiada en piezas de mastectomias realizadas por
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CID, oscila del 9-47% (FOWBLE, 1991). Esta disparidad en los porcentajes puede ser
debida bien a diferentes métodos de estudio de las piezas, o a los distintos criterios de

interpretacion de los conceptos de multicentricidad y multifocalidad.

Entendemos como multicentricidad aquellas zonas del CID existente en un cuadrante

distinto al que asienta el tumor primario, y como multifocalidad la presencia de distintos

focos de CID en el mismo cuadrante del tumor primario.

Sin embargo, no todos los autores tienen los mismos conceptos, y asi FOWBLE (1991)
considera multicentricidad a la presencia de focos de CID separados del tumor primario por
una distancia determinada (5 cms.), sin importar el cuadrante en el que estén situados,

mientras que para HOLLAND y HENDRIKS (1994) esta distancia es de 4 cms.

Existen numerosos estudios en los que el tamafio del tumor se relaciona con la presencia
de multicentricidad. Asi LAGIOS (1982) publica los resultados de un estudio multicéntrico,
destacando que para tumores mayores de 2,5 cms., la frecuencia de multicentricidad era del
52%, y para lesiones menores de dicho tamafio ésta representaba el 14%. SCHWARTZ; en
un trabajo publicado en el afio 1989, afiade que la multicentricidad no sélo esta relacionada

con el tamafio del tumor, sino también con el mimero de conductos afectados por el CID.

FAVERLY (1992) realiz6 un estudio en 60 piezas de mastectomia con CID, encontrando
que la mitad de ellos mostraban un crecimiento continuo, y el resto discontinuo, pero en
todos los casos estaba comprendido dentro del mismo cuadrante. En aquellos casos de

crecimiento discontinuo, entre los focos de CID existian areas de tejido mamario normal. A
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esta distribucién la denomina “gaps”, siendo habitual en ellos su pequefio tamafio (menos

de 5 mm. en el 82%).

Este mismo autor encuentra que la posibilidad de encontrar un patrén de crecimiento
continuo o no (presencia de gaps o no) estaba en relacidn con el subtipo histologico del CID.
Asi, las formas pobremente diferenciadas en el 90% presentaban un crecimiento continuo;
las medianamente diferenciadas en el 55%, y en las bien diferenciadas, la presencia de gaps

alcanzaba el 70%, siempre observadas en el mismo cuadrante (Tabla I).

TABLA 1: Clasificacion histologica del CID. Relacion con el patron de crecimiento

TOTAL DISCONTINUO CONTINUO
TIPO de CID

(%) (%) (%)
Bien Diferenciado 27 (45) 19 (70) 3 (30)
Medianamente
Diferenciado 9(19) > (%8) 444
Pobremente
Diferenciado 1932 2710 17.(80)
Mixto 5(8) 4 (80) 1 (20)
TOTAL 80 30 30

BELLAMY (1993) y PATCHEFSKY (1989) comunican la frecuente asociacion entre
el subtipo micropapilar del CID y la existencia de multicentricidad. Este ltimo autor
presenta cifras de multicentricidad del 80% para las formas micropapilares, frente al 36%

para el resto de los subtipos.
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FRIKBERG (1994) recopila la experiencia de diferentes autores sobre la

multicentricidad en el CID, y considera que esta presente en, aproximadamente, la tercera

parte de los casos, como vemos en la Tabla IL

TABLA 11 Incidencia de multicentricidad, en pacientes con CID

AUTOR ANOS N° de Pacientes Multicentricidad
CUTULI 1992 34 12 (35)
LAGIOS 1982 53 17 (32)
NIELSEN 1984 11 4 (36)
SCHWARTZ 1984 11 4 (36)
SCHWARTZ 1989 50 18 (36)
SILVERSTEIN 1992 g8 15 (15)
SIMPSOM 1992 36 28 (78)

TOTAL 293 98 (33,4)

A pesar de los criterios diferentes entre los distintos autores mencionados, podemos

considerar que el CID puede presentar un patrén de crecimiento continuo o discontinuo,

habitualmente en el mismo cuadrante, y que la verdadera multicentricidad es menos

frecuente. El patrén de distribucion en el cuadrante, nos sugiere que la obtencidn de un

margen amplio libre de lesion, deberia ser un objetivo importante en aquellas pacientes en

las que se contemple la conservacion de la mama.

IL.5.2,- BILATERALIDAD

Las cifras de incidencia de bilateralidad en pacientes con CID son estimativas, dado que
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seria necesario realizar una mastectomia bilateral con un estudio patolégico meticuloso para

establecer su verdadera incidencia.

La aparente incidencia de bilateralidad se sitia entre el 5-15% (VON RUEDEN, 1984;
SILVERSTEIN, 1990; FRIKBERG, 1993), y la mayoria de estas lesiones suelen ser también

“in situ” (SENOFSKY, 1986).

Para FISHER, la existencia de un CID bilateral clinicamente evidente es excepcional en
el momento del diagndstico (0,1%), sin embargo, en estudios de autopsias, los indices de

CID bilateral oculto son mayores, situandose alrededor del 30% (NIELSEN, 1987).

La incidencia del CID bilaterai asincrono es similar a la presentacion sincrénica ya
comentada, manifestandose a los 4-6 afios del diagnéstico del tumor primario

(SILVERSTEIN, 1990).

Por tanto, la incidencia de bilateralidad del CID parece escasa, similar a la del carcinoma

infiltrante, y sin que ella signifique una modificacién en la supervivencia (FISHER, 1984).

IL,5,3.- INVASIQ LTA

Conceptualmente, la consideracién del CID excluye la posibilidad de infiltracién, sin
embargo, la incidencia de metéstasis ganglionares asociadas al CID oscila entre el 1-2 %
(SILVERSTEIN, 1991). Es evidente que la presencia de metéstasis ganglionares en un CID

traduce una invasion oculta no detectada en el estudio histopatoldgico del tumor.
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Sin embargo, este concepto no es tan categdrico para algunos autores, para los que el
termino invasion oculta, hace referencia a un carcinoma infiltrante, que s6lo muestra una
pequefia zona de microinvasién en una lesion predominantemente intraductal. La
transcendencia de uno u otro diagnéstico es evidente, desde el punto de vista terapéutico y

pronoéstico.

Las diferencias porcentuales encontradas en la literatura, sobre la posibilidad de
deteccion de esta invasion oculta, son amplias y, en parte, pueden ser explicadas por la
dificultad de aunar criterios sobre la forma de realizar la biopsia y la metodologia del estudio

anatomopatologico de la pieza.

El modo de realizar la biopsia (incisional o escisional), ¢l momento de efectuar el
estudio anatomopatoldgico (intraoperatorio o diferido), y la minuciosidad de este estudio
(namero de cortes histologicos), van a influir de modo decisivo en los porcentajes de
microinvasién detectados. Evidentemente, un diagnostico basado en una biopsia incisional,
y realizado intraoperatoriamente, va a conllevar una mayor posibilidad de error y, de hecho,
no es infrecuente que un diagnéstico de CID realizado en estas condiciones, se rectifique al

detectarse invasion oculta en el estudio diferido en parafina.

No obstante, sin lugar a ninguna duda y, por encima de estas consideraciones, un

patélogo experto en patologia mamaria es esencial para no pasar por alto una invasion oculta.

Parece existir una relacion directa entre el tamafio del CID y la posibilidad de invasion

oculta, y LAGIOS la confirma como vemos en la Tabla III, de modo que, para un tamafio



REVISION BIBLIOGRAFICA

31

superior a 56 mm., alcanza casi el 50%.

TABLA II1: Relacion entre tamario del CID e invasion oculta

Tamaiio del CID N° con invasién oculta N¢ total
0-25mm* 0 h9
26-35mm* 0 12
36-45mm* 0 9
46-55mm* 1 6
>56mm* 12 25
Total 13 111

* Las piezas estaban confirmadas con mdrgenes quirirgicos libres

SILVERSTEIN corrobora esta relacion, (19% de microinvasion para tumores raayores

de 1 cm. y del 5% para menores de este tamafio), y comunica que el tamafio medio de los

tumores de su serie con microinvasion fue de 3,8 cms.

El tipo histolégico del CID también parece tener conexion con la existencia de mnvasion

oculta. El propio SILVERSTEIN (1990) encuentra en su serie que el 75% de los tumores con

microinvasién eran del tipo comedo, y PATCHEFSKY (1989) detecta en su estudio que el

63% de estos tumores (12 de 19) la presentaban, y tan solo mostraron invasién oculta el 11%

del tipo no comedo (4 de 36).

Para otros autores, como FENTIMAN (1986) y GUMP (1987), la invasién oculta la

relacionan con la forma de presentacion del CID, bien sea de manera sintomatica o no. Para

el primer autor los indices de invasion oculta serian del 11% y del 5,5%, respectivamente,
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mientras que para el segundo son del 15% y 5%.

Es clasico en la literatura, y ha sido referido en distintas ocasiones en este trabajo, el
reconocimiento de metastasis axilares (1%) sin evidencia de invasion del estroma mamario,
atin en estudios realizados con microscopio electronico (FOWBLE, 1991). Sin duda,. esto
traduce un error en el muestreo de la pieza, o una limitaciéon metodologica, ya que la
existencia de microinvasion es obligada ante la presencia de metéstasis, pero es una realidad

clinica que conviene no olvidar.

Parece pues que la posibilidad de invasi6n oculta en el CID se relaciona con el tamafio
de la lesién en el momento del diagnéstico, el subtipo histologico, y con el modo de

deteccién, bien sea clinico o radiolégico.

La manera en que se realice la biopsia, el modo en que se haga el diagndstico
histolégico, y la presencia de un patdlogo experto que lo efectie, son factores importantes
que disminuiran la posibilidad de error en el diagnostico de microinvasién. La infrecuencia
de metéstasis ganglionares justifica no realizar linfadenectomia en 100 mujeres en el
momento de tratar el tumor primario intraductal, sino tan sélo en una, de modo diferido, y

ante el diagnostico cierto de microinvasion.

11.6.- DIAGNOSTICQ

El diagnostico definitivo del CID se establece por el estudio histopatologico. En relacién

al diagnéstico y a su metodologia podriamos considerar dos situaciones diferentes:
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A) Lesiones que tienen una presentacion clinica como nédulo palpable, telorragia o
alteraciones a nivel del pezén, y que no reunen caracteristicas clinicas especificas

que las diferencien de las formas infiltrantes.

En lo que hace referencia a la metodologia diagnostica en este grupo tampoco hay

diferencias sensibles y, en esencia esta basada en :

@®  Mamografias
®  PAAF/Citologia

@  Biopsia convencional

1- En relacién a la mamografia, el CID con expresion clinica no presenta
caracteristicas radioldgicas propias que permitan diferenciarlo de una neoplasia

infiltrante.

2.- El papel desempeiiado por la PAAF en el diagnéstico de las lesiones malignas
de 1la mama es bien conocido. En una revision de 31.340 PAAF realizada por
HERMANN (1992), encuentra una sensibilidad entre 65%-98% y una
especificidad de 34%-100% dependiendo de los grupos consultados.
Practicamente no existen falsos positivos, 0-0,4%, (LEE, 1987, FELDMAN,
1985), y los falsos negativos se sitiian entre el 0-4% (O’MALLEY, 1993),

siendo estos casos mas frecuentes en tumores bien diferenciados.

Sin embargo, la mayor limitacién de la PAAF radica en no poder distinguir
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entre formas “in situ” e infiltrantes por razones obvias (FRIKBERG, 1993). En
aquellas formas de CID “sintomaticas”, el diagnéstico de malignidad de la
PAAF nos exige la realizacion de una biopsia, para la confirmacion histologica

definitiva.

La confirmacién diagndstica nos la va a dar la biopsia aunque, en el tipo de
tumores que estamos tratando, va a tener mas dificultades y errores de los

habituales.

Como hemos dicho, €l CID con traduccion clinica es indistinguible de las
formas invasivas y, en estas situaciones, la biopsia suele realizarse
intraoperatoriamente, ante la sospecha de un carcinoma infiltrante. El
diagndstico anatomopatologico por congelacién de CID hay que aceptarlo con
cierta reserva, ya que el diagnostico diferido puede mostrar 4reas de
microinvasién no identificadas en el primer momento. La trascendencia de uno
u otro diagndstico es importante, entre otras razones, por el diferente

tratamiento quirargico a realizar (FRIKBERG, 1993).

Por tanto, el CID con manifestacién clinica no presenta ningun caracter
distintivo con las formas infiltrantes, tanto en la exploracién clinica, como en
el estudio mamografico, y la PAFF. La biopsia establece el diagnostico, pero
estd sujeta a algunas limitaciones en caso de realizarse por congelacion

intraoperatoriamente, como acabamos de comentar.
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B) El diagnostico del CID en los altimos afios se viene realizando en mujeres
asintomaticas en base a hallazgos mamograficos. Estos hallazgos o alteraciones
mamogréficas consisten en: microcalcificaciones, distorsiones del parénquima y en
pequefios nddulos, normalmente menores de 1 cm. Evidentemente, en estos casos

también realizaremos una biopsia para su confirmacién histolégica.

De este modo, el 8% de las biopsias efectuadas en lesiones no palpables y €l 30%

de los canceres de mama no palpables son carcinomas “in situ” (FRIKBERG, 1993).

El objetivo de 1a biopsia de las lesiones no palpables es incluir en ella toda la zona
de sospecha, intentando causar el menor dafio tisular y el menor defecto estético

posible.

Debemos tener en cuenta que la mayoria de las microcalcificaciones que se biopsian
seran lesiones benignas, 65-80%, (COLBASSANI, 1982; ROSES, 1991), por lo
que es importante alcanzar un equilibrio entre la extension suficiente de la biopsia,
para comprender la lesién mamografica sospechosa con margen adecuado y el
resultado estético, dada la benignidad en la mayoria de los casos, como acabamos

de comentar.

En el afio 1974 THREATT describié, por primera vez, el método para biopsiar este
tipo de lesiones no palpables, mediante la colocacion de una aguja guiada por
mamografia que trataba de localizar con precision la zona de sospecha que debia

abordarse de modo selectivo.
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En la actualidad, el método mas habitual consiste en colocar en la mama un
dispositivo metalico, anzuelo o arpén y, posteriormente, con anestesia local o
general, realizar la biopsia de la zona marcada. El dispositivo HAWKINS III sea,

posiblemente, el mas empleado.

Es importante hacer un contro! radiografico de la pieza extraida, para confirmar en
ella la existencia de las microcalcificaciones o de la zona sospechosa y, a

continuacion, remitirla al patélogo para su estudio histoldgico definitivo.

Para una correcta evaluacion patoldgica se recjuiere que la pieza extraida sea
“monobloc”, para asegurar mérgenes continuos, asi como una orientacién adecuada
de la misma, para lo que es necesario marcar el tejido biopsiado. Esta maniobra
facilita el reconocimiento microscépico de los bordes quiriirgicos, y orienta sobre
la ampliacion de margenes en el caso de no encontrar la lesion sospechosa, o bien

porque el diagndstico corresponda a un carcinoma.

1L6.1.- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagnéstico anatomopatolégico del CID normalmente no es complejo, pero en algunas
ocasiones, presenta dificultades en cuanto al reconocimiento de la propia lesion y, tambicn,

en cuanto al diagnéstico diferencial con otras lesiones mamarias.

La distincién entre CID y CLIS normalmente es sencilla, pero cuando coexisten en una

misma 4rea, esta diferenciaciéon puede complicarse, dado que tiene unas caracteristicas
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histolégicas y citolégicas en alguna medida similares (ROSEN, 1984, PATCHEFSKY,

1989).

Aunque, en general, el CID afecta predominantemente al conducto mamario
(FECHNER, 1971; KERNER, 1986), y el CLIS a los 16bulos (FECHNER, 1972), en algunas
ocasiones, el CID se propaga a través del l6bulo mamario, denominandose a este hecho
“cancerizacién de los lobulos”. De igual modo, el CLIS puede afectar a los conductos
(FECHNER, 1972; ANDERSEN, 1974) y, en ocasiones, ambas neoplasias pueden aparecer

juntas en la misma unidad anatémica conducto-16bulo (ROSEN, 1980).

Por todo ello, el diagnostico diferencial no deberia hacerse basado en la localizacion de
la lesion dentro del epitelio mamario, sino por su arquitectura y caracteristicas citoldgicas
diferentes (FRIKBERG, 1987; LAGIOS, 1990). Bien es cierto que, en algunos casos, existen
lesiones con caracteristicas citologicas intermedias entre los dos tipos de neoplasia (PAGE,

1987; ROSEN, 1993), Io cual representa una dificultad adicional para la diferenciacion.

A un lado del espectro del diagnéstico diferencial del CID estarian sus precursores
benignos, especialmente la Hiperplasia Ductal Atipica y, en el otro extremo, su distincién

con el Carcinoma Ductal Microinvasivo.

A) La Hiperplasia Ductal Atipica es una lesion proliferativa de la mama que posee
algunas de las caracteristicas arquitecturales y citoldgicas del CID, en algunos de los
espacios afectados. Las pacientes con HDA tienen un mayor riesgo de desarrollar

un CID, que puede estimarse en unas 4,4 veces superior al de la poblacion en
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general (DUPONT y PAGE, 1985).

La estimacion de riesgo esta matizada por una serie de factores, entre los que
destacan la historia familiar de cancer de mama (DUPONT y PAGE, 1985) y el
estado hormonal de la paciente, menstruante 0 menopausica (LONDON, 1992;
DUPONT, 1993). De igual modo, muestra variabilidad en relacion con el tiempo de
seguimiento de la lesion, de manera que el riesgo es mayor en los primeros diez
afios, disminuyendo a mas de la mitad una vez pasado este tiempo (DUPONT,

1989).

Aunque la HDA es aceptada clasicamente como una lesién premaligna, hoy en dia
es considerada mas bien un marcador de riesgo, dado que la posibilidad de que
aparezca una neoplasia es idéntica para ambas mamas (PALLL, 1991; CONNOLLY,

1992).

La importancia del diagndstico diferencial entre HDA y CID es evidente, pero hay

que considerar que, en muchas ocasiones, es realmente dificil.

ROSAI (1991) realizo un trabajo en el que cinco patologos experimentados
estudiaron una serie de lesiones proliferativas de la mama. En ninglin caso hubo
acuerdo entre los cinco y, tan sélo en el 18 % de los casos, estuvieron cuatro de ellos
de acuerdo. Este trabajo nos resalta la gran subjetividad existente en el diagnostico
de la HDA, ain con el uso de criterios hom'ologables en una clasificacion

previamente aceptada (SCHNITT, 1992).
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B)

Algunos autores han sugerido criterios cuantitativos para ayudar a diferenciar estas
lesiones “borderline”. En 1985, PAGE y DUPONT afirman que, para realizar el
diagnostico de CID, deben estar presentes todas las caracteristicas histologicas y
citolégicas que la definen y, al menos, estar presentes en dos zonas con una
separacién mayor de 2 mm. Estas caracteristicas seran comentadas con mayor

amplitud en el capitulo correspondiente.

TAVASOL! y NORRIS (1990) demuestran que el riesgo de desarrollar un
carcinoma infiltrante es similar para la HDA, vy un pequeiio foco de CID no comedo

menor de 2 mms. y, por consiguiente, estas lesiones debian clasificarse como HDA.

La aplicacién de la citometria de flujo y el uso de anticuerpos monoclonales es un
camino prometedor que deberé ayudar en la diferenciacion del CID y las lesiones
proliferativas de la mama (CRISSMAN, 1990). No disponemos en la actualidad de

marcadores fiables, y su identificacién se realiza por la evaluacion histologica.

El diagnéstico de carcinoma invasivo habitualmente no es complejo, pero la

distincién entre lesiones microinvasivas y CID puede plantear problemas.

Estas dificultades pueden ser debidas a la existencia de fibrosis o inflamaci6n en los
espacios afectados, lo que ocasiona distorsiones en el parénquima, o bien al

fenomeno de “cancerizacion de lobulillos”, ¢ a error en el muestreo, etc,.

No existe un criterio histologico uninimemente aceptado sobre el concepto de
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microinvasién, Para FISHER (1986), la invasién existe cuando hay un foco
incuestionable, bien reconocido de carcinoma invasivo; sin embargo, PAGE (1987)
s6lo afirma el diagndstico de invasion cuando las células tumorales estan presentes

en e! estroma mamario, fuera de la region periductal o perilobular.

FEsta dificultad en diferenciar el CID de formas con microinvasion, tiene un reflejo
en la clinica. Al carcinoma microinvasor habria que aceptarle un cierto potencial
metastasico, por lo que deberia realizarse linfadenectomia axilar y, sin embargo, no
seria necesario asociarla en caso de CID. Es cierto que en numerosas series se
considera que el CID puede presentar metastasis ganglionares, entre el 1-2 % de los
casos pero, evidentemente, en este hecho subyace un error diagnostico y, sin duda,
los casos con afectacion ganglionar serian carcinomas microinvasivos no

diagnosticados.

Se han utilizado técnicas inmunohistoquimicas para marcar la membrana basal
del conducto e identificar la zona de microinvasién (colageno tipo IV), pero el

valor real de estas técnicas no estd claramente establecido (BARSKY, 1983;

SAKR, 1988).

El diagnostico diferencial con el carcinoma invasivo no presenta dificultades en la
mayoria de los casos, pudiendo encontrar células tumorales en los espacios linfaticos

o vasculares, lo que nos lleva al diagnéstico de cancer infiltrante.
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1L.7,- CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CID,

EL CID esta formado por un grupo heterogéneo de lesiones que se manifiestan, clinica
y radiolégicamente, de modos distintos, tienen diferente apariencia histologica, distinta
expresién de marcadores y, lo que es més importante, distinto comportamiento bioldgico y

potencial de malignizacion.

No es facil llegar a un consenso sobre la clasificacion histopatologica en este tipo de
lesiones, pero es importante realizarlo, entre otras razones, como ayuda para progresar en

el conocimiento de estos tumores y facilitar el manejo terapéutico de dichas neoplasias.

La clasificacién ideal deberia reunir una serie de caracteristicas, entre las que

destacarian:

(1 Tener cierta correiacién con la recurrencia local y con el desarrollo de formas
nvasivas.

0 Poder ser aplicada a cualquier tipo de CID, en cualquiera de sus
manifestaciones.

[ Ser simple y rapida de aplicar, aunque sea pequefio el namero de conductos
afectados por el CID.

[J Tener el mayor acuerdo posible, entre los distintos patologos.

DOUGLAS-JONES (1996), recoge las seis clasificaciones del CID que, en mayor o

menor medida, son usadas en la actualidad (Tabla IV).
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TABLA IV: Clasificacion histolégica (Douglas-Jones, 1996)

CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CID MAMARIO
Comedo
Cribiforme
ARQUITECTURAL Micropapiiar
Papilar
Sdlido
Bajo
CITONUCLEAR Grado nuclear Intermedio
Alto
] Sin necrosis
“DE VAN NUYS” Bajo Grado Con necrosis
Alto Grado
Bien diferenciado
“DE HOLLAND” Moderadamente diferenciado
Pobremente diferenciado
CID sin necrosis
“DE NOTTINGHAM” CID con necrosis
Comedo Puro
Sin necrosis (<10%)
POR EXTENSION DE LA NECROSIS | Necrosis (10-90%)
Necrosis extensa(>90%)

A) Dependiendo de las caracteristicas arquitecturales y de la existencia o no de necrosis

de los distintos tipos histologicos, se pueden distinguir los siguientes subtipos

(PAGE, 1987; ROSEN, 1993):

®  Comedo.

@  Crnbiforme.
@  Micropapilar.
@ Papilar.

®  Solido.



REVISION BIBLIOGRAFICA 43

1.- COMEDO: Tiene dos caracteristicas principales, como son: necrosis central y

marcada atipia citologica.

Se encuentra material necrotico ocupando la luz de los conductos, adoptando
forma de “comedo”. Este material necrdtico central acompafiado de depdsitos
calcicos favorece la deteccion mamografica, apareciendo las tipicas

microcalcificaciones lineales, ramificadas o, a veces, dispuestas en granulos

agrupados.

En el afio 1975, AHMED sugirié que las calcificaciones asociadas con la
enfermedad neoplasica eran expresion de un proceso de secrecion activa de las
células epiteliales ductales o acinares, mas que de procesos de mineralizacion
de células degeneradas y de detritus celulares. Esta teoria también es sostenida
por otros autores (PRICE y GIBBS, 1978; EGA, 1980) aunque, posiblemente,

coexistan las dos posibilidades.

Desde el punto de vista microscopico, la forma comedo esta constituida por
células grandes, con gran pleomorfismo nuclear, mitosis frecuentes y anormales

y marcada atipia nuclear.

No es infrecuente encontrar marcada fibrosis del estroma e inflamacion crénica,
que pueden simular una invasién precoz y plantear problemas de diferenciacion

con formas microinvasivas.
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2.-

CRIBIFORME: Las células de esta variante de CID son de tamaiio pequefio o
mediano, nicleos hipercromaticos, escasas atipias, y necrosis aislada. El patron

de crecimiento es similar al de una criba, de ahi su nombre.

MICROPAPILAR: Posee unas células caracteristicas de pequefio o mediano
tamafio que forman a modo de crestas orientadas perpendicularmente a la
membrana basal, proyectandose hacia la luz del conducto. Las figuras mitoticas
son infrecuentes, y el niicleo muestra un hipercromatismo difuso. En su forma

pura tiende a afectar a un gran niimero de conductos.

PAPILAR: Tiene un crecimiento tipico en papilas que crecen hacia la luz del
conducto, pudiéndose encontrar como lesion Gnica que afecta a un conducto

central, o bien como multiples focos periféricos.

La proliferacion de células epiteliales, en las que no encontramos habitnalmente

atipias ni células mioepiteliales, es soportada por un eje fibro-vascular.

Es importante la diferenciacion de este tipo de CID con los papilomas
y ello no siempre es facil. Algunos CID de la variante papilar pueden
mostrar areas de hiperplasia atipica, que pueden complicar ¢l diagnostico

diferencial.

SOLIDO: Las células neoplasicas que lo constituyen son de tamatios variado,

y ocupan y distienden los espacios afectados. Pueden presentar pequefias zonas
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de necrosis.

Existen algunas variantes poco frecuentes del CID como el “clinging”, CID con

células en anillo de sello, y el carcinoma quistico hipersecretor.

Esta clasificacién del CID esta Hena de subjetividad para el patélogo que la
realiza, aun siguiendo cﬁteﬁos homogéneos. Ello explicaria los distintos
porcentajes de estos subtipos de CID, en relacion con los trabajos consultados,
de modo que el tipo comedo puede representar desde el 0% al 50% (PAGE,

1982; SILVERSTEIN, 1990)

Por otro lado, resulta dificil observar un patron histoldgico puro sino que, por
el contrario, predominan las formas mixtas, sobre todo, en lesiones grandes
(PATCHESKY, 1989). Asi, en un estudio de 100 casos de CID, el 30% de¢ las
formas no comedo mostraban un patron histolégico mixto, destacando las
formas cribiforme y micropapilar, y el 42% de las formas comedo contenian en

su seno otras variantes histologicas (LENNINGTON, 1994).

B) Clasificacién basada en caracteristicas citonucleares de las células neoplasicas

(LAGIOS, 1982). Dividen al CID en tres categorias:

1.- Grado nuclear bajo: muestra niicleos monomoérficos redondos u ovales con una
membrana nuclear lisa, cromatina fina, y ausencia de nucleolos. Existen pocas

mitosis y la necrosis esta ausente.
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2.- Grado nuclear intermedio: con moderado pleomorfismo, con tamafio nuclear
mayor al grupo anterior, y con aumento en el numero de mitosis. A veces,

presenta pequefios focos de necrosis.-

3.- Grado nuclear alto: gran pleomorfismo, nicleos grandes con acimulos de
cromatina en forma de granulos, multiples nucléolos, y mitosis frecuentes con

patrén alterado de divisién. Es frecuente encontrar necrosis.

Esta clasificacién presenta importantes problemas a la hora de ser valorada por
distintos patélogos. Se comunican un 62,2% de discordancia en la diferenciacion
entre grado bajo e intermedio, siendo del 33,9% en los casos de grado alto o

intermedio (DOUGLAS-JONES, 1996).

Clasificacion de “Van Nuys”: Divide al CID en alto grado y bajo grado,

subdividiendo este Gltimo grupo en formas con necrosis O Sin NECrosis

(SILVERSTEIN, 1995).

El primer problema que surge en esta clasificacion es el reconocimiento de la
necrosis. Algunos conductos presentas secreciones proteicas eosinofilicas, pero no
detritus celulares o microcalcificaciones. La presencia de detritus celulares deberia
ser un signo patognomoénico, a partir del cual hablariamos de necrosis
(SILVERSTEIN, 1995), pero no todos los autores estan de acuerdo, siendo para
algunos suficiente la existencia de detritus eosinofilicos conteniendo cinco o mas

nucleos picndticos (DOUGLAS-JONES, 1996). Este concepto es el utilizado en la
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clasificacion de “Van Nuys”.

El segundo problema es definir la cantidad del conducto afectado con material
celular degenerado, para ser incluido en uno u otro grupo. Es necesaria para algunos
autores, la existencia de mas del 50% del conducto con necrosis, mientras que para

otros es suficiente el minimo hallazgo de ésta, a nivel intraductal.

El tercer problema es determinar la extension de la necrosis, es decir, cuantos o que
porcentaje de conductos deben estar afectados, para hablar de uno u otro grupo. En
la mayoria de las clasificaciones, como la de Van Nuys o la de Nottingham, como
veremos mas adelante, se acepta que con un solo conducto afectado es suficiente

para distinguir entre la categoria “con necrosis” o “sin necrosis”.

D) Clasificacién de “Holland”, también propuesta por la “European Organization for

Research and Treatment of Cancer” (EORTC), en la que la morfologia nuclear como
manifestacion de la diferenciacion citonuclear, emerge en todos los casos como una
de las caracteristicas mas importantes. También es valorada en esta clasificacion la
polaridad de las células (disposicién arquitectural) que, en muchos casos, ayuda a
definir aquellas situaciones de dificil diagnostico, en especial las del grupo
intermedio, como veremos mas adelante. Basandonos en estos dos criterios, el CID
se divide:

@ Bien diferenciado

@ Pobremente diferenciado

® Medianamente diferenciado
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1.-

Bien diferenciado: Esta constituido por células pequefias de forma cuboidea o
columnar con grado nuclear bajo. No presenta habitualmente fenémenos de
necrosis ni autofagocitosis. Con frecuencia aparecen calcificaciones laminares

denominadas “cuerpos de psamoma”.

La disposicién arquitectural de esta variante de CID suele ser la forma

micropapilar o cribiforme, siendo pricticamente inexistente en la forma sélida.

La diferenciacién de estos patrones de crecimiento se basa en la polarizacioén
celular, es decir, la orientacién del apex de la célula hacia el conducto o hacia
el espacio intracelular. Asi, en la forma micropapilar, el apex celular se orienta

hacia la luz, y en el tipo cribiforme hacia el espacio intercelular.

Pobremente diferenciado: Esta formado por células grandes con grado nuclear

alto. Es facil encontrar células necréticas y autofagocitosis; asimismo, son

frecuentes las calcificaciones groseras.

La disposicion arquitectural de las células en esta variante suele ser la de tipo
s6lido, con distension de los conductos afectados y fibrosis periductal

considerable.

No existe 0 es minima la polarizacion celular. El rasgo diferencial indiscutible
del CID pobremente diferenciado es el gran pleomorfismo celular existente. La

enfermedad de Paget del pezon esta unida a este tipo de lesion.
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3.- Mediangmente diferenciado: Presenta células de mediano tamafio, con grado
nuclear intermedio. La necrosis y autofagocitosis pueden estar presentes, pero

rara vez son destacadas.

Los tumores de este grupo suelen mantener cierta diferenciacion arquitectural,
y este hecho los diferencia de las formas pobremente diferenciadas. De igual
modo, el menor grado de polarizacién nuclear y sus caracteristicas

citonucleares, permiten distinguirlo del CID bien diferenciado.

Evidentemente, las caracteristicas resefiadas de este grupo intermedio parecen
ambiguas e inespecificas, pero algunos autores como BOBROW y ZAFRANI
(1994) defienden su existencia al encontrar diferencias significativas con los
grupos anteriores. En efecto, los valores de receptores hormonales (RH), P53,
Her-2-neu y fraccion “S” detectadas por estos autores, les hacen considerar a

este grupo con caracteristicas diferentes al resto.

En esta clasificacion, aunque son valoradas tanto las caracteristicas
citonucleares como la polaridad celular, en la practica vemos que el segundo
concepto es escasamente utilizado. En un estudio de 180 casos de CID, so6lo en
3 casos (1,6%), el criterio de polaridad celular sirvio para distinguir entre uno

u otro grupo (DOUGLAS-JONES, 1996).

La correlacién de estos subtipos de CID con sus caracteristicas bioldgicas

parece comprobado por BOBROW y ZAFRANI (1994), presentando las
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lesiones pobremente diferenciadas normalmente Her-2-neu y P53 positivos, alto
nivel de proliferacién y, rara vez, RH positivos. Todo lo dicho anteriormente,
hace considerar a este tipo de lesiones de peor prondstico en relacion al subtipo
bien diferenciado, que se suele asociar con bajo indice de proliferacion,
raramente expresa el Her-2-neu, y la P53 suele ser negativa. Las caracteristicas

biolégicas del tipo intermedio estan situadas entre ambos grupos.

HOLLAND (1994) especula acerca de la evolucion de los diferentes tipos de
CID. El CID bien diferenciado se desarrollaria a partir de etapas de hiperplasia
atipica, progresando alguna de ellas a patrén micropapilar o cribiforme. En el
CID pobremente diferenciado no se reconoceria etapa precursora, y podria
deberse a una amplificacién del oncogén Her-2-neu en etapas tempranas. El
CID intermedio puede desarrollarse como una pérdida de diferenciaciéon en

lesiones bien diferenciadas.

No obstante, tenemos que asumir que existen numerosos interrogantes sin una
respuesta clara, entre otros | Quién marca el prondstico en las formas mixtas?,
.Es €l componente histolégico mas numeroso?, o ;Es el componente

pobremente diferenciado?

E. Clasificacion de Nottingham (POLLER, 1994): Estd basada en la presencia o
ausencia de necrosis, caracteristicas citolégicas y arquitectura, estableciendo tres

categorias
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F)

©® CID sin necrosis
® CID con necrosis

® CID comedo puro

1.- Formaria parte de este primer grupo lesiones con patrén cribiforme, papilar,

micropapilar o sélido, que no presentaran necrosis.

2.- También llamadas estas lesiones formas “comedo no puro”. Este grupo estd
compuesto por patrones cribiforme o micropapilar, junto con la presencia de

necrosis en las células tumorales.

3.- Compuesto por lesiones comedo con necrosis extensa.

La dificultad en la valoracion de la necrosis ya ha sido expuesta anteriormente, no
obstante, esta clasificacion maneja conceptos muy claros para tipificar los distintos

tipos de CID dentro de estos tres grupos.

Clasificacién por extensién de la necrosis: Ha sido propuesta por DOUGLAS y

JONES (1996) y definen tres categorias:

@ Sin necrosis,<10%
@ Con necrosis, 10-90%

@ Necrosis extensa, >90%
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En el primer grupo estarian lesiones en las cuales, menos del 10% de los conductos,
presentaban algin tipo de necrosis. Corresponderian al tercer grupo las lesiones que

presentaran mas del 90% de los conductos con algun grado de necrosis.

Todas las clasificaciones expuestas anteriormente muestran una alta relacion entre la
diferenciacion del CID y el grado del carcinoma invasivo; sin embargo, todas ellas presentan

deficiencias, ambigiiedades, y problemas de interpretaciéon, como ha quedado referido.

Actualmente, la clasificacion de Van Nuys esta siendo recomendada por las siguientes

razones.

1.- Muestra un acuerdo importante entre distintos patélogos, dado que evita la
distincion entre el grado nuclear intermedio y bajo, que es fuente de importantes

discordancias diagndsticas.

2.- Presenta reglas muy definidas y puede ser aplicada a un pequefio nimero de ductos
afectados, permitiendo clasificar de modo adecuado lesiones muy pequefias (PAGE,

1987).

3.- El grado de CID clasificado por Van Nuys presenta una relacién significativa con

el grado de carcinoma infiltrante asociado.

4.- Las primeras experiencias con esta clasificacion sugieren que existe relacion con la

supervivencia libre de enfermedad, y con el desarrollo de formas mfiltrantes
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(SILVERSTEIN, 1995).
Estudios posteriores permitiran confirmar las ventajas de la clasificacidon de Van Nuys

sobre los otros sistemas. En el momento actual, representa un método prometedor que

permitira predecir el comportamiento biologico del CID.

IL8.- FACTORES PRONOSTICOQ

Aunque se han hecho muchos intentos para tratar de definir criterios en el CID, la
prediccion a largo plazo de su evolucién parece un cometido dificil, aunque no imposible

(KOMITOWSKI, 1989).

Parece evidente que la supervivencia global de este tumor sélo vendra condicionada por

la aparicién de una enfermedad metastasica, y esto ocurrira:

© Si existe una invasién oculta, no detectada, lo cual puede suceder hasta en el

11% de los casos (VON RUEDEN, 1984; FENTIMAN, 1990).
® Si aparece una recidiva local (RL) del CID en forma de carcinoma infiltrante.

Segiin TUBIANA-HULIN (1993), los factores prondstico clinicamente aceptados y que

afectan a la supervivencia global del CID, serian:

@ Tamafio tumoral
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@ Tipo histologico
® Grado histologico

@ Receptores hormonales

Excluimos el estado de los ganglios linfaticos dado que, conceptualmente, el CID nunca

tendra afectacion de los mismos.

A estos criterios clasicos se han afiadido otros maés recientes, debido al mejor
conocimiento del comportamiento bioldgico de los tumores y del cancer de mama en
particular, asi como al gran desarrollo que estén teniendo las técnicas inmunohistoquimicas,
poniendo de relieve la posibilidad de relacionar marcadores de expresion con riesgo de
recidiva‘y, lo que es mas importante, con la posibilidad de desarrollar enfermedad

invasiva.
Algunos de estos factores pronostico en estudio serian:

Cinética celular y contenido de ADN
P53
Oncogén Her-2-Neu/C-erb-B-2.

Ciclinas

@ © & ©®© @

Apoptosis celular |

|

|

El valor prondstico de estos factores esta por determinar, y algunos de ellos, como las
|

ciclinas o los estudios sobre la apoptosis, son de introduccién muy reciente en este campo.

|
|

|
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IL.8,1,- FACTORES PRONOSTICO CONFIRMADOS

IL8.1.1.- TAMANO TUMORAL

Es admitido por numerosos autores la correlacion entre tamafio tumoral y la existencia
de microinvasion. Se estima que esta ultima es rara en tumores menores de 1 cm. (2-6%), y
la posibilidad es superior al 20% cuando el tumor es mayor de 4,5 cms. (LAGIOS, 1989;

SILVERSTEIN, 1991).

No obstante, el 65-85 % de los CID diagnosticados actualmente no superan los 2 cms.,
y tan s6lo el 1% tiene un tamafio superior a 5 cms. (SOLIN, 1991). Atlin asi, serprende
encontrar casuisticas aisladas, como la de HOLLAND (1990), que refieren hasta el 51% de
CID mayores de 5 cms., lo cual indica la disparidad existente sobre los criterios de medicion

del tamafio tumoral.

Sin embargo, no parece existir relacion entre el tamafio del tumor y la RL y parece, mas
bien, que ésta tenga que ver con el grado histologico, la presencia de necrosis, el tipo
histolégico comedo, y la existencia de margenes quirargicos libres, como analizaremos

posteriormente (HUGHES, 1996).

11.8.1,2.- TIPO HISTOLOGICO

En relacién con el prondstico, parece existir unanimidad en aceptar la mayor agresividad

del subtipo comedo (LAGIOS, 1989; BAIRD, 1990; KUSKE, 1993), que conlleva el mayor
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nimero de RL, en general, y de recidivas invasivas en particular.

El tipo comedo, desde el punto de vista citoldgico, suele asociarse con un grado nuclear
alto (PAGE, 1987), y la incidencia de invasion oculta es mas frecuente en él, asi como en

los subtipos de CID con necrosis (PATCHEFSKY, 1989; SILVERSTEIN, 1990).

En un trabajo realizado por SCHWARTZ en 1992, de 70 casos de CID diagnosticados
en forma asintomatica, el 32 % del tipo comedo desarroll6 una RL, frente a tan sdlo el 3%

de los no comedo.

LAGIOS (1989), SILVERSTEIN (1995) y FISHER (1995) comunican en distintos
estudios la importancia de la necrosis como factor pron6stico en cuanto a la aparicién de RL
y a la supervivencia, y PATCHEFSKY (1989) y SILVERSTEIN (1990) comprueban mayor

incidencia de invasién oculta en las formas histoldgicas con presencia de necrosis.

Debe pues aceptarse que el subtipo comedo y la presencia de necrosis con llevan un peor

prondstico, traducido por un mayor nimero de RL, sobre todo, de formas infiltrantes.

11.8.1.3.- GRADO NUCLEAR (GN) - GRADO HISTOLOGICO (GH)

Es el de mayor valor pronéstico dentro de los factores histolégicos (CONTESO, 1989;

ELSTON, 1981; BROWN, 1993), aan cuando los datos provengan de diferentes centros y
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diferentes patologos (DAVIS, 1986), o se empleen diferentes sistemas de gradacién

(HENSON, 1991).

Hace mas de setenta afios que se realizé el primer intento formal de gradacion
histolégica del carcinoma infiltrante de mama (GREENHOUGH, 1925), destacandose

entonces tan sdlo tres rasgos de importancia:

a.- Formacion de tibulos
b.- Pleomorfismo nuclear

¢.- Hipercromatismo

De este modo, se establecieron las bases para posteriores sistemas de gradacion,
demostrandose en todos ellos una asociacion significativa entre el grado histologico y la
supervivencia, lo que indica la poderosa informacién prondstica que aporta. Sin embargo,
la introduccién del GH en la rutina diagnéstica ha sido lenta, muy posiblemente por la falta
de unos criterios estrictos y homogéneos que limitaran la subjetividad del patélogo a la hora

de establecerlo.

Existe, como hemos dicho, una correlacién altamente significativa entre el GH y la
supervivencia de los canceres de mama invasivos, configurandolo como buen marcador
prondstico y apoyando el concepto de que el GH (asociacion entre grado nuclear y formacion

de tibulos) es también un indicador de la diferenciacién neoplasica.

Numerosos trabajos demuestran repetidamente que las pacientes con cancer infiltrante
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de mama de alto grado o pobremente diferenciado, presentan mayor incidencia de afectacion
ganglionar, de recidivas y muchas de ellas fallecen a causa de las metastasis. Por el contrario,
en aquellas con un cancer de bajo grado y/o bien diferenciado, ocurre lo contrario, y se
obtienen unos indices de supervivencia notablemente mejores (ROSEN, 1981, FISHER,

1988).

También se confirma, por éstos y otros autores, que tanto el GN como el GH son
factores prondstico en todos los estadios de la enfermedad, pero lo son, especialmente, en

pacientes en los que no existen metéstasis ganglionares en la axila, es decir, el estadio L.

Si consideramos al CID, existen trabajos importantes que encuentran relacién entre el

GN v el desarrollo posterior de un cancer invasor, asi como con la posibilidad de RL.

EUSEBI (1994) estudia 80 casos de CID con un seguimiento medio de 17,5 afios, y el
14% desarroll6 en este periodo un cancer infiltrante. De los 80 casos, 14 eran de alto grado
y evolucionaron hacia una forma invasiva 6 (43%), mientras que de los 66 de bajo grado,
s6lo 1o hicieron 5 (7,5%). Todas las formas invasivas surgidas de las formas de alto grado
fallecen tras un periodo de tiempo entre 1y 12 afios, mientras que solo lo hace una de las
derivadas de CID bien diferenciados después de un seguimiento comprendido entre 12y 20
afios. Asi pues, podria deducirse de este trabajo que los CID pobremente diferenciados
evolucionan con mas frecuencia hacia formas infiltrantes (fallece un mayor porcentaje de

pacientes, con un intervalo menor de tiempo).

En la Tabla V adaptada de EUSEBI, se resume la relacién entre el grado de
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diferenciacién y, por tanto, GN y GH, con la posibilidad de desarrollo de un cancer
infiltrante y con la supervivencia. Las diferencias en cuanto a esta ultima son

estadisticamente significativas.

TABLA V. Relacién entre GH del CID / Ca invasivo / Supervivencia.

ciD N° CA Muerte por No Tiempo de
Casos | Invasivo | Enfermedad | Enfermedad | Seguimiento
Pobremente 14 6 6 0 1-12
diferenciado
Bien
66 5 1 4 12-20
diferenciado

LAGIOS (1989) examiné 79 casos de CID en pacientes asintomaticos, y encuentra
igualmente una estrecha relacion entre GN y RL. En 36 lesiones de alto grado, 9 (25%)
presentaron RL, en 10 grado intermedio lo hizo el 10%, y en 33 de bajo grado, ninguna

paciente la desarrolld.

Podemos deducir, en relacion tanto con la recurrencia como con el intervalo libre de
enfermedad, que hay dos entidades distintas de CID, dependiendo del GN y GH (alto o bajo

grado), que presentan diferente potencial de malignidad (LAGIOS, 1989).

Los CID de alto grado, comedo, y pobremente diferenciados desarrollan cancer invasivo
mas frecuentemente y en un periodo mas corto de tiempo que otras formas de CID. Parece
pues, que los carcinomas invasivos que surgen a partir de un CID pobremente diferenciado,

son mds precoces y mas letales que los ocasionados de formas bien diferenciadas, si bien es
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necesaria la confirmacion de esta hipotesis (EUSEBI, 1994).

Posiblemente, el grado de diferenciacion de los canceres infiltrantes surgidos de CID,
esté en estrecha relacion con el grado histoldgico de éstos. Asi, LAMPEJO (1994) estudia
215 casos de canceres infiltrantes, todos ellos con componente intraductal, y observa que el
peor prondstico corresponde a los tumores asociados con CID pobremente diferenciados, y
que el componente intraductal bien diferenciado sélo esta asociado en el 7% de los tumores

infiltrantes estudiados.

Una explicacion posible y 1ogica es que las formas de CID bien diferenciadas sdlo

progresan, ocasionalmente, a carcinoma invasivo y éstos se asocian a un mejor prongstico.

I1.8.1.4.- RECEPTORES HORMONALES

Desde que JENSEN y COLS, en 1968 seifialaron la actividad de receptores estrogénicos
(RE) en algunos carcinomas infiltrantes de mama, numerosos autores han realizado estudios

clinicos y morfoldgicos.

Es en el afio 1975, cuando HOROWITZ y McGUIRE demuestran la posible relacion de

los receptores hormonales con el prondstico de estas pacientes.

KNIGHT en 1977, evalia el papel de los RE en el cancer infiltrante de mama, llegando

a dos conclusiones importantes:
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@ La ausencia de RE lleva consigo una recidiva temprana y peor supervivencia de

pacientes con cancer de mama.

@ La presencia de RE predice la posibilidad de obtener mayor beneficio con el

tratamiento hormonal del cancer de mama.

Las cifras publicadas por “National Sugical Adjuvant Breast Project” (NSABP) indican
que la supervivencia libre de enfermedad, a 5 afios, es el 10% mayor en cancer infiltrante con

RE+, que los que son RE-.

Estos resultados, entre otros muchos, sugieren el considerar a los RE como un marcador

prondstico importante de recidiva, en el cancer invasivo de mama.

En la actualidad, estd comprobado que el 50-60% de los canceres infiltrantes de mama
tienen en su citosol cantidades medibles de RE, y entre el 35-58% de receptores de
progesterona (RP). En el 70% de los casos el RE va a ser funcional, lo cual va a tener
implicaciones, no sélo prondsticas como ya hemos visto, sino desde el punto de vista del

tratamiento a seguir (BENNER, 1988).

Los RP estan directamente modulados por la transcripcién de la proteina del RE, por

consiguiente, la expresién del RP va a ser un fiel reflejo del RE.

Para los pacientes sin afectacion ganglionar, el estado del RE asume un papel superior

al del RP como factor prondstico (CROWE, 1982; CLARK, 1984; MAKI y HOENH, 1989).
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Estudios recientes (PUJOL, 1994), describen un aumento aparente en la frecuencia de
canceres con RE+ en los ultimos 20 afios. La explicacion estaria en las modificaciones
experimentadas en diversos factores hormonales, sin duda, implicadas en la etiologia del

cancer mamario.

Los RH se pueden considerar (FISHER, 1988; McGUIRE, 1990) marcadores
bioquimicos de diferenciacion, equivalentes al grado histolégico, y como €ste, refleja los
cambios biolégicos y funcionales que acontecen en la célula neoplasica. Parece establecida

la relacion inversa entre RE+y GH (BOBROW, 1994).

Los valores de RE y RP en el cancer infiltrante de mama fueron inicialmente
determinados mediante métodos bioquimicos. En los afios 80, GREENE y COLS
desarrollaron anticuerpos monoclonales altamente especificos para RE, detectando dichos
receptores mediante una técnica inmunocitoquimica en cortes congelados. Se ha
desarrollado, ademas, una técnica inmunohistoquimica para la demostracion de RH en
tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina, utilizando también anticuerpos

monoclonales.

En la ultima década, muchos autores han comparado los resultados obtenidos mediante
métodos bioquimicos y las técnicas inmunocitoquimicas ¢ inmunohistoquimicas,
encontrando una excelente relacion entre los valores obtenidos (BORG, 1989; CUNDAHY,
1988; MASOOD, 1989) aunque, en la actualidad, existe una preferencia generalizada hacia
las dltimas, ya que el uso de anticuerpos monoclonales demuestra una mayor sensibilidad
(93%) y especificidad (89%) que los métodos bioquimicos clasicos (71 y 78%,

respectivamente) (McCARTY, 1985).
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Asi como los RH, en el cancer de mama invasivo, son un factor prondstico contrastado,
sin embargo, no podriamos afirmar lo mismo dentro del CID, dado los pocos estudios

realizados acerca del valor y significado de los RH en este tipo de neoplasia.

La deteccion por técnicas inmunohistoquimicas de los RE en el CID, se sitla entre el

30-80% de los casos, como vemos en la Tabla VI

TABLA V1. Relacién entre RE+ y distintos tipos de CID.

AUTOR N° CASOS RE COMEDOQO ALTO NO COMEDO
ciD (%) GRADO (%) | BAJO GRADO (%)
GIRI 48 45% <20 >50
BUR 95 80% 57 91
g";‘;&%ﬁ s 26 73% 50 67
PALLIS 51 54% 25 66
POLLER 150 32% 16 43
ZAFRANI 95 77% 74 83

Este amplio rango en la positividad de los receptores se debe, en parte, a la inclusion de
diferentes subtipos histolégicos de CID en las series y a que, ademas, en algunos casos,
aparecen mezclados CID con CLIS, siendo estos ltimos normalmente RE+. Por ultimo, hay

estudios que tienen pocos casos para sacar resultados concluyentes.

No obstante, parece irse confirmando que los RE+ son encontrados, en una alta
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proporcién, en el patrén histolégico cribiforme y micropapilar, pero menos frecuentemente
aparece en las formas comedo (GIRI, 1989; BUR, 1992; BARNES, 1990; WILBUR, 1993;

POLLER, 1993).

También se ha encontrado que la alta expresion de RE y de RP esta asociada con tamafio
nuclear pequefio y buen grado de diferenciacion nuclear, y que una alta proporcion de
lesiones con tamaiio nuclear grande, niicleo pobremente diferenciado y, a veces acompafiado
de necrosis extensa, son RH- (POLLER, 1993, BOBROW, 1995). Estos mismos autores
encuentran una relacién significativa entre la expresion de ambos RH, con la ausencia de

proteina c-erb-B-2, siendo los resultados contradictorios en cuanto a la asociacion con el IP.

ZAFRANI (1994) resalta la relacion inversa entre la expresion de RE y RP con la

presencia de necrosis tumoral en el CID.

Aun existiendo discrepancias evidentes en los estudios comentados, debidas a los
diferentes tipos de CID evaluados, diferente metodologia empleada, asi como los distintos
criterios utilizados para la evaluacion (positividad o negatividad) de los RH, de la revision

de 1a literatura, podemos concluir:

. [ La presencia de RH es frecuente en el CID (32-80%).

(O La expresion, tanto de RE como de RP, se relaciona con:

a) Buena diferenciacion tumoral.
b) Patrém histologico no comedo.

¢) Grado histologico/nuclear bajos.
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d) Ausencia de expresion del gen Her-2-neu

e) Ausencia de necrosis.

No disponemos de datos s6lidos que nos permitan afirmar que la presencia de RH en el
CID, al igual que en el carcinoma infiltrante, se traduzca en buen pronéstico, aunque todo

parece apuntar en ese sentido.

IL.8.2.- FACTORES PRONOSTICOQ EN ESTUDIO

Dentro de los distintos tipos histoldgicos del CID existen conductas variables y
respuestas impredecibles al tratamiento. Ello sugiere que pueden existir subgrupos peculiares

por su biologia, incluso en el seno de entidades histologicamente indistinguibles.

Aunque actualmente se desconoce la manera de controlar con eficacia los mecanismos
mediadores de la conducta heterogénea de los tumores, los avances recientes en genética
celular sugieren la existencia de diversos marcadores, a través de los cuales podrian
establecerse sistemas de clasificacion que pusieran de manifiesto sus distintas caracteristicas

bioldgicas.

Con las técnicas que hoy disponemos nos situamos ante un reto importante: encontrar
aquellos marcadores de expresion que nos ayudarian a entender mejor €l comportamiento
bioldgico de este grupo de tumores, de cara a valorar aquéllos que van a tener mas riesgo de

recurrencia y, lo que es mas importante, aquéllos que van a desarrollar una enfermedad
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invasiva.

Por tanto, de su conocimiento podrian deducirse implicaciones prondsticas y
terapéuticas, al poder adaptar el tratamiento a cada caso concreto. Bajo este prisma, hemos
considerado una serie de marcadores biologicos estudiados en el cancer invasor, cuyo valor
es poco conocido y, en algunos casos, escasamente estudiados en el CID y que vamos a

desarrollar a confinuacion:

Cinética celular y contenido de ADN
P53
Oncogén Her / Neu / C-erb-B-2

Ciclinas

@ ® ® ® ©

Apoptosis celular

Quizas, una de las caracteristicas determinantes de la enfermedad neoplasica, sea la
capacidad proliferativa de las células tumorales. El establecimiento de diferentes poblaciones
celulares segiin sus propiedades cinéticas, asi como la proporcion de las mismas es, pues, de

especial importancia.

El estudio de contenido de ADN nuclear aporta informacion sobre dos importantes
aspectos de la célula neoplésica: por un lado, valora la alteracién en el contenido del ADN

(ploidia) respecto a las células normales y, por otro lado, permite observar la distribucion de
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la poblacion celular en diferentes fases del ciclo celular.

El ciclo celular es el intervalo de tiempo en el que ocurre el conjunto de acontecimientos
bioquimicos y morfoldgicos que conlleva la mitosis, y que conduce a la division de una célula

progenitora en dos células hijas.

La teoria actualmente aceptada del ciclo celular (BASERGA, 1981), comprende dos

fases centrales (Fig. 1):

ADN

4N

N
Z

-
L AR R RN R RN RN R R RN R R R RN R RN R RN AR R RN AR R RN R RN D])

G1 G1

(=)

0 12 24 36 48 60 72

HORAS

Figura 1: Fases del ciclo celular

FASE “S”- Sintesis de ADN y replicacion de cromosomas, que dura 6 horas.

FASE “M”- Mitosis, que dura 30 minutos.



REVISION BIBLIOGRAFICA 68

Entre ambas, habria dos fases de enlace:
G, - Se sintetiza ARN y proteinas, dura 12 horas.

G, - Se sintetiza ARN y proteinas también y dura 6 horas.

En los tiltimos cinco afios, gracias a las nuevas técnicas de ingenieria genética, se ha
producido abundante informacion sobre los elementos claves en la regulacion del ciclo
celular, asi como de las lesiones moleculares en la misma y su papel en el proceso neoplasico

(CORDON, 1995; KARP, 1995; HIRAMA, 1995; HUNTER, 1994).

Dentro de los métodos de analisis celular que se utilizan, caben destacar:

1.- MORFOLOGICOS: Contaje de mitosis
Es el método mas tradicional y simple para medir la actividad proliferativa. Consiste
en el recuento de figuras mitdticas en el corte histologico. Tiene muchos aspectos
cuestionable, tal vez el mayor radica en la variacion de la superficie observada por
campo microscopico en los diferentes tipos de microscopio. Quedaria obviado, st
nos referimos a un niimero concreto de células identificadas (ej. n® de mitosis/1.000

células identificadas), pero es un método dificil y obsoleto (SIMPSON, 1992).

2. - INCORPORACION DE PRECURSORES DEL ADN: Timidina tritiada
Con el radiotrazador H*-Timidina se “marcan” las células portadoras de ADN que
se encuentran en fase “S”, y se determina su numero mediante autoanalizado,

obteniendo el indice de proliferacion:
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4.-

) Ne° de células incorporadas
Indice de proliferacion (IP) =

N° total de células

Este indice representa la tasa de proliferacion celular y parece relacionarse bien con
el prondstico, pero es un procedimiento dificil para la practica diaria, dado que es
necesario usar tejido fresco; el marcaje con Timidina-H’ necesita de dos a tres
semanas para ser efectivo, y se precisa para su identificacion personal altamente

cualificado (WOOSLEY, 1991; LINDEN, 1992).

CITOMETRICOS: Citometria de flujo

Permite calcular el porcentaje de células en fase “S”, asi como la cantidad de ADN
existente en el nucleo de las células tumorales (diploide/aneuploide), pudiéndose
estudiar tanto en tejido fresco como conservado en parafina. Es un método muy
extendido, demostrandose una importante asociacion entre la presencia de una alta
fraccion celular en fase “S” y un peor pronostico, independiente de la situacion

ganglionar (HEDLEY, 1993).

No obstante, la citometria de flujo requiere una instrumentacion costosa, la técnica
es compleja, asi como la interpretacion de los resultados, y estos dependen de la
proporcién de células tumorales existentes en la muestra. Ademas, en presencia de
una poblacién aneuploide, es dificil el calculo de la fraccion “S” (HALA, 1990,

WOOSLY, 1991).

INMUNOCITOQUIMICA: PCNA/Ag Ki-67

La deteccién de antigenos (Ag) nucleares asociados a la proliferacion mediante
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técnicas inmunohistoquimicas constituye un método sencillo que se puede realizar

marcando Gnicamente las células neoplasicas.

A) ElPCNA es una proteina nuclear, no histona, que interviene en la sintesis del
ADN como cofactor de la enzima ADN-& Polimerasa (LINDEN, 1992). Este
Ag se incrementa en la fase G, alcanza el maximo en la fase S, y decrece en
G,/M (BRAVO, 1987). Su nivel se correlaciona con el indice de Timidina
marcada y con la fraccion de células en fase “S” (BATTERSBY, 1990,
SIITONEN, 1993), pero su relacion con el recuento de mitosis se discute

(FRIERSON, 1993; TAHAN, 1993; LEONARDI, 1992).

Para su deteccién, habitualmente se dispone de diversos anticuerpos (PC-10,
19A,, 19F,), que reaccionan contra el Ag nuclear que se encuentra en el
nucléolo de las células tumorales. Ef Ac PC-10 ofrece claras ventajas sobre los

demas Ac, por su afinidad en tejidos parafinados.

Aunque hasta hace dos afios, el PCNA a través del Ac monoclonal PC-10 ha
sido considerado el marcador mas fiable de proliferacion, estudios mas recientes
han indicado que su determinacion mediante el anticuerpo PC-10 no es tan
eficaz como se pensaba, ya que aunque muy sensible, es sin embargo, poco
especifico, puesto que detecta el epitopo simple y reconoce no sélo otras
proteinas similares nucleares, sino también formas de PCNA no nucleosémicas
y, por tanto, no asociados a la sintesis activa de ADN. Ademas, se ha

comprobado que el tanto por ciento de positividad de este anticuerpo es
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proporcional al tiempo de fijacion del tejido.

De lo expuesto anteriormente, podemos deducir como los valores determinados

de PCNA son, generalmente, superiores al real (CANADAS, 1995).

No obstante, parece existir correlacion entre PCNA elevado y otros parametros
de mal prondstico, como en tumores muy indiferenciados (grado histolégico
IIT), tumores aneuploides, y con ausencia de RE. Sin embargo, existe menos
relacién con el tipo histolégico, con el tamafio tumoral, y con la edad de las

pacientes (SITONEN, 1993; BIANCHI, 1993).

Igualmente proporciona una informacion atil en relacién con la supervivencia
a corto plazo (5 afios), siendo menos fiable a los 10 afios. En este sentido, una
alta tasa de células tefiidas con PCNA representaria una menor supervivencia
a 5 afios, independientemente del anticuerpo utilizado (LEONARDI, 1992;

KREIPE, 1993, BIANCHI, 1993).

FERNANDEZ-CEBRIAN (1994) define el PCNA como el factor prondstico
con mayor potencia estadistica para el analisis de la recidiva local y sistémica,
en el carcinoma invasivo sin metastasis ganglionar. En su serie de 70 casos, en
ausencia de expresion del Ag, la tasa de recurrencia fue nula, elevandose ésta
al 46,87% cuando el PCNA es positivo. Sus cifras son ligeramente superiores

a las obtenidas por otros autores (BIANCHI, 1993).
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B)

En estos momentos, la técnica inmunohistoquimica mas utilizada, ya que parece
ser la mas fiable, es la deteccion del Ag Ki-67 mediante diferentes Ac

monoclonales.

El Ki-67 es un Ag nuclear humano de naturaleza proteica, no histona, de
composicidn aiin desconocida, y que se encuentra en todas las c€lulas que estan
proliferando. Su sintesis se inicia en la fase G, del ciclo celular, aumenta en la
fase “S” alcanzando su méaxima expresion al final de la misma, y no existe en

la fase G, (GERDES, 1991, LINDEN, 1992).

En 1983, GERDES y COLS elaboran un Ac monoclonal (Ki-67) para la
deteccion de este Ag en tejido congelado. Pero, en la actualidad, se utiliza un
nuevo Ac monoclonal, el MIB-1, que permite la deteccion del Ag en tejidos

fijados en formol y parafinados, y reacciona con el mismo epitopo antigénico

que el Ac Ki-67 (KEY, 1993; CATTORETTI, 1992).

La deteccion de MIB-1 se correlaciona de forma estrecha con el recuento de
mitosis (WEIDNER, 1994) y con la positividad para el Ac Ki-67
(BARBARESCHI, 1994), aunque su asociacion con la fraccion celular “S” es

baja (ANDERSON, 1993),

Ademas de su utilidad como marcador de proliferacion celular se tiende, cada
vez mas, a considerarlo como marcador general de prondstico. Su indice de

expresion oscila entre 0-80%, y una positividad mayor del 20% es indicativa de
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mal prondstico (SAHIN, 1991; GASPARINI, 1992). Se encuentra, ademas,
correlacién con la actividad mittica y grado histologico elevados
(GASPARINI, 1989; MARCHETI, 1990), negatividad de los RE (VERONESE,

1991), y tendencia a la invasion (CANADAS, 1995).

No obstante, un problema que presentan los métodos inmunohistoquimicos, en general,
para la evaluacién de los marcadores biolégicos, es que es sencillo reconocer la actividad

proliferativa alta o baja, pero es dificil definir ésta en los grupos intermedios.

El indice mitdtico es uno de los tres criterios usados para determinar el grado tumoral
e histologico, y ha demostrado ser un factor pronostico independiente en el cancer infiltrante

de mama (MEYER, 1979, ELSTON, 1982; BAAK, 1985).

Sin embargo, aparte de un trabajo realizado p01; MEYER en 1986 es, en los ultimos 4-5
afios, cuando se realizan algunos estudios sobre la actividad proliferativa en el CID. En el
trabajo que acabamos de mencionar se estudia con H>-Timidina el IP en cancer invasivo de
mama con gran componente de CID, encontrando éste francamente elevado en las formas

comedo.

LOCKER (1990) estudia 46 casos de CID usando citometria de flujo, encontrando que

el IP es mucho mas bajo en las formas cribiformes que en otros tipos.

Con el desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas y el uso de los Ac monoclonales

para identificacion de Ag nucleares, BOBROW Y ZAFRANI, en 1994, realizan unos
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estudios muy interesantes, encontrando ambos autores una relacion directa entre el alto IP
con la forma histolégica comedo, con lesiones pobremente diferenciadas y con la presencia

de necrosis.

En concreto, ZAFRANI estudia 94 casos de CID utilizando Ac monoclonal Ki-67, y
encuentra que este marcador se expresa en el 28% de los casos en que no existe necrosis,
siendo éste cercano al 100%, cuando la necrosis esta presente de forma masiva. Asimismo,
en las formas no comedo y en los casos bien diferenciados, el IP se sitia en torno al 22%
comparandolo con el 72% en las formas comedo, o €l 94% en los casos pobremente

diferenciados, con presencia de necrosis.

TABLA VII: Actividad proliferativa en el CID (Resumen de series)

AUTOR Método N° de Comedo Alto | No Comedo
casosdeCID Grado Bajo Grado
MEYER Timidina* 51 4,5% 1,5%
LOCKER Citometria de flujo 46 12,5% 5%
BOBROW IHQY KiS1 (Ind. Prolif*) 105 89% ]
ZAFRANI IHQ/KI&7 (Ind. Prolif*) 94 72% 22%

¥ Corte al 10% de células marcadas.

Luego, parece que estamos situados ante un marcador cuya expresidn seleccionaria un
grupo tumoral, dentro de la heterogeneidad del CID, cuyo comportamiento clinico va a ser

mas agresivo que aquellos en los que no se encuentre dicho marcador.



REVISION BIBLIOGRAFICA 75

J1.8.2.2.- PROTEINA P53, ANTIONCOGEN.

El crecimiento de todas las células del organismo esta sometido a la existencia de
diferentes controles en la multiplicacién, diferenciacion y muerte celular. La pérdida de €stos
constituye el hecho fundamental y dramatico del cambio neoplasico y de su progresion

(BISHOP, 1987).

La base genética de la carcinogénesis fue propuesta por BOVERI en 1914, en su teoria
de “la mutacién somatica”, que seria confirmada con el descubrimiento posterior de
alteraciones moleculares en algunos genes (ROUS, 1966; BARBACID, 1987; BISHOP,

1987; STANBRIDGE, 1990).

Los oncogenes y sus homologos, los protooncogenes (genes normales que
potencialmente pueden ser activados a genes formadores de neoplasias), se derivan de genes

altamente conservados a través de la evolucién celular (DOOLITTLE, 1983).

Los protooncogenes estan probablemente involucrados, en las células normales, en el
control, proliferacién y/o diferenciaciéon celular (BARBACID, 1989). Serian, por tanto,
componentes del genoma celular, cuya expresividad se reprime o acelera por mutaciones

debidas a la accion de carcindgenos de diferentes tipos.

Una vez activado el protooncogén, que ya pasa a ser denominado oncogén, codifica una
proteina anémala, capaz de hacer que la célula transformada escape a los mecanismos que,

en condiciones fisiologicas, controlan y regulan la proliferacién celular. Ocasionalmente, las
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proteinas oncogénicas pueden alterar los programas de diferenciacién celular y otros
sistemas de control involucrados en la prevencion de la destruccion de las células normales.
Esto supone que los productos anémalos codificados por los oncogenes, se hacen
responsables del crecimiento indisciplinade de las células cancerosas (KLEIN, 1985;

NICHOLSON, 1989).

Se han descubierto muchos genes relacionados con el cancer que se encuentran mutados
en tumores humanos, y el “gen supresor” P53 es el ejemplo mas caracteristico, pues se
encuentra mutado en casi la mitad de todos los tipos de cancer de un amplio espectro de

tejidos (THOMPSON, 1990).

Este gen fue descubierto por LANE y CRAWFORD en 1979, y se encuentra en el brazo

corto del cromosoma 17, siendo por si mismo un “gen supresor tumoral” (FINLAY, 1989).

El gen P53 codifica una fosfoproteina nuclear de 393 aminoacidos, y de peso molecular
53 Kilodaltons (KD). Esta proteina tiene un dominio de localizacién nuclear (SHAULSKY,
1990), sin el que no puede ejercer su funcién, puesto que su efecto supresor lo desarrolla en

el ntcleo (MARTINEZ, 1991).

En condiciones normales, la proteina p53 se mantiene en niveles bajos de expresion,
dado que es rdpidamente degradada (vida media de 5-20 minutos); sin embargo, la
oncoproteina p53, ya mutada, pasa a tener una vida media de 24-72 horas, por lo que es

facilmente identificable por diferentes métodos.

La funcién exacta del gen P53 se desconoce, aunque el resultado de varias
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investigaciones sugiere que regula el “punto de control” del ciclo en el que se asegura la
integridad del genoma. Es decir, seria como un “editor de lectura” del ADN, de modo que
si identifica dafio en él, pararia el ciclo en fase G, (KASTAN, 1991), y asi evitaria que los
errores se reproduzcan durante la fase “S” o sintesis del ADN (Fig. 2). Por otra parte el P53
actiia también como factor de transcripcion, activando otros genes envueltos en procesos de

proliferacion celular y apoptosis.

Figura 2: Efecto del gen p53 en el ciclo celular.

Para que el gen P53 actiie con capacidad transformante oncogénica tiene que ser
mutado. Se cree que el brazo corto del cromosoma 17, donde asienta el locus del gen P53,
pierde un alelo (Fig. 3), y también existe la posibilidad de que su proteina normal, con

actividad supresora, pierda su funcion por neutralizacion con otras proteinas celulares o
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virales. A este fendmeno se le conoce como “secuestro o estabilizacion” de la proteina

(BISHOP, 1991; HARRIS, 1991) y, en cualquiera de los casos, perderia su accion represora.

PRINCIPALES REGIONES D
MUTACION EN NEOPLASIAS

*
1 100 200 300 *\ 393
Secuencia de activacion Secuencla de anlace
‘de ka transcripcién especifico con DNA Sefales de focalizacidn nuclear

Figura 3: Estructura funcional y mutaciones del gen p53.

Aparte de la funcién descrita anteriormente para el P53, como gen supresor, SCOTT
LOWE (1994), en el Instituto de Tecnologia de Massachusetts (EE.UU.) muestra una
segunda funcion, en relacion con la respuesta de las células tumorales a la quimioterapia.
Este autor demuestra que el P53 protege al organismo, permitiendo que las células atacadas
por la quimioterapia escojan una via de suicidio, antes que el dafio muy grave a su ADN

provoque un crecimiento incontrolado.

Multiples estudios estan intentando demostrar las muchas formas en que el gen P53
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puede provocar o suprimir la resistencia a la quimioterapia. El tiltimo estudio realizado por
el oncologo noruego PER LONNING, de Bergen, demostré que de 63 pacientes con cancer
invasivo de mama tratados con Doxorubicina, la tasa de recidivas después de la terapia en
pacientes con el gen P53 mutado era del 69%, en comparacion con €l 8% en enfermas cuyo

gen P53 permanecia intacto.

Por tanto, pareceria que el conocimiento de la situacién del gen P53 en las células
tumorales seria importante, de cara a reconocer aquel grupo de tumores que tienen

posibilidades de responder al tratamiento quimioterapico.

La asociacion del gen P53 con neoplasias mamarias humanas, fue demostrada por vez
primera en 1982, al observarse que el 9% de las pacientes con cancer mamario,
especialmente si tenfan metastasis viscerales, presentaban Ac circulantes para la proteina p53

humana (CRAWFORD, 1982).

Se han observado mutaciones heredadas del gen en la linea germinal de familias con el
sindrome de Li Fraumeni, con alta incidencia de cancer mamario (MALKIN, 1990;
EYFJORD, 1995), y en otros canceres de mama familiares, especialmente los descritos en

relacion con el gen BRCA. 1, asociados a cancer ovéarico (WEBER, 1994; FORD, 1995).

La presencia de mutaciones del gen P53 en células del cancer mamario se estima entre

un 13-18% de los casos (PROSER, 1990; CHEN, 1991).

En relacion al cancer invasivo de mama, la sobreexpresion de la proteina p33 ha sido

detectada entre el 27% y el 54% de dichas neoplasias (BARTEK, 1990; CATORETTI, 1988;
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DAVIDOFF, 1991; WALKER, 1991; ISOLA, 1992). Esta sobreexpresion se puede asociar
con otros factores de mal pronéstico del cancer infiltrante de mama, como el oncogén HER-
2-neu, la existencia de RE-, EGFR+, GH alto, y elevacion de la fraccion “S” (CATORETTI,

1988; ISOLA, 1992; FRIDRICH, 1993).

Desde el punto de vista clinico, la proteina p53 se considera un marcador de agresividad
y de capacidad metastatizante. En general, pues, su activacion se asocia a un curso clinico

desfavorable del carcinoma invasor de mama (DAVIDOFF, 1991).

Existen pocos estudios acerca de la expresion de la proteina p53 en el CID. Se ha
observado que las alteraciones del gen y la sobreexpresion de su proteina aparecen en todas
las fases de progresion del cancer mamario. En la hiperplasia sin atipia no se han encontrado
alteraciones, son excepcionales en las lesiones con atipia epitelial e incrementa su frecuencia
en el CID, situAndose su sobreexpresion en torno al 25-40% (DAVIDOFF, 1991; WALKER,

1991; POLLER, 1993; UMEKITA, 1994).

Los valores de la sobreexpresion de la p53 varian en relacion con el subtipo histologico
del CID que consideremos. De hecho, es infrecuente encontrarla en neoplasias bien
diferenciadas, y su presencia se limita, practicamente, a formas pobremente diferenciadas

y al patron comedo.

WALKER (1991), encuentra positividad de la p53 en 5 de 10 casos de CID, de los que
4 fueron del tipo comedo. POLLER (1993), la detecta en el 25% de sus 143 casos de CID,
limitandose esta sobreexpresion sélo a lesiones con un gran tamafio nuclear y grado elevado

de necrosis.
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En la amplia serie de 105 CID de BOBROW (1994, 1995), se aprecia aumento de la
expresion en el 35% de los casos, asociada a los casos pobremente diferenciados casi

exclusivamente. ZAFRAN], en su casuistica de 94 pacientes confirma los mismos hallazgos.

Estos mismos autores establecen, también, relacion entre la sobreexpresion de la p53 y
la existencia de necrosis tumoral, de manera que un alto grado de la misma se acompafia de
un aumento en la expresion de hasta el 99%, si se compara con los casos sin necrosis

(BOBROW, 1994, 1995; ZAFRANI, 1994).

En resumen, parece que la sobreexpresion de la p53 se asocia con factores prondstico
que confieren mayor agresividad al CID como: patrén histologico comedo, grado bajo de
diferenciacién y presencia de necrosis; luego el aumento de expresion de la p53 se va a

asociar con aquellos casos de CID que van a tener en principio un pronostico desfavorable.

11,8.2.3.- ONCOGEN HER-2/NEU/c-erbB-2.

Los cambios que ocurren en la estructura y en la expresion de los oncogenes parecen ser

uno de los responsables de la transformaci6n neoplasica y de su progresion.

El HER2/NEU/cerbB-2 es el oncogén mas estudiado hasta ahora, no sélo en el cancer

de mama, sino también en otras neoplasias.

Se trata de un protooncogén identificado por SHIH en 1981, al que denomin6 NEU.

COUSSENS en 1985, y SEMBA en el mismo afio, dan nombre a dos grupos de genes
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independientes, a los que llaman HER-2 y Cerb-B-2. Posteriormente, realizando estudios de
mapeo cromosomico y analisis de secuencias de aminoacidos, se dan cuenta que los tres
genes (neu; cerb-B-2; her-2) son el mismo gen (COUSSENS, 1985, FUKUSHIGE, 1985;

SCHECHTER, 1985), al que se denomina HER-2 NEU.

El Her-2 neu forma parte de la familia de genes activadores de la tirosina-kinasa y
¢0diﬁca una proteina de membrana de 185 KD, que es parecida al EGFR. Se cree que esta
proteina representa un receptor transmembrana cuyo ligando aun no ha sido determinado
(COUSSENS, 1985, STERN, 1986). Se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 y posee

tres lugares de actuacion, extracelular, transmembrana, e intracelular (Fig. 4).
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Figura 4: Esquema de las diferencias entre el oncogén neuy el EGFR, tanto en la
estructura normal (N) como en la oncogénica (O)
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La activacién de este gen para la transformacion neoplasica en un modelo tumoral de
rata parece ser debido a la mutacion de un aminoacido por otro (adenina-timidina), en un
s6lo punto (BARGMAN, 1986). Sin embargo, en tejido humano, la activacion de este
receptor parece debida a la sobreexpresién de la proteina, lo cual se debe a la amplificacion

o alteracién en la regulacion del oncogén Her-2 neu (LEMOINE, 1986; SLAMON, 1987).

El gen Her-2 neu puede determinarse mediante el niimero de copias de ADN que traduce
la amplificacién, o por la identificacién de la proteina que codifica o expresa, pudiendo ser
detectado entre el 10 y el 30% de los carcinomas de mama (SLAMON, 1987, LOVEKIN,
1991). Esta variabilidad se debe a los distintos métodos de determinacion del oncogén, bien
por hibridacién del ADN, bien por métodos inmunohistoquimicos, en los que podemos
utilizar un amplio arsenal de anticuerpos monoclonales (CB11, CBE1, 21N, DAKGO, etc),
teniendo éstos distinta sensibilidad, a la hora de evaluar la expresion de la proteina Her-2 neu
(BORROW, 1994). No obstante, cualquiera que sea el método empleado, es valido para
evaluar el oncogén, como lo demuestran numerosos autores (BERGER, 1988; SLAMON,

1989; MOLINA 1990).

Existe una cierta relacion entre la expresion del gen y el tipo histolégico del cancer de
mama, encontrandose mayor expresion en el carcinoma minimamente invasivo que en
carcinomas ductales o lobulillares claramente infiltrantes (VAN DER VIJIVER, 1988;
BARTKOVA, 1990; ALLRED, 1992), asi como es practicamente inexistente en CLIS

(RAMACHANDRA, 1990; LODATO, 1990; SOMERVILLE, 1992).

La expresion de la oncoproteina Her-2 neu se encuentra entre el 45 y el 60% de los CID
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(VAN DER VIJVER, 1988; BARTKOVA, 1990), valores superiores a los comunicados en
los canceres invasivos. Esto sugiere péra algunos autores que dicha sobreexpresion ocurre
en fases tempranas de la carcinogénesis, lo que podria determinar aquellas lesiones benignas
o premalignas, con riesgo de desarrollar un carcinoma invasivo. Es decir, ¢l oncogén Her-2-

neu jugaria un papel importante en el inicio de la neoplasia, pero no en el progreso de la

misma (GUSTERSON, 1988; ALLRED, 1992).

Sin embargo, IGLEHART (1990) difiere de lo anteriormente expuesto, observando que
el Her-2 neu se encuentra en todos los estadios de la enfermedad, manteniéndose durante la

fase metastasica.

La relacion del Her-2 neu con otros factores prondstico en el cancer invasivo esta bien
estudiado, evidenciandose en numerosos trabajos la relacion directa de sobreexpresion del
Her-2 neu con el GH y GN elevados. Sin embargo, la relacion con el tamafio tumoral, RH
y afectacién ganglionar no estd clara, existiendo gran variabilidad en los resultados
(BERGER, 1988; TANDON, 1989; RO, 1989; SLAMON, 1989; TSUDA, 1989; MARK,
1990; PAIK, 1990; MOLINA, 1990). No obstante, parece que la expresion del oncogén se
asocia en mayor medida con los tumores con RE negativos (WRIGHT, 1990; HEINZT,

1990).

Aunque algunos estudios no encuentran relacion entre la expresion del oncogen Her-2
neu y la afectacion ganglionar de estos tumores (GARCIA, 1989; GUERIN, 1989), otros
autores como CLARK y McGUIRE (1991) comunican unas cifras de expresion entre el 17

y el 41% para los pacientes con afectacion ganglionar, en comparacion con ¢l 11 al 33% de
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sobreexpresion de dicho oncogén para las pacientes N,,.

También se ha correlacionado con la tasa de proliferacién, determinada por el indice de
incorporacion de timidina y mediante el anticuerpo Ki-67, encontrando mayor expresion del

oncogén cuanto mayor es el indice de proliferacion (MARX, 1990).

No se ha encontrado una relacion significativa con la P53, existiendo datos
contradictorios (DAVIDOFF, 1991; OSTROWSKY, 1991; WALKER, 1991), aunque algun

autor si la demuestra (CHANG, 1991).

Existen numerosos estudios sobre la relacién entre la expresion del Her-2 neu y el
prondstico de cancer invasivo de mama. SLAMON (1987) fue el primero en demostrar la
asociacion entre la amplificacion del gen Her-2 neu, y un peor pronostico de estas
neoplasias. Més tarde, otros autores corroboraron estos hallazgos (WRIGHT, 1990;
MOLINA, 1990; DYKINS, 1991); aunque otros estudios no llegan a encontrar esta relacion

(ZHOU, 1989; THOR, 1989; KURY, 1990; HEINZT, 1990; GRAMLICH, 1994).

Lo que si parece claro es que el oncogén neu es un factor ligado a un pronostico
desfavorable en pacientes con afectacion ganglionar. Sin embargo, en pacientes sin
afectacion axilar, su utilidad es controvertida, de modo que algunos autores no encuentran
relacién con la evolucion de la enfermedad a efectos de supervivencia y tiempo libre de
enfermedad (SLAMON, 1989; TSUDA, 1989; TANDON, 1989), mientras que otros, como
RO (1989), PAIK (1990), WRIGHT (1989) y PATTERSON (1988), si la encuentran. Este

filtimo, solo encuentra correlacion con la supervivencia global, pero no con el periodo libre
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de 1a enfermedad.

PAIK (1990) y ALLRED (1992), en un grupo de pacientes N, con buen prondstico
inicial (T menores de 3 cms. y RE+), comunican como la sobreexpresion del Her-2 neu
conllevo un peor prondstico que aquéllos del mismo grupo en los que no se manifesté dicha

expresion.

En el trabajo realizado por DOMINGUEZ-IGLESIAS (1994), las pacientes N, o con
ganglios positivos en nimero inferior a tres y sobreexpresion del oncogén, llevaban consigo

menor supervivencia que aquellas que no lo expresaban.

La expresion del Her-2 neu en el CID esta siendo estudiada en la actualidad por
numerosos grupos (BARTKOVA, 1990; LODATO, 1990; POLLER, 1991, BOBROW,

1994; ZAFRANIL, 1994).

La relacion entre la expresion del Her-2 neu y determinados patrones histologicos del
CID es seiialada por numerosos autores (Tabla VIII). Los valores de expresion en los CID
de alto grado, habitualmente del tipo comedo, oscilan desde el 55% (SOMERVILLE, 1992)
al 100% de los casos (LODATO, 1990). Por el contrario, para los CID de bajo grado, que
suelen acompaiiarse de formas no comedo, suele encontrarse ausencia de expresion del gen
(POLLER, 1991; BOBROW, 1994), o valores muy bajos que no alcanzan en el mejor de los

casos el 30% (RAMACHANDRA, 1990; BARTKOVA, 1990; ZAFRANI, 1994).

BOBROW y ZAFRANI encuentran una relacion proporcional significativa en ¢l CID,

entre el aumento de expresion del Her-2 neu y el grado de necrosis.
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TABLA VIII: Incidencia de Her-2 neu, en relacion al subtipo histoldgico.

(%) de Comedo Alto | No Comedo

Autor Anticuerpo | N° de CID positividad Grado({%) Bajo Grado
Van der Vijver aBS 45 42 68 0
Ramachandra 21N 74 59 62 29
Bartkova 21N 72 61 100 17
Lodato DBW-2 33 55 100 7
Somerville ICR-12 43 45 55 0
Schimelpenning | OA-11-854 100 48 86 9
Poller 21N 65 51 81 0
Bobrow 21N 105 45 74 0
Zafrani Dako 95 54 88 9

POLLER (1991) encuentra positividad en la proteina Her-2 neu en los casos de CID con
alto indice de proliferacién, y este mismo autor, 2 afios mas tarde, publica la relacién inversa
que existe entre la expresion del Her-2 neu y la presencia de receptores hormonales en este

tipo de carcinomas, datos que mas tarde corrobora BORROW (1994).

SCHIMMELPENING (1992) evidencia una relacion directa entre el perfil de ADN y la
expresion de Her-2 neu. S6lo el 26% de tumores diploides tienen aumento de la proteina

Her-2 neu, en comparacion con el 57% de las neoplasias que presentan ADN aneuploide.

Luego, a pesar de los escasos trabajos en relacion con el Her-2 neu y el CID, parece
deducirse una relacion directa entre la expresion de la proteina y algunos factores que
pueden ligarse a un peor pronéstico, dentro de estas formas no invasivas (presencia de

necrosis, GH alto, aumento del IP, etc.,).
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11.8.2.4.- CICLINAS.

Como ya hemos visto, la proliferacion celular sigue una progresion ordenada a través del
ciclo celular. Esta progresion tiene unos sistemas de control extremadamente rigurosos, y

cuyo nivel de complejidad vamos descubriendo progresivamente.

Los elementos que verifican las condiciones idoneas (la presencia de factores de
crecimiento, la integridad del ADN, etc.,) para que el ciclo celular vaya cumpliendo todas sus
fases, son unas enzimas que modifican la actividad de las proteinas afiadiendo grupos
fosfatos (reaccion de fosforilizacion). Estas enzimas se llaman CDK (cyclin-dependant-
kinasas), ya que su actividad es estimulada por unas proteinas reguladoras llamadas ciclinas,

con las que se asocian formando complejos moleculares (Fig. 5).

Figura 5: CDK, Modelo molecular. (Mundo Cientifico n® 160)
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Los trabajos ultimamente realizados (WEINSTAT-SASLOW, 1995; BETTICHER,
1996), han llegado a la conclusion de que las ciclinas y las CDK, junto con sus inhibidores,

constituyen una red compleja de regulacion positiva y negativa dentro del ciclo celular.

Estos mecanismos reguladores basicos son comunes a todas las células de los mamiferos,
y actian en puntos concretos durante el ciclo celular. Se han aislado cinco clases de ciclinas

(A, B, C, D, E), y se ha disefiado un mapa temporal de su actividad (Fig. 6).

Figura 6: Mapa temporal de las ciclinas durante la progresion del ciclo celular.

Se han establecido dos “puntos de control” principales durante la progresion del ciclo
celular, que estarian en la mitad de la fase G, y G,, respectivamente. En el paso de G, a la
fase S, una molécula fosforilada por las CDK tiene un papel clave: es la proteina RB (se
llama asi porque su ausencia o la mutacién del gen que dirige su sintesis da lugar al

Retinoblastoma). Cuando no se fosforiliza la proteina RB, frena la multiplicacion de las
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células normales, y la célula queda bloqueada en la fase G, por no poder sintetizar proteinas
necesarias para la duplicacion del ADN. Al contrario, cuando se fosforiliza, desencadena

inmediatamente la duplicacién del ADN.

Hasta hace muy poco tiempo, se pensaba que las CDK estaban reguladas inicamente por
las ciclinas, pero recientemente se han descubierto en el hombre y otros organismos unas
moléculas distintas capaces de inhibirlas (MORGAN, 1995). Estos inhibidores son los CKI

(inhibidores de las proteinas quinasas dependientes de las ciclinas).

Es decir, las CDK, enzimas claves en el paso a la fase S del ciclo celular, son activadas

por las ciclinas e inhibidas por las CKI.

En 1994, equipos de investigadores de Houston y de Baltimore descubrieron, utilizando
procedimientos experimentales diferentes (ELLEDGE, 1994), un primer inhibidor de las
CDK en las células humanas: la proteina p21. Esta actila, no solamente inhibiendo las CDK
(XIONG, 1993; HARPER, 1993), sino también neutralizando el PCNA, que es una proteina

necesaria para la sintesis del ADN, durante la fase S del ciclo celular (STILLMAN, 1994).

Un hecho intrigante es que ain no se han identificado mutaciones del gen P21 en las
células tumorales humanas. Pero el cuadro de acciones en cascada que vemos en la Figura
7 explica, en parte, la accion de los genes supresores tumorales o antioncogenes, cuyas
mutaciones intervienen en un gran numero de canceres. DULIC (1994) demuestra que,
cuando e! ADN de una célula estd dafiado, la sintesis de la p21 se ve estimulada por el

producto de un antioncogén, la proteina p53. Gracias a este mecanismo, la célula no puede
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pasar a la fase S y dividirse, mas que cuando los dafios de su genoma han sido reparados.

+ factor
- de transcripciéon

del ciclo celular. (Mundo Cientifico n° 160)

En el ultimo afio, se han descubierto en el hombre otros inhibidores de las CDK, como
la p16, que impide la formacion del complejo entre la CDK y su ciclina. Varios trabajos
(HARTWELL, 1994; KAMB, 1995) han demostrado que existen modificaciones del gen de
la P-16 (mutaciones o supresiones) en muchas células tumorales humanas, siendo hasta el
momento del unico inhibidor que se conoce. También se ha identificado otro CKI, la P15,
muy emparentada con la P16, pudiendo ambos ser auténticos oncogenes, aunque todavia

estan en pleno proceso de investigacion.

La ciclina D,, junto con las quinasas especificas (CDK, y CDKy) y una quinasa

inhibidora particular (p-16), parece jugar un papel importante en la regulacion del estado de
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proliferacién. Los componentes genéticos de esta via de control especifica se encuentran
comprometidos, con frecuencia, en las células tumorales (HUNTER, 1994; SHERR, 1995;

HIRAMA, 1995).

FANTL (1990) y LAMMIE (1991) comunican un papel esencial a la ciclina D, para la
progresion de la fase G,, asi como en la patogénesis de numerosos tumores humanos,

incluyendo el cancer de mama.

MUSGROVE (1994) estudia en roedores las células mamarias en fase G, de reposo y
observa que la induccién mediante esta ciclina D, es suficiente para completar el ciclo

celular y acortar la fase de G,-S, lo cual estimula la proliferacion.

En ese mismo afio, WANG, utilizando ratones transgénicos para la ciclina D, activada,

logra desarrollar hiperplasia y adenocarcinoma de mama.

QUELLE (1993) y ZHOU (1995) han demostrado in vitro, que ¢l bloqueo con
anticuerpos de la accién de la ciclina D, previene el crecimiento de muchas lineas de células

+*

turnorales.

No obstante, estos estudios experimentales parecen contrastar con los resultados de otros

trabajos clinicos realizados por distintos autores.

MOTOQKURA (1993) y BUCKEY (1993) presentan la ciclina D, como un oncogen,
cuya amplificacién se encuentra en cerca del 20% de los canceres de mama humano. Sin

embargo, aunque en éste y en otros estudios se correlaciona la amplificacin del oncogen
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CCND, (situado en el cromosoma 11) con la expresién de la ciclina D,, parece que podrian
existir otros mecanismos inductores de dicha expresion, dado que la amplificacion del gen
se encuentra en el 15% de los canceres invasivos de mama (ALI IU, 1989; LAMMIE, 1991),

frente al 50% de sobreexpresién de la ciclina D, en este grupo de tumores (GILLET, 1994).

SIMPSON (1997) realiza un estudio en 88 casos de CID sobre la amplificacién del
oncogén CCND,, y su relacién con la expresién de la ciclina D,, encontrando que el 18% de
los CID presenta amplificacion de dicho oncogéi que esta expresion es mas frecuente en
los CID de alto grado, 32% frente al 8% de bajo grado, y que estaba asociada con la
expresion de la ciclina D,. Sin embargo, la ciclina D,, que se sobreexpresaba en el 50% de
los casos de este grupo de tumores, no siempre se acompaiiaba de amplificacion del gen.

Autores como GILLET (1994) y ZHANG (1994), corroboran estos resultados.

WEINSTAT-SASLOW (1995) ha demostrado sobreexpresion de la ciclina D, en
estadios precoces del desarrollo tumoral, en particular del cancer de mama “in situ”. En el
estudio que realiza sobre 94 biopsias de mama, encuentra sobreexpresion de la ciclina D, en
el 18% de lesiones benignas y también en el 18% de las hiperplasias ductales atipicas. Sin
embargo, la transicion a carcinonia es acompafiada, frecuentemente, de un aumento en la
expresion de la ciclina D,, que es del 76% en los casos de CID de bajo grado y llega al 87%
en las formas mas agresivas como es el subtipo comedo, de alto grado. En el cancer ductal

infiltrante la expresion de dicha proteina se sitia en torno al 83%.

También estudian en este trabajo la expresion de la ciclina A, sin encontrar

sobreexpresién con significacion estadistica en ninguna de las fases de progresion hacia el
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carcinoma invasivo.
Con estos resultados, los autores llegan a tres conclusiones:

@ Existe alta frecuencia de sobreexpresion de la ciclina D, en todas las formas de
cancer de mama, estando entre el 43-81% en las formas invasivas (ZHANG, 1994,

GILLET, 1994; BARTKOVA, 1994).

@ La sobreexpresion de la ciclina D,, podria ser el punto limite entre la HDA y algunas

formas de carcinoma mamario.

@ La falta de expresion de la ciclina D, en formas proliferativas, sin riesgo de cancer,
y su aumento progresivo a medida que aparecen lesiones con riesgo de enfermedad

neoplasica.

Estas hipétesis sugeririan que el papel de la ciclina D, no estaria en funciones
proliferativas, sino en un papel de diferenciacion celular o de reparacion del ADN, y las
alteraciones moleculares ocasionadas nos ayudarian a distinguir las formas benignas y
premalignas de las neoplasias invasivas de la mama humana. La ciclina D, tendria un papel
complejo, en puntos muy definidos de la progresion hacia formas invasivas. Por otro lado,
existirian diferentes mecanismos a la amplificacion del gen CCND,, responsables de la
sobreexpresion de la ciclina D,. La identificacion de estos mecanismos implicados en la
progresion del ciclo celular, nos ayudara a entender cada vez mejor el comportamiento

biolégico del CID (SIMPSON, 1997).
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I1.8.2.5.- APOPTOSIS CELULAR

La palabra griega apoptosis significa “caida de la hoja”, y hace referencia al hecho de
que, a través de este mecanismo, disminuye el nimero de células de una poblacion, en

contraposicion con el mecanismo de mitosis, que conduce al incremento celular.

Ante diferentes alteraciones fenotipicas (diferenciacion aberrante, proliferacion
aumentada, etc,.) o agresiones por agentes quimicos, fisicos (radioterapia, quimioterapia),
o infecciones virales, etc., 1a célula puede responder con un programa genético, fisiologico,

de muerte celular llamada apoptosis.

La célula adopta, por tanto, unos rasgos definitorios y caracteristicos de este proceso,
distintos a los de la célula necrética. Entre ambos procesos, existen varias diferencias

citomorfologicas, ultracstructurales y de respuesta tisular, como podemos ver en la Tabla IX.

TABLA IX: Diferencias entre apoplosis y necrosis

APOPTOSIS NECROSIS

Sin reaccion inflamatoria Con reaccion inflamatoria

Fragmentacion celular: fagocitados por | Ruptura celular: vertido del contenido

macréfagos cefular
Disminucién del volumen celular Aumento del volumen celular
Organelas intactas QOrganelas alteradas

Hidrélisis del ADN: fragmentos nucleo- | Hidrélisis del ADN: fragmentos hetero-
sdmicos géneos

Masas heterocromaéticas perinucleares | Pequefios agregados de cromatina

Programada genéticamente Accidental

Afectacion celular selectiva Destruccién masiva del tejido
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El término de apoptosis se emplea como sinénimo de “muerte celular programada”
(STELLER, 1995). Otros autores describen la apoptosis como “muerte celular por suicidio”

(MAJNO y JORIS, 1995).

Los rasgos morfoldgicos de la apoptosis son reconocibles mediante el microscopio
optico y electrénico (Fig. 8), siendo muy similares para todos los tipos celulares y todas las

especies animales (KERR, 1972)

Figura 8: Secuencia de los cambios estructurales en la apoptosis (2-6) y necrosis (7 y 8). En
la apoptosis se produce precozmente compactacion y marginacion de la cromatina,
condensacion del citoplasma e irregularidades de las membranas nuclear y celular.
Posteriormente, el micleo se fragmenta y las invaginaciones formadas en la superficie celular
se separan para producir cuerpos apoptdicos (3), que son fagocitados (4) y degradados dentro
de los lisosomas (5-6). En la necrosis hay agrupamiento irregular de la cromatina (7), intenso
hinchamiento de organelas y disrupcion de membranas (8), conservandose la forma celular
hasta la intervencion de células inflamatorias.
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La retraccion celular, la condensacién cromatica, el estrangulamiento, y la
fragmentacion de la célula, que es rapidamente fagocitada por macréfagos o células
adyacentes, son los sucesos tipicos de la apoptosis que ocurren en una secuencia fija y muy
rapida, ya que solo franscurren escasos minutos entre el comienzo del suceso y la formacién

de un acumulo de cuerpos apoptoicos (KERR, 1994).

A la apoptosis puede atribuirsele una funciéon homeostatica (WYLLIE, 1980), presente
tanto en tejidos normales como en patologicos, mientras que la necrosis siempre tiene un

significado patologico.

En los tejidos normales hay un balance mitosis-apoptosis regulado por factores de
crecimiento y hormonas troficas (MANGAN, 1991; RODRIGUEZ TARDUCHY, 1992) y,
practicamente, en todos los tejidos tumorales malignos no tratados puede demostrarse
apoptosis (SEARLE, 1973; WYLLIE, 1985). La pérdida de este balance entre la tasa de
proliferacion y la tasa de muerte celular genera la enfermedad tumoral, bien por acimulo de
células (inhibicion de apoptosis), bien por pérdida de las mismas (incremento de apoptosis),

con la consiguiente inhibicion o estimulacion de la mitosis.

Los factores desencadenantes de la apoptosis tumoral espontanea son diversos y no muy
bien conocidos, aunque entre ellos se encontrarian: la isquemia tumoral, algunas citoquinas,
y la acﬁﬁdad de algunos linfocitos T. Asimismo, se relacionaria también con procesos
intrinsecos de las células tumorales; de hecho, células similares pueden mostrar diferentes
cifras de apoptosis, segin expresen distintos oncogenes (WYLLIE, 1987; BELLOMO,

1992).
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Actualmente, se conoce la existencia de diversos genes supresores y oncogenes que
codifican proteinas, cuya funcion serd inducir o inhibir la apoptosis (MEZQUITA, 1995).
Dentro de las proteinas inductoras, las mas importantes son las FASr, RAS, BAX (proteinas
de membrana), MYC, JUN, FOS (proteinas nucleares), y la proteina nuclear supresora, p53.

Entre las proteinas supresoras estarian, entre otras, la BCL-2, la BCL-XL o la ACH-1s)

La relacion entre la apoptosis y la proteina P53 es aceptada por numerosos autores
(CLARKE, 1993; SYMONDS, 1994; HALDAR, 1994; HARN, 1997). Es plenamente sabido
el papel vigilante del gen P53 sobre la integridad de! genoma (LANE, 1992). Cuando las
células sufren diferentes tipos de agresidnes que alteran el ADN, aumenta considerablemente
la cantidad de proteina p53. La consecuencia inmediata es la detencion del ciclo celular en
la fase G,. Este momento particular es clave, ya que constituye un punto de restriccion
controlado por la p53. Mientras el ciclo esta detenido, operan mecanismos de reparacion del
ADN, pudiendo devolver a la molécula su integridad original, pero si las alteraciones del
ADN son muy extensas y el dafio no puede ser reparado, la proteina p33 inducira entonces

el programa de muerte celular (SYMONDS, 1994).

Asi, muchos de los agentes inductores de apoptosis son P53 dependientes. Pero, aunque
éste sea-el mecanismo mejor conocido,. hay otros independientes de la proteina p53, que
pueden actuar parando el ciclo celular (MIKRRANTZ, 1995). Hay datos que indican que la
p53 tiene una participacion significativa en la iniciacion de la apoptosis cuando esta inducida
por agentes que causan dafio en la estructura del ADN (CLARKE, 1993), pero pueden existir

otras vias de induccién de la apoptosis desencadenadas por otras causas.

Conceptualmente, podriamos decir que la transformacioén neoplasica de una célula
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normal puede ser debida, bien a una proliferacién incontrolada, y/6 a una deficiente
induccién de apoptosis. En el primer caso, el tratamiento estaria basado en drogas
antiproliferativas, y en el segundo, habria que desarrollar agentes terapéuticos que aumenten
la susceptibilidad de determinadas células a la apoptosis: drogas inductoras de apoptosis,
como el ET-18-OCH,, que fue sintetizado en 1968 como andlogo de la 2 lisofosfatidil-colina,
y aim esta en proceso de investigacion; otro tratamiento posible seria la inhibicién del bel-2,
la sobreexpresion de p53, etc., aunque en este momento solo representa un futuro

prometedor.

La apoptosis presenta ademés una vertiente prondstica. El conocimiento de la capacidad

del tumor a sufiir apoptosis puede ser de gran utilidad, ya que permitiria un tratamiento mas

especifico (CASTEJON, 1997).

Existen varios métodos de valoracion de la apoptosis. El primero empleado fué la

valoracién con microscopio 6ptico de los rasgos morfolégicos de las células apoptoicas, pero
es un procedimiento tedioso, que puede aportar unos datos facilmente influenciables por el
tipo de fijador empl?ado, por el dafio isquémico que presente el tejido y, también, por los
cambios inducidos por tratamientos previos con radioterapia, quimioterapia, o terapia
hormonal (STAUNT:ON, 1995). Ademas, los cuerpos apoptoicos no son faciles de reconocer
y duran pocas horas antes de que sean fagocitados (MOTYKA, 1991), por lo que esta técnica

no es actualmente muy utilizada.

Los restantes métodos empleados para estudiar la apoptosis, los podemos subdividir en

dos grupos:
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A) Métodos que estudian poblaciones celulares.

B) Métodos que estudian células aisladas.

A) En general, se basan en las alteraciones producidas en la permeabilidad de la

B)

membrana celular, y la subsiguiente liberacion de enzimas citoplasmaticas o de
marcadores introducidos artificialmente. Sin embargo, presentan algun
inconveniente, debido a que el dafio principal de los agentes citotoxicos es
intracelular, pudiendo permanecer intacta la membrana ain con dafic celular

importante.

Otros procedimientos que estudian poblaciones celulares detectan la fragmentacién
del ADN empleando marcadores radioactivos o no radioactivos, y se basan en la
detecciéon del ADN de bajo peso molecular, que esta incrementado en las células
apoptoicas o de ADN de alto peso molecular que, por el contrario, esta reducido
(WYLLIE, 1980). La necesidad de utilizar isétopos radioactivos o de precisar un

marcado previo in vitro, son inconvenientes importantes de estos métodos.

De mayor interés son los métodos que estudian la apoptosis en células aisladas. La
deteccion del ADN fragmentado se puede realizar mediante técnicas citométricas,
aunque éstas no llegan a discriminar entre apoptosis y necrosis, o mediante
fluorocromos, que detectan fundamentalmente los cambios mas tardios de la
apoptosis. Por esta razén, hoy en dia la técnica mas aceptada y empleada por la
mayoria de los autores, es la que se realiza con marcado enzimatico, que detecta

estadios muy tempranos de la apoptosis, v puede identificar cambios a nivel
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molecular. Se puede realizar en tejidos previamente fijados en formol y procesados
rutinariamente. De ellos, el método “END LLABELING” o “TUNEL” (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end-labeling), es el que consigue una mayor sensibilidad con la
maxima intensidad de sefial para las células apoptoicas, y en €, la incorporacion del
nucleétido es muy rapida, permitiendo asi que el tiempo de reaccién sea corto,

estimandose en treinta minutos (GABRIELIL, 1992).

Existen pocos estudios de los indices de apoptosis, tanto en cancer invasivo de mama
como en CID y, asimismo, se sabe poco acerca de la relacion de este factor con otros

factores pronostico en este tipo de neoplasia.

GONZALEZ-PALACIOS (1996) realiza un estudio sobre la apoptosis celular utilizando
1a técnica de Tunel en 105 casos de canceres infiltrantes de mama, y establece tres niveles,
en base al niimero de nucleos celulares tefiidos en relacion con el niimero total de células,
al que denomina Indice Celular Apoptéico (ICA). No encuentra relacion significativa con
la sobreexpresion de la p53, ni con la presencia de RE, ni tampoco con el tipo histolégico.
Sin embargo, si existia relacién con el grado histolégico encontrando que, en los 15 tumores
de ICA alto, el 40% eran de grado Il y, tan sé6lo el 7%, era de grado histoldgico I. Parecida
correspondencia obtenia en los casos de ICA bajo, siendo el 50% de casos de grado I, en

comparacion con el 21% en los casos de grado histolégico elevado.

No existia en su serie asociacion significativa entre IP y apoptosis, aunque si una
tendencia a ser menor el IP cuanto menor es la apoptosis. Sin embargo, hay estudios

realizados en otro tipo de tumores, como en linfomas (LEONCINI, 1993) y en neoplasias de
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eséfago (OHBU, 1995) que indican una estrecha relacién entre apoptosis y proliferacion

celular.

En relacion con el CID, el significado de la apoptosis ha sido estudiado escasamente.
BODIS (1996) realiza un trabajo muy interesante sobre el hallazgo de apoptosis en ei CID
y su posible relacién con el prondstico de dicha neoplasia. En dicho estudio, encuentra una
relacion significativa entre la presencia de necrosis y la existencia de muerte celular por
apoptosis comprobada, no s6lo morfolégicamente, sino también mediante técnica de
TUNEL. Asimismo, encuentra relacion directa entre la apoptosis y el GN, estando ésta
francamente elevada en los casos de grado nuclear alto, y siendo practicamente inexistente

en los casos de grado nuclear L.

Asi pues, se podria considerar la apoptosis como un potencial marcador de proliferacion,

aunque el escaso numero de estudios impide obtener esta conclusion.

HARN (1997) realiza un estudio en céncer invasivo de mama y ¢n CID, sobre la
apoptosis en sus células neoplésicas y la relacion de ésta con otros factores prondstico, p53
y RH, comprobando que la apoptosis es mayor en las formas intraductales que en los
tumores infiltrantes, y que existe correlacién en ambos casos con la p33, pero no con los RH.
Sin embargo, en los trabajos mencionados anteriormente, BODIS en CID, y GONZALEZ-

PALACIOS en canceres invasivos, no encuentran esta relacion .

Posiblemente, el gen P53 juegue un papel importante en la modulaci6n de la apoptosis

en los tumores de mama; recientemente, ha sido descrita la relacion inversa entre el gen bel-2
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(inhibidor de la apoptosis) y la sobreexpresion de la p53 en algunos canceres de mama
(GORCZYCA, 1995; SIZIOPIKOU, 1996), pero también deben existir otras vias de
modulacién de la apoptosis inducida por factores diferentes a la p53 (LIEBERMANN,

1995), que explicarian las diferencias encontradas en este sentido.

En lesiones proliferativas benignas con apoptosis espontanea, SYMONDS (1994) en
un modelo experimental, encuentra relacion entre la mutacion del gen P53 y la evolucion de

estas lesiones a formas malignas, a través del freno del mecanismo de apoptosis.

LIPPONEN (1994), estudiando el nimero de células apoptdicas por métodos
morfolégicos en 288 casos de carcinoma invasivo, encuentra que €s bajo, en relacién
con la apoptosis vista en CID. Estos hallazgos son confirmados mas tarde por HARN
(1997), como hemos comentado anteriormente. Esto sugeriria la posibilidad de que la
apoptosi§ en el CID actuaria a modo.de barrera, para evitar la progresion hacia formas

mfiltrantes.

La apoptosis parece pues un mecanismo fisioldgico fascinante, no bien conocido,
implicado intensamente en la regulacion celular. Su conocimiento parece importante para
comprender el desarrollo y la progresion neoplasica, en la que influyen en proporciones
diferentes, factores mitéticos y apoptdicos. Se intuye incluso que, del predominio de unos
u otros en un tumor determinado, la terapéutica aplicable seria diferente a las drogas
antiproliferativas actuales. Todas estas aproximaciones, actualmente en desarrollo, intentan
conseguir que un proceso biologico, que ocurre de forma fisiolégica, lo podamos inducir con

fines terapeuticos.
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IL9,- TRATAMIENTO

Durante muchos afios, se pensé que el cancer de mama era una enfermedad que crecia
localmente para invadir, posteriormente, las cadenas ganglionares regionales, que actuarian
como filtro de la enfermedad, diseminandose mas tarde por via hematica, finalizando con la
aparicion de metastasis (TEORIA MECANICISTA DE HALSTEAD). Sin embargo, se ha
comprobado que la enfermedad no evoluciona asi, sino que debe considerarse como una
enfermedad sistémica desde el mismo momento del diagnéstico (TEORIA BIOLOGICA DE
FISHER) lo que, evidentemente, ha repercutido no sélo en su enfoque diagnéstico, sino

fundamentalmente, en el manejo terapéutico.

Aunque la necesidad de extirpacion quirirgica para el control loco-regional de la
enfermedad se ha mantenido con los afios, las técnicas de mastectomia han dejado de ser las
tinicas usadas y, cada vez mas, se han ido empleando técnicas quirirgicas menos agresivas
(VERONESI, 1986, 1990, FISHER, 1989), a las cuales se ha afiadido tratamiento
coadyuvante. Los resultados han sido semejantes en términos de control local y

supervivencia.

El objetivo final del tratamiento del cancer de mama es conseguir los mayores indices
de supervivencia, y éste pasa por el control de la enfermedad loco-regional, contandose para

ello con miltiples posibilidades terapcuticas.

La cirugia juega un papel importante en ¢l control loco-regional, con o sin conservacion

de la mama, junto a la radioterapia. El tratamiento sistémico adyuvante es aceptado
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unanimemente en el carcinoma infiltrante con metastasis ganglionares y, en la actualidad,
parece aportar beneficios en mujeres con ganglios negativos, aunque el empleo en este grupo
es objeto de controversia. En el grupo de pacientes con CID objeto de nuestro estudio, el
tratamiento sistémico adyuvante esti desestimado ya que, al menos conceptualmente, no

debe existir la posibilidad de enfermedad metastésica.

Centrandonos en ¢l CID, y en base a lo expuesto con anterioridad, los objetivos del

tratamiento serian:

@ Prevenir la RL y el desarrollo de las formas invasivas.
@ Conseguir este primer punto con el tratamiento menor posible.
@ Preservar la mama, siempre que pedamos, dado que las ventajas para la mujer son

evidentes, desde el punto de vista estético, sexual, y psicologico.

En décadas pasadas, el tratamiento del CID segﬁia claramente al indicado para el cancer
infiltran;re, cuya técnica estindar era la mastectomia en sus distintas modalidades, pero la
polémica ha surgido cuando, en muchos casos de carcinoma invasivo, en la actualidad, tiende
a ser conservador. Existe, pues, una situacion paraddjica entre una actitud conservadora ante

carcinomas infiltrantes, frente a una tendencia mutilante en formas “in situ”.

El tratamiento del CID, hoy en dia, se sitia en un amplio rango de posibilidades, que van
desde la simple enucleacion (tumorectomia), hasta diversas formas de extirpacién local mas
amplia (reseccion segmentaria, cuadrantectomia), todas ellas seguidas de radioterapia o no,

y mastectomias con o sin reconstruccién. Como el CID es un grupo heterogéneo de lesiones,
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no deberia haber una tinica solucion terapéutica para todas las formas de enfermedad. Por
tanto, habra que desarrollar métodos para determinar la forma de tratamiento més adecuada

en cada paciente y para cada tipo de CID.

La linfadenectomia axilar con extension variable, afiadida a la mastectomia, formé parte
del tratamiento del CID. La razon para ello fue la incidencia de metastasis ganglionares, que
se estiman entre el 1-2% ‘(S]LVERSTE]N, 1991; BLAND, 1992; FRIKBERG; 1993). Como
hemos referido, la existencia de un CID excluiria esta posibilidad, que sélo podria
justificarse por una infravaloracién diagnéstica, al no detectarse focos de microinvasion que,

sin duda, estarian presentes.

Actualmente, existe bastante unanimidad (ZAFRANI, 1986; LAGIOS, 1989
SILVERSTEIN, 1990; FRIKBERG, 1993; FISHER, 1993) en considerar que no procede
realizar una linfadenectomia axilar, ante el diagnéstico de CID, y reservarla de modo diferido

para el pequefio niimero de pacientes en los que se confirme la microinvasién.

Sin embargo, hay autores como HARRIS (1991) que, frente a lesiones de alto grado con
factores pronéstico desfavorables, en las que se pudiera preveer la existencia de
microinvasion, prefiere realizar una linfadenectomia axilar de nivel L. SCHWARTZ (1989)
recomienda esta misma técnica en todas las formas comedo de CID, por existir un mayor
indice de focos de microinvasién oculta en dichas lesiones. No obstante, WONG (1990)
analiz6 33 CID con microinvasién y no encontré ninguna afectacion axilar, confirmando un
riesgo de infiltracion axilar bajo, asf como un comportamiento muy parecido de estas

lesiones con el CID puro.
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La mastectomia ha sido, y aun es, Ié referencia técnica con la que deben compararse las
demas modalidades terapéuticas del CID. Las recidivas locales con este procedimiento son
muy bajas y los indices de supervivencia se aproximan en muchas series al 100%. Frente a
estas ventajas, hay que oponer el ser una técnica mutilante para una patologia que en muchos

casos tiene un curso muy benigno, y en la que la mastectomia seria un tratamiento excesivo.

Las razones para la conservacién de la mama son evidentes, pero como hemos referido
a lo largo de nuestro trabajo, las técnicas que la preservan se siguen de indices de recidiva
mayores que en la mastectomia, y son formas infiltrantes en el 50% de los casos, lo cual

supone que la supervivencia sera menor en algunas de las pacientes asi tratadas.

Es comprensible pues, que el modo idéneo del tratamiento sea una de las controversias

actuales en relacion al CID de mama.

En 1993, BALCH, SINGLETARY y BLAND realizan una amplia revisién y
recomiendan mastectomia para todos los CID mayores de 2 cms. En una serie de 101
pacientes con CID tratados con mastectomia en el Memorial S.K.C.C., KINNE (1989)
comunica una s6la muerte debida al cincer de mama, con una media de seguimiento de 11,5

afios.

Después de una mastectomia como tratamiento del CID, el indice de RL deberia
aproximarse al 0% y, de hecho, en la serie de FOWBLE (1989) sobre 1000 mastectomias por
CID, el indice de recidivas fue menor del 1%. Pero, desgraciadamente, no siempre las cosas

ocurren asi, existiendo series con indices de RL de hasta el 10%. En la revision realizada por
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BALCH (1993), comunica una RL media de 3,1%, y una mortalidad de 2,3% despuc¢s de la
mastectomia, aunque en algunas de las series el seguimiento era limitado, lo cual sugiere que
la verdadera cifra de RL pudiera ser ain mas alta. QUINN (1997) publica una serie de 121
CID, el 65% de los cuales fueron tratados con mastectomia y, de ellos, el 3,8% presento RL,

comprobando que en niguno de los casos existia microinvasion.

VEZERIDIS y BLAND (1994) encuentran un indice de mortalidad de 0-8% en una serie
importante en la que se habia ‘realizado una mastectomia como tratamiento del CID.
Posiblemente, estas cifras de mortalidad reflejen casos de microinvasion no diagnosticadas,
o mastectomias incompletas, que afiaden por tanto un desarrollo potencial de cancer

mnvasivo.

Podriamos concluir que, aunque la mastectomia es curativa en el 98% de los casos, tanto
en su presentacion como masa palpable o en sus formas asintomaticas (SUNSHINE, 1985;
SCHUH, 1986; KINNE, 1989), puede representar un procedimiento excesivo para lesiones
que, en muchos casos, no progresaran hacia formas invasivas, sin aportar ademas garantia

absoluta de curacion (COOKE, 1989).

Hoy en dia, est4 aceptado tratar el cancer de mama sin amputar el seno, tanto en cancer
invasivo, como en CID. Globalmente, dicho tratamiento consistiria en la extirpacion del
fumor con un margen sano, cuya extensién puede ser variable, y que justifica las diferentes
terminologias que recibe (cuadrantectomia, segmentectomia, tumorectomia, etc.,). Este

tratamiento suele complementarse con radioterapia o no, como veremos posteriormente.

La radioterapia empez6 a utilizarse en el cancer invasor de mama, a principios del siglo



REVISION BIBLIOGRAFICA 109

XX, de manera esporadica y, casi siempre, en pacientes que no eran susceptibles de
tratamiento quirargico. Posteriormente, fue utilizado en pacientes sometidos a cirugia para
disminuir la incidencia de RL. BERSTOCK (1985), comunica el descenso de ésta en
pacientes sometidos a tratamientos quirirgicos de cualquier indole, cuando se afiadia

radioterapia.

Actualmente, la radioterapia, junto con la cirugia, se ha hecho indispensable en el
tratamiento conservador del cancer infiltrante de mama como terapia primaria, con el
objetivo de destruir pequefios focos tumorales residuales subclinicos que, evidentemente,
pueden quedar después de realizar cirugia conservadora, al ser el cancer de mama
multicéntrico en muchos casos. El tratamiento radioterapico se suele iniciar a tas 3 0 4
semanas posteriores al tratamiento quirdrgico, con una dosis total de 50 Gy. repartidas en
25 sesiones y, en ocasiones, se afiade un “boost” o sobredosis en la zona primaria del tumor,

mediante un implante intersticial con agujas de Iridio-192.

El tratamiento del CID mediante lumpectomia, radioterapia o ambos, fue sugerido por
BLOODGOOD cuando, en 1917, describié un caso de CID, aunque en ese momento fue

totalmente desechada esa posibilidad.

El éxito de la cirugia conservadora en el tratamiento del céncer invasivo (FISHER,
1989), crea una alternativa a la mastectomia como tratamiento del CID. No obstante, los
estudios retrospectivos publicados sobre tratamientos del CID son dificiles de evaluar y
comparaf, dado en primer lugar el escaso niimero de casos que presentan y, en segundo

lugar, las diferencias en la valoracion de pardmetros de inclusién de casos como: diagnostico
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clinico 0 mamografico, presencia de microinvasiéon o no, subtipos histologicos muy

diferentes en su comportamiento, etc,.

Considerando las limitaciones en la valoracién de los distintos trabajos que comparan
el tratamiento quirargico del CID, bien con mastectomia, bien de modo conservador
(extirpacién amplia mas radioterapia), parece no existir diferencia en cuanto a la
supervivencia, independientemente de que se traten de una u otra forma (SILVERSTEIN,

1992; BORNSTEIN, 1991; BALCH, 1993; FISHER, 1993).

ARNESSON, en 1989, realiza un estudio comparando la escision con la mastectomia
en el CID, diagnosticado tanto clinica como mamograficamente. Tras un seguimiento de
cinco afios encuentra RL en el 13% de las tratadas por escisién, y en ninguna de las
mastectomizadas. El 40% de sus recidivas fueron infiltrantes y, de éstas, practicamente el
60% aparecieron en el mismo sitio de los tumores primarios, y cuyos margenes libres de

tumor habian sido menores de 6 mm.

La necesidad de radioterapia o no, en el tratamiento conservador del CID, es un tema
muy debatido en la actualidad. En una amplia revision de la literatura sobre resultados del
tratamiento en el CID realizando cirugia conservadora, con radioterapia o sin ella,
encontramos, aproximadamente, un 18,7% de RL en las pacientes que se habia realizado
finicamente escision, y esta cifra es del 9% en los casos a los que se afiade radioterapia.
Cerca de la mitad de las RL fueron formas invasivas en ambos tipos de tratamientos

(HUGHES, 1996).

El anico ensayo aleatorio, prospectivo, publicado en pacientes con CID fue realizado
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por el National Surgical Adjuvant Breast Project (NSABP) (FISHER, 1993), en €l que se
estudiaron mas de 800 pacientes en los que se habia realizado cirugia conservadora,
encontrando RL en el 16,4% de los casos que no habian recibido radioterapia, disminuyendo
ésta hasta en un 7% en los casos en que se afiadia tratamiento radioterapico y, en ambos
casos, la mitad de las recidivas eran formas invasivas. Este estudio ha recibido numerosas
criticas y, posiblemente, la més importante sea la falta de valoracion del subtipo histologico.
También cabria plantearse, como nos recuerda HOLLAND (1994), si los efectos de la
radioterapia tras la extirpacion del CID, representan un efecto permanente o, simplemente,
un retraso en la aparicion de la recidiva, dado el corto periodo de seguimiento que €stos

estudios presentan.

Asi pues, podemos concluir que la adicién de 1a radioterapia al CID extirpado con
margenes libres, obtiene indices menores de RL frente a la escision sola, pero la evolucién
potencial en ambos casos hacia una forma infiltrante, no presenta diferencias en cuanto a la

supervivencia.

Relacionado con la adicién de la radioterapia al tratamiento del CID, cabria hacerse una
serie de preguntas: ;seria necesaria én todos los casos, o habria que aplicarsela solo a
algunos subgrupos?. Por otro lado, al ser la conservacion del seno un objetivo importante del
tratamiento actual del cancer de mama, jpodria una radioterapia de dudosa utilidad invalidar
o dificultar, en gran medida, un posterior tratamiento conservador, en caso de aparecer una

recidiva en forma infiltrante?.

En la actualidad, esta siendo valorada por SCHWARTZ (1992) y SILVERSTEIN
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(1995), la existencia de un grupo de lesiones dentro del CID que no se beneficiarian de
tratamiento radioterapico, y PAGE y LAGIOS (1995) se cuestionan si una detallada
evaluacion mamografica y un intenso estudio histologico, nos permitiria identificar este

subgrupo de pacientes.

Los factores prondstico que han sido citados como favorecedores de RL han sido

numerosos. De entre ellos destacariamos:

Grado nuclear alto

)
@ Presenciay grado de necrosis
@ Tipo comedocarcinoma

@

Margen de reseccidn escaso

La combinacion de estos factores puede orientarnos sobre el comportamiento y la

evolucion de estos tumores.

Tanto LAGIOS (1989) como SILVERSTEIN (1995), consideran que el grado nuclear
y la necrosis son las caracteristicas principales de cara a la RL en tumores tratados con
cirugia conservadora sin radioterapia. Asi, el primer autor en 79 casos de CID tratados
Ginicamente con escision, no encontré ninguna RL en tumores de bajo grado, mientras que

ésta supuso el 25% en lesiones de alto grado.

SCHWARTZ (1992) comunica una relacién importante entre RL y €l patrén histologico
comedo, encontrando éste en el 99% de las recidivas de los casos estudiados. Sin embargo,

en opinion de HUGHES (1996), el gfado histoldgico es mayor productor de RL que la
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presencia o no de comedocarcinoma (Fig. 9).
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Figura 9: Relacion de RL y Supervivencia, con el GH.

FISHER (1995), sugiere que la extension del margen es fundamental, duplicandose la
RL, tanto en las formas comedo como en las formas no comedo, cuando el margen esta
afectado o, por lo menos, es incierto. Desgraciadamente, no hay una definicion clara
establecida acerca de lo que entendemos como margen quirurgico aceptable. El concepto de
“margen quirirgico negativo” deberia incluir, como minimo, la ausencia de focos de CID
cercanos al borde quirtrgico y un margen de tejido mamario normal entre la lesion y el borde
de la pieza. En general, un margen de 1-2 cms. desde el limite de la lesion, parece suficiente
para considerar un margen correcto (HOLLAND y HENDRIKS, 1994) aunque, en muchos
casos, tanto por la localizacion de la lesion, como por ser lesiones no palpables, es dificil

precisar dicho margen en el momento de la cirugia.
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Como resumen, podriamos decir que lesiones de bajo grado, de forma histologica no
comedo, que no presentan necrosis, y en las que podemos realizar una exéresis del tumor con
un margen correcto, podrian ser candidatas a realizar cirugia conservadora sin radioterapia.
Sin embargo, no debemos olvidar, como recuerda QUINN (1997) que todos los grados de

CID son potencialmente invasores, aunque varie la proporcion en que lo hacen.

En un intento de determinar las diferentes posibilidades terapéuticas para los distintos
tipos de CID, surge ¢l “indice pronéstico de Van Nuys” (VNPI) (SILVERSTEIN, LAGIOS
1996) el cual, basado en un algoritmo numérico, crea tres grupos de riesgo claramente
definidos. Valora de 1 a 3 los factores que considera mas importantes de cara a la RL, como

vemos a continuacion:

A) Tamafio tumoral:
1.- Tumores < 15 mm. de diametro.
2.- Tumores entre 16-40 mm.

3.- Tumores > 41 mm.

B) Anchura del margen de reseccion:
1.- Margen> 10 mm.
2.- Margen entre 1-9 mm.

3.- Margen <1 mm.

C) Subtipo anatomopatoldgico:
1.- Tumores de bajo grado nuclear, sin formas comedo ni necrosis.
2.- Tumores de bajo grado nuclear, con formas comedo y necrosis.

3.- Tumores de alto grado
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De 1a valoracién de estos tres factores (tamafio tumoral + margen de reseccion + subtipo

histologico), surge el VNPI quedando establecido de la siguiente manera:

[ Lesiones con bajo VNPI (3-4), tienen un indice muy bajo de RL y son candidatas
a escision simple.

[ Lesiones con VNPI (5-7), con riesgo intermedio de RL a las que se realizaria
escision mas radioterapia.

[ Lesiones con alto VNPI (8-9), cuya posibilidad de RL es ¢levada, por lo que serian

tratadas con mastectomia.

Aunque el calculo de VNPI parece sencillo, no siempre se logra un acuerdo en la
valoracion de los distintos parametros. En ocasiones, es dificil determinar el tipo histolégico
concreto, evaluar el margen quirdrgico, sobre todo si ha existido reescision, o establecér el
tamafio del tumor, si consideramos que puede ser difuso y estar presente en varias

preparaciones.

No obstante, a pesar de las limitaciones que el VNPI presenta, no cabe duda que ha sido
un paso importante en la basqueda de opciones terapéuticas para los distintos tipos de CID;
su utilidad, como dicen los propios autores, debe ser validada y confirmada por la

experiencia de otros grupos.

La seleccién de las distintas posibilidades terapéuticas para el CID sigue creando
dificultad. Tendremos que esperar a que estudios sobre marcadores moleculares se

incorporen a la practica diagndstica habitual, de cara a la mejor seleccion del tratamiento



REVISION BIBLIOGRAFICA 116

para cada tipo de CID y para una mujer determinada. Hasta entonces, los tratamientos

aceptados serian:

® Lumpectomia mas radioterapia.
@ Mastectomia con reconstruccion o no.
@ Lumpectomia sin radioterapia (para casos altamente seleccionados, con

buen prondstico).

Los datos referidos por el “National Cancer Data Base” sobre 20.556 mujeres con CID,
confirman a la mastectomia como la forma mas habitual de tratamiento en el periodo de
tiempo desde 1985 a 1991 y, del mismo modo, muestran la tendencia al alza de la cirugia
conservadora, que pas6 del 20,9% en 1985, al 35,4% en 1991, continuando esta progresion

en la actualidad.

11.9.1- TRATAMIENTO DE LA RECIDIVA DEL CID

El riesgo de RL, tras el tratamiento del CID, es una realidad, como hemos podido ver
con anterioridad. La mastectomia, como tratamiento primario, se muestra como el
procedimiento més seguro para evitarla, aunque no conviene olvidar que, en un pequeiio

nimero de casos (2-3%), esta posibilidad existe (KINNE, 1989; BALCH, 1993).

La mitad de las recidivas son en forma infiltrante, y el tratamiento de rescate en ellas
debe perseguir los mismos objetivos de control local, supervivencia y resultado estético,

como si de un primario invasor se tratase. Es evidente que el modo de tratar primariamente
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el CID puede influir en el logro de alguno de estos objetivos.

La aparicién de las recidivas es variable en el tiempo. En un trabajo publicado por
SOLIN (1994), sobre 274 CID tratados con cirugia conservadora mas radioterapia, el 40%
de las recidivas se detectaron entre los 5-10 afios después del tratamiento, mientras que el
12% aparecieron pasados los 10 afios. Parece pues que, después de esta forma de
tratamiento, el riesgo de RL es mayor en los 10 primeros afios, aunque éste persiste, en

menor grado, pasado este tiempo.

La terapéutica mas utilizada en la mama en los casos de recidiva, tanto en formas
invasivas como no invasivas, es la mastectomia, y numerosos autores como FISHER (1993),

KUSKE (1993) y SOLIN (1994), nos confirman sus buenos resultados.

SOLIN, en el trabajo referido, comunica 42 RL (15,3%), de las que el 55% fueron
invasivas. Tanto estas formas como las no infiltrantes, se trataron mayoritariamente con
mastectomia (93%). El seguimiento de las pacientes fue de 3,7 afios y, en ningun caso, hubo
nueva recidiva, si la tratada fue del tipo no infiltrante. Por el contrario, 5 pacientes que

desarrollaron metastasis presentaban un cancer invasivo en el momento de la RL.
Los resultados después de tratar las recidivas no son concluyentes, en cuanto a la
valoracion del riesgo de metastasis, dado el corto seguimiento de las pacientes (STOTTER,

1990; SOLIN, 1994).

Aunque la mastectomia es la técnica més aceptada para tratar las recidivas del CID,
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algunos aconsejan la reescision (SILVERSTEIN, 1991) en casos seleccionados, y siguiendo
los mismos criterios rigurosos del tratamiento primario. Si en la primera intervencioén no se

realizé tratamiento radioterapico, en esta segunda ocasion es obligado (HARRIS, 1991).

IL,9.2.- TRATAMIENTO HORMONAL DEL CID

La hormonodependencia del cancer de mama se conoce desde 1986, cuando BEATSON
observé la regresion de tumores inoperables en pacientes premenopdusicas tras realizar
oforectomias bilaterales. Posteriormente, la adrenalectomia o hipofisectomia ilego a ser una
forma comiin de deprivacion hormonal en pacientes postmenopausicas, con buena respuesta

en algunos tumores de mama.

En la actualidad, estd4 demostrada la influencia hormonal, sobre todo estrogénica, en el
desarrollo y progresion del cancer de mama. Estas hormonas, estrogenos, y progestagenos,
gjercen sus efectos sobre las células tumorales uniéndose y activando a los receptores
hormonales especificos (RE y RP). El reconocimiento de dichos RH ha permitido una mejor
definicién de los tumores hormonodependientes y, por lo tanto, una mejor seleccion de las

pacientes susceptibles de tratamiento hormonal.

En 1967 se sintetiz6 el Tamoxifeno, que es un antiestrogeno no esteroideo (HARPER,
1967), y cuatro afios mas tarde, se utilizé en el cancer de mama avanzado (COLE, 1971). El
tamoxifeno es un agente tumoristatico que no destruye las células tumorales, aunque si
detiene su crecimiento; se une a los RE bloqueando, por tanto, la captacion de estrogenos

a nivel del tejido tumoral.
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En un principio, el tamoxifeno se utilizé como tratamiento estandar en las mujeres post-
menopausicas, que tenian RE+ y afectacion tumoral de los ganglios axilares. En la
actualidad, se cree que el tratamiento coadyuvante con tamoxifeno es independiente del
estado hormonal, de la afectacién de los ganglios axilares, o de la presencia de RH
(BARTLETT, 1987; FISHER, 1989; BALCH, 1993), y se ha demostrado como dicho

tratamiento prolonga la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con cancer invasivo.

La duracion optima del tratamiento con tamoxifeno es desconocida, pero se recomienda

un minimo de 2 a 5 afios (LOVE, 1989).

The Early Breast Cancer Trialists collaborative Group ha demostrado la disminucién de
cancer contralateral después del tratamiento de un cancer invasivo en un 39%, y parece
l6gico aceptar que una cierta proporcidn de estos tumores podrian desarrollarse a partir de
un CID. Por este concepto, podriamos considerar al tamoxifeno como tratamiento

quimiopreventivo.

En este sentido, estamos a punto de conocer los resultados de tres estudios clinicos en
mujeres con alto riesgo de desarrollar un cancer invasivo de mama, realizados en Italia, U.X,,
E.E.U.U., usando e! tamoxifeno a dosis de 20 mgrs./24h. durante 5 afios, como agente
quimiopreventivo. Hasta poder valorar estos resultados, la quimioprevencion representa una

posibilidad tedrica mas que una opcién terapéutica real (J ORDAN, 1993).

La efectividad del tamoxifeno en pacientes con CID, estd siendo valorada en Ia

actualidad en dos grupos de trabajo. The United Kingdom Coordinating Committee for
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Cancer Research estd haciendo un estudio aleatorio en mujeres con CID diagnosticados
mamograficamente, comparando escision sola, escision mas radioterapia y, en estos mismos
casos, pero afiadiendo tamoxifeno. El objetivo de este estudio es determinar la incidencia de
recidiva, tanto en forma invasiva como en forma de un nuevo CID, en la mama ipsilateral

o contralateral.

El NSABP es ¢l otro estudio aleatorio realizado en pacientes con CID tratados con
escision mas radioterapia, en un grupo de estas pacientes afiaden tratamiento complementario
con tamoxifeno, y en otro afiaden un placebo. El objetivo es el mismo que en el estudio

anteriormente comentado.

Ambos estudios estan a punto de concluir pero, en este momento, el uso del tamoxifeno
como tratamiento adyuvante en pacientes con CID esta limitado al concepto de ensayo

clinico. El futuro nos dira el lugar del tamoxifeno en el manejo del CID.



I11.- OBJETIVOS
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III.- OBJETIV

En el CID se consideran factores decisivos en relacion con el desarrollo de una situacidn
invasiva, el grado de diferenciacién citoarquitectural de las células transformadas
neoplasicamente, y la cuantia de células que han adquirido esa transformacion. Asi, parecen
adquirir transcendental importancia los fenémenos relacionados con la proliferacion y la

muerte celular.

Nuestro estudio se centra en determinar la implicacion de estos factores, claves en ¢l
desarrollo del fenotipo invasivo, en una serie de canceres de mama intraductales. Dentro de

este marco de trabajo, los objetivos concretos de esta tesis han sido:

1.- Analizar la fraccién de crecimiento de las células neoplasicas y el grado de

apoptosis en las mismas.
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2.- Establecer las posibles relaciones existentes entre factores histologicos de
reconocido valor prondstico en el CID (grado citolégico, diferenciacion arquitectural
y necrosis) con factores biologicos relacionados con la diferenciacion y proliferacion

de las células neoplasicas, como son los RHy el IP.

3.- Analizar la relacion existente entre grado de diferenciacion y de apoptosis, asi como
la de estos factores con otros implicados en el cambio y desarrollo neoplasicos (Her-

2-neu, P53, Ciclina D,)

4.- En base a los resultados obtenidos del desarrollo de los objetivos anteriores,
determinar la idoneidad practica de las diversas clasificaciones histoldgicas

existentes para el CID.

5.- Obtener datos (morfoldgico-biolégicos) que pudieran ser de utilidad para la

orientacién terapéutica.
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IV.- MATERIAL Y METODOS

IV.1.- MATERIAL

IV,1.1.- PACIENTES

Hemos evaluado en el Hospital Ramén y Cajal de Madrid, durante el periodo de tiempo
comprendido entre Enero de 1978 y Diciembre de 1996, a 59 pacientes diagnosticadas de
CID de mama. De ellas, han sido desestimadas 9, por no tener muestras suficientes para su
estudio, o por no ser valorables los resultados del analisis inmunohistoquimico o molecular,

independientemente de la causa.

De los 50 casos de CID de los que consta el estudio, 45 pertenecian al Departamento de
Cirugia General y Digestiva, y 5 al Servicio de Ginecologia del mismo hospital, cumpliendo

todos ellos los siguientes criterios:
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1.- Corresponder a pacientes del sexo femenino.

2.- Presentar un CID, histologicamente comprobado.

3.- Haber sido intervenidos por un grupo de cirujanos, con criterios homogéneos de
tratamiento.

4.- Haber sido verificados todos los diagndsticos por un mismo patélogo, con el intento
de evitar alteraciones en la interpretacion de las muestras.

5.- No existir violacién del protocolo de estudio en ninguna de las pacientes estudiadas.

IV.1,2.- PARAMETROQS CLINICOS

1V.1.2.1.- EDAD

Se ha considerado la edad en el momento de la intervencion quirurgica, expresandose
en afios. Las pacientes se encontraban situadas entre los 35 y los 79 afios, con una edad

media de 55,7 afios.

1V.1.2.2.- ESTADO MENOPAUSICO

Se han establecido 2 grupos de pacientes segun su estado menstrual:

1.- Enfermas pre o peri-menopausicas: el 32% de los casos (16 enfermas).

2.- Enfermas post-menopausicas: el 68% de nuestra serie (34 casos).
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1V.1.2.3.- ANTECEDENTES FAMILIARES

Se han considerado los miembros de la familia de 1™ orden (madre, hermana, hija),

representando en nuestro estudio el 8% (4 casos).

IV.1.2.4.- PRESENTACION CLINICA

De los 50 casos estudiados, 10 (20%) fueron diagnosticados antes de 1990, frente al
80% diagnosticado después de esta fecha. E1 36% de los casos de CID se localizaban en

mama derecha; por el contrario el 84% correspondia a mama izquierda.
La presentacion clinica de nuestras pacientes fue en forma:

A) Asintomaticas, en 23 casos (46%):
[ 19 microcalcificaciones
Q 2 nodulos no palpables

1 2 microcalcificaciones, mas ndédulo palpable

B) Sintomaticas, en 27 casos (54%):
Q 14 ndédulos palpables
O 9 Telorragias

Q 4 alteraciones del conjunto areola-pezon



MATERIAL Y METODOS 128

En tres casos, ¢l CID se present6 asociado con un carcinoma infiltrante contralateral, dos

de manera sincrona, y uno de forma asincrona.

1V.1.2,5.- RECURRENCIA

El tiempo de seguimiento minimo en nuestro estudio, tras el tratamiento quirargico, fue
de 6 meses, hasta un maximo de 195 meses (tiempo medio de 49,3 meses). Durante este
periodo de tiempo, se diagnosticaron 4 recurrencias (8%), situadas todas en el mismo
cuadrante del tumor primario, tres de ellas en forma nodular y una en forma difusa. Las 4
enfermas presentaron dicha recurrencia en forma de carcinoma invasivo con diseminacion

axilar (N+) y, tan s6lo una de ellas, present6 metastasis a distancia.

Como tratamiento de rescate de estas recidivas, se realizo en 3 de ellas una mastectomia
radical modificada, v en la otra enferma, dado que tenia una mastectomia previa, su
tratamiento consistid en exéresis local y radioterapia. Todas ellas recibieron tratamiento

quimioterapico.

IV.1.3.- PARAMETROS DE TECNICA QUIRURGICA

Las pacientes fueron tratadas por un reducido niimero de cirujanos experimentados en
cirugia de la mama, con criterios similares, si bien adaptados a los conocimientos de cada

época sobre el CID.
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Se realizaron 34 mastectomias (68% de los casos): 14 mastectomias simples y 16
mastectomias radicales modificadas (nivel I axilar). A 13 enfermas de este grupo, se les

realiz6 reconstruccion inmediata con expansor y protesis posterior.

En 16 enfermas (32%) se realizé tratamiento con conservacién de la mama: En 4 de ellas
s6lo se efectud la extirpacion local y en 12 se afiadio radioterapia a la mama residual. En la
actualidad, la dosis administrada a la mama oscila entre 4.600 cGray y 5.000 ¢Gy., en
fracciones de 180-200 c¢Gy por sesi6n de tratamiento. Se administra una sesion por dia, y

cinco sesiones a la semana, hasta completar la dosis total de irradiacion.

IV.2.- METODOS

IV.2.1.- ESTUDIO HISTOLOGICO

El namero de bloques tomados del tumor, para su estudio histolégico, vari6 en cada
caso. En aquéllos cuyo tamafio lo permitia, se tomaron al menos 3 bloques, incluyendo
siempre, en alguno de ellos, tumor y tejido mamario vecino. Si era posible, se incorporaba
también el borde de reseccion quirtrgica mas proximo, previamente marcado con tinta china

en las resecciones de tipo conservador.

IV.2.1.1,- CLASIFICACION HISTOLOGICA

Encuadramos nuestros casos en cada una de las seis clasificaciones aceptadas para el

CID, y que han sido expuestas anteriormente.
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Con fines de evaluacion estadistica, y para una mejor valoracion de las variables

dependientes -Patrén arquitectural, Grado nuclear y Necrosis-, se han creado los siguientes

grupos:

1.- Clasificacién arquitectural - Hemos reagrupado los cinco tipos histolégicos previos,

de la siguiente manera:

0O Formas Comedo: Patrén comedo; para ser incluido en este grupo las células

neoplasicas presentaban: alto grado nuclear, presencia de necrosis y patron

solido (POLLER, 1994).

4 Formas no Comedo:

=2

(3
2
o

Cribiforme
Micropapilar
Papilar
Solido

Las caracteristicas de este grupo han sido comentadas en el capitulo IL7. sobre

clasificaciones histologicas, al estudiar cada tipo histolégico de CID.

2) Clasificacion citonuclear.- Se han creado dos grupos, separando las formas de alto

grado nuclear del resto:

J  GN bajo e intermedio

3 GN alto
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De esta manera, evitamos la diferencia entre GN bajo e intermedio, que ocasionaba la

mayor dificultad de valoracion en dicha clasificacién, como hemos visto en el capituio I1.7.

3.- Clasificacién de Nottingham.- Se ha tratado de diferenciar dos grupos, dependiendo
de la presencia o ausencia de necrosis. Definimos ésta como la existencia de

material con detritus celulares, aunque sea en cantidad minima.

[ Formas sin necrosis:

% CID sin necrosis

[ Formas con necrosis:
& CID con necrosis

> Comedo puro

Dentro de la clasificacién arquitectural y de la citonuclear, hemos estudiado las formas
de presentacion, en relacién a un patrén histolégico puro o mixto, para valorar la mayor

idoneidad de ambas clasificaciones.

IV.2.1,2.- GRADACION NUCLEAR

La gradacion nuclear se efectu6 siguiendo un estricto protocolo establecido por LAGIOS
en 1990, utilizando la seccién histolégica mas representativa y mejor preservada. Se realizé

para todos }os subtipos histologicos tumorales, con muestras tomadas preferentemente de las
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zonas periféricas sobre las centrales. El método evalia tres componentes de la morfologia
nuclear del tumor: tamaiio nuclear, distribucién de la cromatina y nimero de nucleolos.

Quedan definidos tres grupos:

d GRADO NUCLEAR I:

1) Tamafio nuclear entre 1-1,5 veces el didmetro del eritrocito
2) Cromatina difusa

3) Ausencia de nucleolos

d GRADO NUCLEAR 2:
1) Tamafio nuclear 1-2 veces el diametro del eritrocito
2) Cromatina en granulos

3) Nucleolos infrecuentes

O GRADONUCLEAR 3:
1) Tamafio nuclear mayor a 2 veces ¢l didmetro del eritrocito
2) Cromatina en vesiculas

3) Uno o mas nucleolos

[V.2.2,- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

IV.2.2.1.- TECNICA INMUNQHISTOQUIMICA

Las técnicas inmunohistoquimicas son un método fiable para el “screening” y
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caracterizacion de anticuerpos monoclonales. Utilizando estas técnicas, pueden visualizarse
la reaccién antigeno-anticuerpo en las células o en el intersticio, tanto con microscopio

optico como electronico.

Como método inmunochistoquimico, se utilizé la técnica del sistema estreptoavidina-
biotina (CATTORETI, 1988). Debido a que el estudio inmunohistoquimico se realizé en
secciones de tejido fijado en formol e incluido en parafina, fue necesario su tratamiento
previo a la inmunotincion, para facilitar el acceso de los Acs. a los Ags. tisulares. Este se
realizé mediante la utilizacion de un método no enzimatico (SHI, 1991; McKEE, 1993); asi,
las preparaciones eran procesadas en un horno microondas sumergidas en un tampén 0,01M.

de citrato s6dico a pH 6, durante un tiempo variable que oscilo entre 10 y 30 min.

1v.2.2.2.- METODO ESTREPTOAVIDINA -BIQTINA

Las secciones de parafina (3-4pum.) se montaron sobre portas tratados con poly-L-lisina,
siendo desparafinadas e hidratadas en alcohol. Para inhibir la peroxidasa endogena, se
incubaron en una solucién fresca de metanol al 5% en H,0,, durante 10-15 min. en cdmara
himeda. A continuacidén, se incubaban con el Ac primario, diluido adecuadamente en
tampon tris-salino (TBS) a pH 7,4 durante 30 min. en cimara himeda. Tras el lavado en TBS
durante 5 min., se cubrian con suero de conejo anti-raton biotinilado diluido al 1/250 durante
30 min. y, después de un lavado en TBS, se incubaban con el complejo estrepto avidina-
biotina, marcado con peroxidasa (Strep AB HRP) diluido al 1/250. Tras un nuevo lavado en

TBS durante 5 min., se incubaba con una dilucion de diaminobencidina (DAB) fresca,
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durante 10 min. Finalmente, tras un lavado en TBS durante 5 min., se contrastaron con
hematoxilina de Mayer durante 2-5 min. Posteriormente, se procedia al lavado con agua 'y

diferenciacion con alcohol, para después deshidratar, clarificar y montar.

1V,2,2.3.- ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los Acs empleados en este estudio se resefian en la Tabla X, junto con la especificidad,

reactividad, y procedencia de cada uno.

TABLA X: Anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico.

ANTICUERPO PROCEDE 'CLON REACTIVIDAD
Anti RE Immunotech® ERIDS | Células con receptores de estrégenos
MIB 1 Immunotech® Ki 67 Células en proliferacion
Anti p53 Novocastra® DO7 Céls que expresan p53 salvaje o mutada
CB1i1 Biogenex® CB11 Oncoproteina C—erbB;Z, tincién a nivel de la Mb.
Anti Ciclina D, Progen® DCS6 | Células con expresion de Ciclina D,

El estado de la antigenicidad del tejido se valoré mediante la inmunotincién con el Ac

antivimentina.

Como controles positivos para los Acs anti-RE y anti-p53, se utilizaron secciones de
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un carcinoma mamario fijado en formol e incluido en parafina con alta expresion de dicho
receptor hormonal y de la proteina P53. Como control positivo del Ac MIB-1, se utilizaron
secciones de parafina de amigdala hiperplasica. El control positivo del CB11 y anticiclina
D, se realizd, por comparacién con otras muestras de tejido mamario, con resultados

contrastados de alta positividad.

Como control negativo, se realizaba sistematicamente la omision del Ac primario. Los

controles, ademas, incluian una seccion de tejido mamario no neoplasico

El sistema esta basado en la determinacion de una poblacién de células, ya sean células
simples o secciones de tejido, mediante la aplicacion de técnicas de tincion
inmunohistoquimicas, utilizando anticuerpos que reaccionan con proteinas especificas,

pudiendo “cuantificar” dicha poblacion, como veremos en los apartados siguientes.

La cuantificacion del estudio inmunohistoquimico se realizé utilizando un sistema
computerizado de andlisis de imagen. Este consiste en un microscopio 6ptico, acoplado a
un sistema de “Hardware” (ordenador, pantalla, teclado e impresora), disefiado para aceptar
sistemas especificos de “Software” (programa de andlisis celular), ufil para multiples

funciones.
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A) “Hardware”:

Incluye el sistema de “hardware” CAS 200® (Fig. 10), que consta de:

[ Microscopio optico modificado (CAS Custom Reichert®) con sensores XY con
fiabilidad de + 12,7 um.

O Computadora AT 80286 con memoria interna de 4 Mbytes, disco duro de 80
Mbytes, con un paquete informatico de “software” IBM® de anélisis celular.

 Monitor de alta resolucion RGB, con reproduccion de diferentes tamafios de
imagenes digitalizadas.

 Impresora matricial de 9x7 pindot, con capacidad para graficos.

1 Camara digital multicolor CAS - CCD, que permite analizar imagenes con un

rango espectral entre 510 y 620 nm.

Figura 10: Sistema de “hardware” CAS200® para andlisis de imdgen

B. “Software”:

Se trata de un paquete de “software” CAS® de analisis celular por imagen. En el estudio

han sido empleados los programas QER/PR y QPL.
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IV.2.2.4.B.- VALORACION DE RECEPTORES ESTROGENICOS

Para la cuantificacién de los receptores estrogénicos se utilizé el programa QER/PR. Se
obtiene el porcentaje de superficie nuclear neoplasica con inmuno-reactividad, tras una
medicién minima de 10 campos microscopicos (X 400) de tejido neoplasico. Aunque el
programa muestra una grafica en funcién de la densidad optica, ésta no se tiene en cuenta
al haberse establecido un umbral de densidad, a partir del tejido mamario normal utilizado
como control. Se constderan valores positivos aquéllos que representan una positividad
superior al 5% de la superficie nuclear media, cifra de corte obtenida a partir de la
correlacion de la determinacién inmunohistoquimica con la del citosol por

Radioinmunoensayo (mayor a 10 fm). Nos proporciona dos valores, positivo y negativo.

1V.2.2.4.C.- VALORACION DEL iNDICE DE PROLIFERACION (Ac MIB-1)

Para la cuantificacion de la fraccion de crecimiento de la neoplasia se utiliz6 ¢l programa
QPI. El analizador de imagen valora la actividad proliferativa en el programa “Indice de
Proliferacién”, registrando en las células parenquimatosas neopldsicas, el area nuclear
positiva en relacion con el 4rea nuclear total, expresada en tanto por ciento. No se tiene en
cuenta la densidad optica, al haberse marcado umbrales a partir de los cortes control. El
numero minimo de células examinadas es de 300 y, en su defecto, se miden al menos 10

campos distintos, con corte y borramiento automatico de las zonas no utiles.

Los valores que se obtiene son:

@ IP Bajo: Menos del 15% de células positivas
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® 1P Medio: Entre 15-25% de células positivas

® [P Alto: Mas del 25% de células positivas.

Para valoraci6n estadistica, también se utilizan los valores IP Bajo: Menos de 15% de

células positivas e IP Medio/Alto: A partir del 15% de células positivas.

1V.2.2.4.D.- VALORACION DE LA EXPRESION DE LA ONCOPROTEINA p53

La expresién de la oncoproteina p53 se valoré con el programa QPL, sin atender a la
cuantia de la intensidad optica. Se valoran, al menos, los nicleos de 1.000 células
parenquimatosas neoplasicas. Cuando hay positividad en mas del 20% de las células, se
consideré un resultado positivo y el resto, negativo. Los casos positivos siempre presentaban
un caracter difuso, generalmente extenso. Los negativos mostraban células tefiidas

positivamente, de modo aislado. Asi, la cuantificacion podia ser simplificada, segin el

caracter difuso o aislado de la positividad.

Se realiza contando 500 células (o nicleos), o bien 10 o mas campos microscépicos de
gran aumento (c.m.g.a.). Se clasifican en: negativo, si la expresién es inferior al 5%, y
positivo, si la expresién es mayor al 3%. Unicamente se considera como expresion del

oncogén, la localizacién del mismo en la membrana citoplasmatica.
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IV.2.2.4.F.- VALORACION DE LAS CICLINAS

Para la cuantificacién de las ciclinas se utilizé el programa QPI. El analizador de imagen
valora el 4rea nuclear positiva en relacion con el area nuclear total, expresada en tanto por
ciento. No se tiene en cuenta la densidad 6ptica, al haberse marcado umbrales a partir de los
cortes control. El miimero minimo de células neoplasicas examinadas es de 300 y, en su
defecto, se miden al menos 10 campos distintos, con corte y borramiento automdtico de las

zonas no utiles.

Se consideran valores negativos cuando menos del 5% de los nicleos presentan tincidn,

y positivo cuando mas del 5% de los nicleos se tifien.

I1V.2.3.- ESTUDIO MOLECULAR

Para la identificacién de la muerte celular programada o APOPTOSIS se utilizé un
método enzimatico de hibridacion in situ del ADN nuclear fragmentado, que se realiza sobre
secciones de tejido procesado de forma rutinaria, denominado TUNEL (“TdT-mediated X-
dUTP nick end labeling”), que nos permite relacionar la apoptosis con la localizacién
histolégica y la diferenciacién celular. Dicho método, descrito por Gavrieli en 1992, se basa
en la adicién mediante una transferasa terminal (TdT), de un nucleétido desoxiuridina

trifosfato (dUTP) marcado en posicién 3' terminal.

1V.2.3,1.- METQDQ DE HIBRIDACION IN SITU

Se realiz6 utilizando el ”KIT” para hibridacién in situ, reaccién TUNEL, marcado con
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peroxidasa (“In situ cell death detection-POD”, suministrado por Boehringer Mannheim®),

sobre secciones de tejido parafinado.

Se cortaron secciones de 4 um. de tejido fijado en formol e incluido en parafina que se
montaron sobre portas pretratados con poly-L Lisina y, posteriormente, se desparafinaron

en estufa e hidrataron mediante pasos por xilol, alcoholes y agua destilada.

Debido a que el estudio se realizd en secciones de tejido fijado en formol e incluido en
parafina, la separacion de las proteinas se realizé6 mediante la incubacion de las mismas en

una solucién de proteinasa K (20pg./ml. en Tris/HCL, pH 7,4-8,0), durante 30 min. a 37°C.

Después de lavar las secciones en tampén fosfato-salino (PBS), se incubaban en una
solucién fresca de metanol en H,0O, (metanol al 0,3% en H,0,) durante 30 min., a
temperatura ambiente, con el fin de bloquear la peroxidasa enddgena. Se lavaban otra vez
en PBS y se incubaban en la solucion de permeabilizacion (0,1% de Tritén X-100 en 0,1%
de citrato sédico). Se lavaban las secciones dos veces en PBS, y se procedia al marcado
afiadiendo 5 pl. de la mezcla reaccion TUNEL sobre cada porta, se cubrian con un

cubreobjetos, y se incubaban en camara hiimeda durante 60 min. a 37° C.

Después de lavar las secciones en PBS (tres pasos), se procedia a la trasformacion de
la sefial, afiadiendo a las secciones 50 pl. de la mezcla Converter-POD y cubriéndolas con
cubreobjetos, se incubaban en camara hitmeda 30 min. a 37°C. Después de tres pasos por
PBS, se incubaban en una solucion sustrato de DAB durante 10 min. a temperatura ambiente,

se lavaban en PBS y se contrastaban con hematoxilina de Mayer durante 2-5 min. Se
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procedia, posteriormente, al lavado con agua y diferenciacion con alcohol, para luego

clarificar, deshidratar y montar.

1V.2.3.2.- VALORACION DE LA APOPTOSIS

La cuantificacién de la apoptosis se realizo utilizando el Sistema de Analisis de Imagen
CAS-200®, con el programa QPL. Los nucleos tefiidos positivamente con la técnica TUNEL,
se eval@ian en relacion con el namero total. No se valoran densidades opticas, al adaptarse
el umbral al control. Se evitan los campos con focos de necrosis, ya que a su alrededor se
acumulan numerosas células positivas. Como control se utiliza el tejido ductal mamario no

patoldgico.

Los resultados de la evaluacion se expresan en forma de un indice de células apoptéicas
(ICA), que relaciona las células positivas con las totales, siendo €stas no inferiores a 1.000,

expresado en tanto por ciento:

@ Menos del 1% de células TUNEL positivas
@ Entre 1y 3% de células TUNEL positivas

® Mas del 3% de células TUNEL positivas

Con fines de evaluacidn estadistica, también se expresan los resultados en dos grupos:

® Con menos del 1% de células TUNEL positivas

® A partir del 1% de células TUNEL positivas.
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1V.2.4.- ANALISIS DE LOS FACTORES PRONOSTICO EN LAS RECIDIVAS

Hemos realizado un analisis del conjunto de los factores prondstico estudiados en los
casos de la serie que presentaron recidivas, con el fin de evaluar la implicacion de éstos, en

mayor o menor medida, en la recurrencia de la neoplasia en sus diversas formas.

IV.2.5.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se ha realizado sobre 50 pacientes, mediante el paquete estadistico

SPSS 6.1 para Windows®, constando de los dos apartados que a continuacion se detallan:

Estudio estadistico descriptivo de cada variable: Consiste en tabular y ordenar los
parametros estudiados. Todos ellos son “variables categoricas” y se presentan en

tablas de frecuencias y porcentajes.

@ Analigis bivariante, (considerando las variables dependientes: Patrén arquitectural,
Grado nuclear y Necrosis). Se trata de valorar la relacién con el resto de las

variables presentadas: RH, IP, P53, HER-2-neu, Ciclinas y Apoptosis.

Para estudiar la relacion existente entre parejas de variables y valorar si existe asociacion

Ll 2N

utilizamos el estadistico “x*" que nos contrasta la frecuencia esperada con la tedrica, de

forma que:

xt = L(ET)
=
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donde E= Frecuencia esperada

T= Frecuencia Teorica

Este valor es contrastado con el %* de un grado de libertad. El contraste es de la forma:
H,= Independencia de variables

H,= No independencia de variables

Se rechaza la hipétesis nula (H,) si la p es menor de 0,05. Para este estudio, utilizaremos
la “y* con la correccidn de Fisher, ya que se trata de un contraste 2x2 y la muestra es menor

de 200 (CARRASCO, 1992).

Para contrastar la significacién de las variables, se uttliza el ODDS RATIO (OR).
Cuando el OR es igual a 1 (o logaritmo neperiano de OR es igual a 0), no hay asociacion
clinica entre las variables (ABRAIRA, 1996). Consideraremos significacion clinica, cuando
las variables sean estadisticamente significativas y el Intervalo de confianza del OR (OR+
2* ASE1) no contenga al 1. En una tabla 2x2, el OR equivale a A¥D/B*C. Un valor del OR
superior a 1 indica que el factor x incrementa la respuesta (Y=1). Un valor inferior a 1 nos

indica que estamos en presencia de un factor x protector de la aparicion de Y.
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