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Correlacion entre parametros morfologicos y expresion
inmunohistoquimica de factores prondsticos en el carcinoma
ductal infiltrante de mama
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RESUMEN

Introduccion: El carcinoma ductal infiltrante representa
el tipo histologico mas frecuente de los tumores malignos
mamarios y muestra un comportamiento biologico bastante
heterogéneo. La variable evolucion de la enfermedad ha esti-
mulado a los investigadores a definir los parametros que per-
mitan delimitar subgrupos de pacientes con el objetivo de
optimizar la terapéutica. Los parametros morfologicos han
logrado este objetivo con resultados mas o menos satisfacto-
rios. Las técnicas inmunohistoquimicas han permitido sefia-
lizar nuevas rutas terapéuticas con resultados poco contras-
tados. La valoracion comparativa de ambos parametros esta
escasamente reflejada en la literatura. Material y métodos:
Se han determinado en 165 pacientes con carcinoma ductal
infiltrante (NOS) el tamafio tumoral, grado histoldgico com-
binado, estatus ganglionar axilar y la expresion de receptores
estrogénicos, p53 y c-erbB2, correlacionandose entre si los
parametros morfoldgicos e inmunohistoquimicos. Resulta-
dos: Hemos obtenido correlacion estadisticamente significa-
tiva entre la expresion positiva de receptores estrogénicos
con el grado nuclear, indice mitdsico, grado histologico,
estatus ganglionar axilar y numero de ganglios afectados
cuando es superior a 4, pero no con la formacion tubular ni
con el tamafio tumoral. La diferente expresion de p53 no
muestra variaciones significativas cuando se relaciona con
los diferentes parametros morfologicos. La expresion de c-
erbB2 se correlaciona con la formacion tubular y el grado
histologico pero no con el resto de los pardmetros referidos.

Palabras clave: Carcinoma ductal infiltrante, recepto-
res estrogénicos, p53, c-erbB2, grado histologico, tamafo
tumoral, estatus ganglionar.

SUMMARY

Introduction: Invasive ductal carcinoma is the commo-
nest malignant tumour of the breast and its behaviour is
heterogeneous. Different therapeutic groups have been esta-
blished depending on the morphologic features. Immuno-
histochemistry has opened new therapeutic options but the
results are not contrasted enough. Material and methods:
We have correlated tumoral size, combined histologic gra-
de, axilar ganglionar status and p53, c-erbB2 and expression
of estrogens receptors in 165 patients with invasive ductal
carcinoma of the breast. Results: There is statistic correla-
tion between expression of estrogens receptors and nuclear
grade, mitotic index, histologic grade, axilar ganglionar sta-
tus and number of positive nodes. There is not correlation
with the tumoral size and tubular differentiation. There are
not significant alterations in p53 expression when it is
correlated with the different morphologic parameters. C-
erbB2 expression correlates only with tubular differentia-
tion and histologic grade.

Keywords: invasive ductal carcinoma, oestrogen recep-
tors, p53, c-erbB2, histologic grade, tumoral size, gangionar
status.
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INTRODUCCION
El cancer de mama femenino es un problema de salud

publica de primer orden a nivel mundial, especialmente
en los paises de nivel econdmico-social alto-medio, debi-
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do a su frecuencia (20-25% de todos los canceres feme-
ninos), alta predisposicion a padecerlo (5-10% con una
expectativa de vida de 74 afios ) y a su alta mortalidad
(10%) entre los 35 y 55 afios, practicamente estable a
pesar del refinamiento de las técnicas de diagnostico pre-
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coz y a la investigacion terapéutica (1). El 95% de las
mujeres tiene al menos un factor de riesgo. Estas premi-
sas fundamentan el interés en delimitar los parametros de
la enfermedad con valor pronoéstico fiable, con el fin de
optimizar la terapéutica.

El estudio anatomopatologico del cancer mamario ha
sido de gran utilidad en el reconocimiento de caracteristi-
cas morfoldgicas que han permitido evaluar su comporta-
miento biologico. Entre el 25 y el 30% de los carcinomas
mamarios muestran caracteristicas histologicas que per-
miten subclasificarlos como lesiones de buen prondstico
(2), siempre que dichas caracteristicas estan presentes al
menos en el 75% del mismo, es decir, en aquellas ocasio-
nes en las que las mismas constituyen la caracteristica pre-
dominante del tumor (3). El carcinoma ductal infiltrante
es el tipo histolégico mas frecuente de las neoplasias
mamarias (3,4) y su comportamiento bioldgico es bastan-
te heterogéneo. Esta heterogeneidad ha impulsado la bus-
queda de parametros con valor pronoéstico, al principio
morfologicos y posteriormente inmunohistoquimicos y
biomoleculares que permitieran definir su evolucion.

El grado histologico combinado es el resultado final
de los intentos de mejorar durante varias décadas la clasi-
ficacion prondstica de los carcinomas mamarios iniciada
por Greenouch en 1925 (5-11). En 1973 en el Notting-
ham/Tenovus Primary Breast Cancer Study se establece,
de manera estandarizada, el potencial prondstico de una
serie de caracteristicas morfologicas en el cancer mama-
rio mediante la valoraciéon semicuantitativa en cortes his-
tologicos, de la diferenciacion tubular, atipia nuclear y
numero de mitosis (8). El analisis individualizado de cada
uno de estos parametros obtiene un valor predictivo dife-
rente, siendo la formacion tubular el mejor indicador de
buen pronostico, mientras que un indice mitdsico alto es
el mejor indicador de una mala evolucion (12). El indice
mitdsico (nimero de mitosis contadas en 10 campos
microscopicos de gran aumento) es el mejor predictor de
supervivencia en pacientes con cancer de mama indepen-
dientemente del estatus ganglionar axilar (13-16). Su alta
reproducibilidad esta fundamentada en estrictos criterios
para reconocer las mitosis y las areas en las que deben ser
buscadas (8). El recuento de mitosis relacionado con un
porcentaje establecido de células tumorales se correlacio-
na estrechamente con la proliferacion celular (17,18). El
grado histolégico combinado, adecuadamente protocoli-
zado, refuerza el consenso inter e intraobservadores y
minimiza la discrepancia en parametros aislados sin alte-
rar el grado histologico final, lo que incrementa su utili-
dad clinica (19). A diferencia de otros sistemas de cate-
gorizacion, que incluyen casi 2/3 de los casos como car-
cinomas escasamente diferenciados, este sistema
discrimina los casos en grupos mas homogéneos (20).
Los carcinomas mamarios poco diferenciados presentan
altas tasas de metastasis axilares y baja supervivencia,
independientemente del tamafio tumoral (21,22).
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El tamafio tumoral (TT) y el estatus ganglionar axilar
(EG) son factores prondsticos estrechamente correlacio-
nados e independientes (13,23,24). La medicién micros-
copica del TT tiene mayor fiabilidad prondstica (21,25),
pero no siempre es posible en tumores de cierto tamafio.
El aumento del TT se relaciona directamente con peor
supervivencia, independientemente del EG (1). Un TT
hasta 1 cm supone una tasa de supervivencia e intervalo
libre de enfermedad semejantes a las de los tipos histo-
logicos especiales de buen prondstico (24,26). La super-
vivencia a los 5 afios declina progresivamente con el
aumento del nimero de ganglios afectados (21,27). Entre
el 25 y el 30% de las pacientes con carcinoma limitado a
la mama, fallecen por la enfermedad frente al 50-75% de
las que tienen ganglios axilares metastasicos (28). Las
micrometastasis (focos tumorales <2 mm) estan presen-
tes entre el 9 y el 13% de los ganglios axilares inicial-
mente considerados como negativos (21) y los falsos
negativos aumentan hasta un 20 % cuando se utiliza
inmunohistoquimica (29). Sin embargo no hay consenso
sobre la influencia de las micrometastasis sobre el pro-
néstico (30-32).

El desarrollo de las técnicas inmunohistoquimicas ha
permitido cuantificar determinados factores por métodos
morfolégicos, conservando la arquitectura y caracteristi-
cas histologicas de la lesion.

La determinacion de receptores hormonales (estroge-
nos y progesterona) en las células neoplasicas mamarias es
un método valorativo de la diferenciacion tumoral (33-35)
pero su valor prondstico no ha sido satisfactorio. En los
pacientes con ganglios axilares negativos y expresion
positiva de dichos receptores, el grado de recurrencia es
solo un 8-10% menor que en los pacientes que no los
expresan (35) y el intervalo libre de enfermedad a largo
plazo es similar en ambos grupos (34). Otros relacionan la
expresion de receptores con la supervivencia pero no con
el intervalo libre de enfermedad (36). No obstante es un
dato util desde el punto de vista terapéutico ya que las
pacientes con expresion positiva de receptores responden
mejor al tratamiento con Tamoxifeno u otras formas de
modulacion hormonal que las que no los expresan (36-38).

La expresion del factor de proliferacion celular
(Ki 67) es muy heterogénea y se correlaciona bien con
otros indicadores de la proliferacion celular (timidina
marcada, fraccidn de la fase S y contaje mitdsico (39).

La sobre expresion inmunohistoquimica de la protei-
na c-erbB2 (neu) es muy especifica cuando es negativa o
fuertemente positiva. En este ultimo caso tiene valor pre-
dictivo, relacionandose con alto grado histoldgico, baja
supervivencia y mala respuesta a los tratamientos hor-
monal y quimioterapico convencionales (29,40). La
sobre expresion de c-erbB2 posibilita el bloqueo del
dominio extracelular del receptor de membrana con
Transtuzumab con buenos resultados en pacientes con
metastasis (41). Los casos con expresion moderada se
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correlacionan mal con los resultados terapéuticos por lo
que se deben valorar complementariamente mediante
hibridacion in situ fluorescente (FISH) (42).

La sobre expresion de p53 se produce en el 25% de
los carcinomas mamarios debida a la mutacion del gen
supresor TP53, lo que induce un acimulo de proteina
inactiva y estable en las células neoplasicas (43). Sin
embargo, en el 20% de los casos la mutacion no produce
una proteina estable, por lo que no es detectada inmuno-
histoquimicamente. La participacion de p53 en procesos
tan importantes como el control del ciclo celular, la repa-
racion del ADN y la apoptosis sugiere que mutaciones
puntuales en determinadas localizaciones del gen, estén
mas relacionadas son un prondstico adverso que otras
(44-46). No hay consenso sobre la relacion entre sobre
expresion de pS3 y supervivencia (21).

MATERIAL Y METODOS

Hemos estudiado 165 pacientes con diagnostico ana-
tomopatologico de carcinoma ductal infiltrante (NOS),
de los que conocemos el tamafio tumoral (TT) y el esta-
tus ganglionar axilar (EG). En cada uno de ellos hemos
valorado el grado histoldégico combinado (GH) (8) en cor-
tes histologicos tefiidos con HE y realizado estudio inmu-
nohistoquimico de antigenos frente a los anticuerpos p53
(monoclonal, no diluido), c-erbB2 (monoclonal, no dilui-
do), Ki 67 (monoclonal no diluido) (Concepta Byosis-
tems S.S., Barcelona) y antireceptores estrogénicos
(diluido 1:50) (Novocastra Lab.Ltd. UK) en un procesa-
dor automatico VENTANA ES (Ventana Medial Systems,
Tucson, Arizona, USA) empleando el kit de deteccion
Ventana Enhanced DAD (solucion inhibidora de peréxi-
do de hidrégeno, anticuerpo biotilinado antiraton, solu-
cién de peroxido de hidrogeno, DAD, solucién de sulfato
de cobre, hematoxilina y colorante de fondo). El desen-
mascaramiento antigénico se ha realizado mediante tam-
pon citrato a ph 6, en olla a presion durante 4 minutos.

Hemos correlacionado entre si el TT, GH y sus tres
parametros (formacion tubular, grado nuclear e indice
mitdsico), el EG y el nimero de ganglios afectados. Asi-
mismo se han correlacionado cada uno de los parametros
referidos con la expresion de receptores estrogénicos
(RE), p53 y c-erbB2.

En la valoracion de los parametros que integran el
GH, FT1,FT2 y FT3 indican respectivamente marcada,
moderada y escasa o nula formacién tubular; GN1, GN2
y GN3 indican respectivamente escasa, moderada e
intensa atipia nuclear; IM1, IM2 e IM3 indican respecti-
vamente bajo, moderado y alto indice mitdsico.

La determinacion de receptores estrogénicos se ha
realizado valorando el porcentaje de células tumorales
con tincidén nuclear positiva (47). La expresion de p53 se
ha reflejado en resultado positivo o negativo. La expre-

sion de c-erbB2 se ha valorado como positiva fuerte
cuando mas del 10% de las células tumorales exhiben
tincién de membrana completa e intensa, positiva débil
cuando mas del 10% de las células neoplasicas exhiben
tincion de membrana débil o incompleta y negativa cuan-
do la tincién de membrana es negativa o cuando menos
del 10% de las células tumorales exhiben tincion de
membrana débil o incompleta (42).

El estudio estadistico se ha realizado con el programa
SPSS version 12.0 para Windows, empleando Tablas de
Contingencia u Homogeneidad con el test de Chi-cua-
drado, tablas 2 x 2 con la correccidén de continuidad y el
Analisis de la Varianza (ANOVA). En los casos en que se
han obtenido diferencias significativas hemos utilizado
el Test de Comparaciones Multiples de Bonferroni.

RESULTADOS

139 casos (84,24%) expresaron inmunopositividad
frente a los receptores estrogénicos (RE+) y 26 (15,76%)
no (RE-).

Las correlaciones establecidas entre el TT, Tamafo
tumoral medio (TTM), FT, GN, IM, GH, EG, numero de
ganglios afectados y la expresion de RE quedan refleja-
das en las tablas 1-7.

Tabla 1. Correlacion entre Tamaiio Tumoral (TT), Tamaiio
Tumoral medio (TTM) y expresion de Receptores
Estrogénicos (RE)

TT (cm)
TT DT TTM (cm) | Total
0-2 >2
RE (-) 11 (13,75%) | 15 (17,65%) | 2,48 3,14 26
RE (+) |69 (86,25%) |70 (82,35%) | 1,84 | 2,64 | 139
Total 80 85 1,95 2,72 165

Tabla 2. Correlacion entre Formacion Tubular (FT)
y expresion de Receptores Estrogénicos (RE)

FT1 FT2 FT3 Total

RE () 0(0%) | 4(10,81%) | 22(20,18%) | 26
RE (+) | 19(100%) | 33(89,19%) | 87(79,82%) | 139
Total 19 37 109 165

Tabla 3. Correlacion entre Grado Nuclear (GN) y expresion
de Receptores Estrogénicos (RE)

GN1 GN2 GN3 Total
RE (-) 1(2,78%) | 13 (14,13%) | 12 (32,43%) | 26
RE (+) [35(97,22%) | 79 (85,87%) | 25 (67,57%) | 139
Total 36 92 37 165
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Tabla 4. Correlacién entre Indice Mitésico (IM) y expresion
de Receptores Estrogénicos (RE)

Tabla 9. Correlacién entre Formaciéon Tubular (FT)
y expresion de p53

M1 M2 M3 Total FT1 FT2 FT3 Total
RE () 7 (8,43%) 5(13,51%) | 14 (31,11%) | 26 p53 () 11 (57,89%)| 13 (35,14%) | 56 (51,38%) | 80
RE (+) |76 (91,57%)| 32 (86,49%) | 31 (68,89%) | 139 P53 (H) | 8(42,11%) | 24 (64,86%) | 53 (48,62%) | 85
Total 83 37 45 165 Total 19 37 109 165
Tabla S. Correlac.i’é n entre Grado Histol()g’ic? (GH) Tabla 10. Correlacién entre Grado Nuclear (GN) y expresiéon
y expresion de Receptores Estrogénicos (RE) de p53
GHI GHII GH 111 Total GN1 GN2 GN3 Total
RE (- 2 49 1 0 1 29 2
e (+) . (3%63 6/33) 582( 83673637{;)) 32 28 Of]; 13g P53 [22(61,11%)| 42 (45,65%) | 16 (4324%) | 80
™ (96,36% (86,67% o P53 (+) |14 (38,89%)| 50 (54,35%) | 21 (56,76%) | 85
Total 55 60 50 165 Total 36 92 37 165

Tabla 6. Correlacion entre Estatus Ganglionar Axilar (EG)
y expresion de Receptores Estrogénicos (RE)

EG
GO G Total
RE (-) 11 (13,09%) 14 (17,28%) 26
RE (+) 73 (86,90%) 67 (82,72%) 139
Total 84 81 165

Tabla 7. Correlacion entre n.° de ganglios axilares afectados
y expresion de Receptores Estrogénicos (RE)

EG
G G ((+)<4 G((H>4 Total
RE () 11(13,09%) | 2(5.26%) |12 (27.91%) | 26
RE (+) 73 (86,90%) | 36 (94,74%) | 31 (72,09%) | 139
Total 84 38 43 165

85 casos (51,52%) expresaron inmunopositividad

frente a p53 y 80 (48,48%) no.

Las correlaciones establecidas entre los parametros
considerados anteriormente y la expresion de p53 que-

dan reflejadas en las yablas §-13.

Tabla 8. Correlacion entre Tamaiio Tumoral (TT), Tamaiio
Tumoral Medio (TTM) y expresion de pS3

Tabla 11. Correlacién entre indice Mitésico (IM) y expresién

de p53
M1 M2 M3 Total
P53 (2) |40 (48,19%)| 16 (43,24%) | 24 (53,33%) | 80
P53 (+) |43 (51.81%) | 21 (56,76%) | 21 (46,67%) | 85
Total 83 37 45 165

Tabla 12. Correlaciéon entre Estatus Ganglionar axilar (EG)
y expresion de p53

EG
GO G Total
P53 (0 40 (47,62%) 40 (49,38%) 80
P53 (4 44 (52,38%) 41 (50,62%) 85
Total 84 81 165

Tabla 13. Correlacién entre n.’ de ganglios axilares afectados
y expresion de p53

EG
G() G+ <4 G+ >4 Total
P53 () 40 (47,62%) | 18 (47,37%) | 22 (51,16%) 80
p53 (+) 44 (52,38%) | 20 (52,63%) | 21 (48,84%) 85
Total 84 38 43 165

TT (cm)

TTM
DE Total

(cm)

0-2 >2
P53 (- 35 (43,75%) |45 (52,94%) | 2,9 2,09 80
P53 (+) |45 (56,25%) |40 (47,06%) | 2,55 1,81 85
Total 80 85 2,72 1,95 165
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57 casos (34,55%) expresaron inmunopositividad
frente a c-erbB2. 106 casos (65,45%) no expresaron c-
erbB2.

Las correlaciones establecidas entre los parametros
referidos con anterioridad y la expresion de c-erbB2 que-
dan reflejadas en las tablas 14-20.
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Tabla 14. Correlacion entre Tamafio Tumoral (TT), Tamaiio
Tumoral Medio (TTM) y expresion de c-erbB2

Tabla 20. Correlacién entre n.’ de ganglios axilares afectados
y expresion de c-erbB2

TT (cm)
TTM DT Total
0-2 >2 (cm)

cerbB2 (-) | 60 (75%) |48 (56,47%) | 2,49 1,88 108
cerbB2 (+) | 20 (25%) |37 (43,53%) | 3,12 2,11 57
Total 80 85 2,72 1,95 165

Tabla 15. Correlacién entre Formacién Tubular (FT)

y expresion de c-erbB2

FT1 FT2 FT3 Total
c-erbB2 (-) | 14 (77,78%) | 29 (78,38%) | 65 (50,09%) | 108
c-erbB2 (+) | 4 (22,22%) | 8 (21,62%) | 45 (40,91%) | 57
Total 18 37 110 165

Tabla 16. Correlacion entre Grado Nuclear (GN) y expresion

de c-erbB2
GN1 GN2 GN3 Total
c-erbB2 (=) | 27 (75%) | 59 (64,13%) | 22 (59,50%) | 108
c-erbB2 (+) | 9 (25%) 33 (35,87%) | 15 (42,86%) 57
Total 36 92 37 165

Tabla 17. Correlacion entre indice Mitésico (IM) y expresion

de c-erbB2
M1 M2 M3 Total
c-erbB2 (-) [ 58 (70,73%) | 24 (64,84%) | 26 (57,78%) | 108
c-erbB2 (+) |25 (30,10%) | 13 (35,14%) | 19 (42,22%) | 57
Total 83 37 45 165
Tabla 18. Correlacién entre Grado Histolégico (GH)
y expresion de c-erbB2
GH1 GHII GH 111 Total
c-erbB2 (-) |45 (81,82%) | 33 (55%) 30 (60%) 108
c-erbB2 (+) | 10 (18,18%) | 27 (45%) 20 (40%) 57
Total 55 60 50 165

Tabla 19. Correlacién entre Estatus Ganglionar Axilar (EG)
y expresion de c-erbB2

EG
G () G Total
c-erbB2 () | 60 (70,59%) 47 (58,75%) 108
c-erbB2 (+) | 25 (29,41%) 33 (41,25%) 57
Total 85 80 165

EG
G () G(H)<4 GH) >4 Total
c-erbB2 (=) | 60 (70,59%) | 24 (64,86%) | 23 (53,50%) | 108
c-erbB2 (+)| 25 (29,41%) | 13 (34,20%) | 20 (46,50%) 57
Total 85 37 43 165
DISCUSION

Se ha correlacionado la expresion de RE con un cre-
cimiento lento del carcinoma mamario (47). No hemos
obtenido diferencias significativas entre los casos con
inmunoexpresion positiva y negativa de RE al correla-
cionarlos con el TT (p=0,636). Sin embargo el TTM es
menor en la serie con RE positivos que el obtenido en la
serie con RE negativos.

Al correlacionar la expresion de RE con los tres para-
metros del GH hemos obtenido correlacion estadistica-
mente significativa con el GN (p=0,002) y con el IM
(p=0,003) pero no con la FT (p=0,054). Asimismo
hemos obtenido una correlacion altamente significativa
entre la diferente inmunoexpresion de RE y el GH
(p=0,000) coincidente con la de otros autores (34,35,48).

En otros trabajos no se establece correlacion entre la
inmunoexpresion de RE y el EG (47,48). Nuestros resul-
tados sin embargo muestran diferencias significativas
(p=0,018) que se mantienen en la serie con mas de 4 gan-
glios axilares afectados, pero se pierde en el grupo con
menos de 4 ganglios metastaticos.

La correlacion entre el TT, TTM e inmunoexpresion
de p53 es contradictoria y sin relevancia estadistica
(p=0,238). Asimismo no hemos obtenido diferencias sig-
nificativas entre la diferente inmunoexpresion de p53 y
los diferentes parametros del GH (FT, GN e IM)
(p=0,159, p=0,223, p=0,659 respectivamente). Tampoco
hemos encontrado correlacién con el GH (p=0,373) ni
con el EG (p=0,920). Estos resultados son coincidentes
con los de otros autores (43).

Aunque existe una correspondencia entre la inmuno-
expresion de c-erbB2, TT y TTM, no tiene significacion
estadistica (p=0,600), coincidente con otros trabajos
(43). Hemos encontrado diferencias significativas entre
la diferente inmunoexpresion de c-erb2 y la FT
(p=0,017) pero no con el GN (p=0,141) ni con el IM
(0,316). La literatura recoge resultados contradictorios
referentes a la correlacion entre el GH y la inmunoex-
presion de c-erbB2 (43,49). En nuestro estudio hemos
obtenido diferencias significativas (p=0,004). No se ha
establecido correlacion significativa con el EG.

Con el presente trabajo hemos intentado estudiar y
correlacionar los parametros morfoldgicos e inmunohis-
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toquimicos que han demostrado con el paso de los afios
tener mayor correlacion con la evolucion clinica del
paciente, determinando cuantitativamente la progresion
mas probable de la neoplasia. Conforme avance el estu-
dio del carcinoma de mama surgiran nuevos factores pro-
nésticos muchos de ellos genéticos y moleculares que a
buen seguro no so6lo se afadiran a los clasicos sino que
llegaran a determinar de un modo mads conciso la proba-
ble evolucion de la enfermedad. Se trata unicamente de
factores pronosticos. La realidad marca sus propias
reglas; un adecuado conocimiento de los factores pro-
noésticos y la relacion entre los mismos nos permitira en
gran numero de casos afrontar el tratamiento del carci-
noma ductal infiltrante, y por ende el carcinoma de
mama en general, del modo mas racional.
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