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Resumen.

El cancer de mama es la principal causa de muerte en mujeres de nuestro pais, y es
objeto de investigacion activa en todo el mundo. El diagnostico actual del cancer de
mama es realizado por la morfologia, diagnostico histoldgico y por técnicas moleculares
como la inmunohistoquimica y tecnicas de hibridacion de ADN tales como el FISH
(hibridacion in situ fluorescente) y CISH (hibridacion in situ cromogeénica). Es posible
realizar una clasificacion molecular del cancer de mama con la Clasificacion Molecular
que incluye la sobreexpresion de las proteinas Her2/neu, RE (receptor de estrégeno), RP
(receptor de progesterona), Ki-67 y en algunos casos especiales la sobreexpresion de un
ARN mensajero especifico de Her2/neu. Estas técnicas permiten observar la expresion
celular de dichas moléculas, y dependiendo de la misma se brinda un diagnostico que se
encuentra estandarizado en un protocolo universal denominado Clasificaciéon Molecular.
Este trabajo correlaciona la expresion otros marcadores como lo son Ciclooxigenasa
(COX2) y BRCA 1 con la clasificacion molecular analizando su expresién en 23
muestras de biopsias de mama de mujeres uruguayas portadoras de cancer de mama
invasor (CDI).

A) Introduccion

A-1) Anatomia de la glandula mamaria

Como se muestra en la Figura 1 la glandula mamaria normal consiste en 15 a 25 ductos
lactiferos que comienzan en el pezén y terminan en la unidad ductal lobular. Los ductos
terminales intralobulares se encuentran rodeados por tejido fibroconectivo. Donde los
ductos extra lobulares estan revestidos por epitelio columnar, los ductos intralobulares y
los ductos lobulares se encuentran también revestidos por epitelio cuboidal. Los ductos
extra lobulares presentan fibras elasticas prominentes. Los ductos lobulares también se
denominan ductulares o acinares. La ultima designacion es la mas apropiada vinculada a
la secrecion gestacional. EI mioepitelio se encuentra sustentado por una membrana basal
y bordeada por fibras elasticas (1-3). La unidad ducto lobular presenta dos células
especializadas, las células epiteliales con funcién absortiva y secretoria y la células
mioepitelial. Estas células tienen aspectos ultraestructurales e inmunohistoquimicos que
las diferencian (1, 4, 5).

A-2) Céancer de mama

El carcinoma de mama es la neoplasia maligna mas comun en la mama, y es la
neoplasia maligna mas comun en mujeres. Una mujer que viva 90 afios tiene una
probabilidad entre ocho de presentar un cancer de mama (6). En el periodo entre el afio
1998 y el 2003 en Uruguay se diagnosticé un promedio de 1653 casos de cancer de
mama, donde se encontré un promedio de 628 muertes por afio a causa de dicha
patologia (7).

A-3) Incidencia

A principios de la década de 1980 se introdujo el cribado con mamografia, y el nimero
de mujeres de edad apropiada sometidas al cribado aumentd constantemente hasta las
tasas actualmente descritas del 60 al 80% (7). El cribado aumenta la deteccion de
carcinomas invasores pequefios y carcinomas in situ. Hasta hace algunas decadas el
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numero de mujeres fallecidas por cancer de mama se mantuvo constante a pesar de que
aumento significativamente la cantidad de mujeres diagnosticadas con cancer de mama.
Eso es debido a que los estudios que esas pacientes se realizaban detectaban la patologia
en estados iniciales y estas son curables. Debido a esto se observo que hubo una
tendencia a la baja de la mortalidad de mujeres, esto fue gracias a los controles y a las
nuevas modalidades terapéuticas. Actualmente, se espera que mueran por la enfermedad
solo el 20% de las mujeres con cancer de mama. La frecuencia de esta enfermedad en
las mujeres ha llevado a hacer un estudio intensivo de los factores de riesgo de
desarrollar cancer de mama para tener claves sobre su etiologia (1).

A-4) Tipos de carcinomas mamarios
Clasificacion del carcinoma mamario de la OMS (2008)(8)

Carcinoma Ductal mamario: a) Carcinoma ductal “in situ” (CDIS)
b) Carcinoma ductal infiltrante (CDI)

Carcinoma Lobulillar mamario:
a) Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI)
b) Carcinoma lobulillar “in situ” (CLIS)

A-4-1) Carcinoma ductal “in situ”

Carcinoma ductal in “situ” Figura 2. En el diagnéstico de CDIS se requiere: por lo
menos 2 espacios que estén completamente comprometidos por una poblacion celular
uniforme, como medida de extension de la lesion. Es por esto que la presencia de un
solo espacio de una poblacion celular tipo CDIS se conoce con el nombre de hiperplasia
ductal atipica (HDA), las lesiones de menos de 2 mm corresponden a una HDA vy las
que miden méas a CDIS. Tiene similar distribucion que el carcinoma in situ ductal. La
falta de criterios exactos para la distincion entre una HDA 'y un CD in situ ha llevado a
que la distincion entre ambas entidades sea muy compleja. Se ha desarrollado el
concepto de neoplasia intraepitelial ductal (DIN) en donde se agrupa tanto las diferentes
hiperplasias epiteliales como los CD in situ (9, 10-11).

A-4-2) Carcinoma ductal infiltrante.

Carcinoma hace referencia a todo cancer que se origina en la piel o en otros tejidos que
revisten érganos internos, como el tejido mamario. Ductal significa que el cancer
comenzd en los conductos lacteos, significa que el cancer ha “invadido” o se ha
propagado hacia los tejidos mamarios que lo rodean. En conjunto, “carcinoma ductal
invasivo” hace referencia al cancer que ha atravesado la pared del conducto lacteo y ha
comenzado a invadir los tejidos de la mama. Con el tiempo, el carcinoma ductal
invasivo puede propagarse hacia los ganglios linfaticos y posiblemente a otras areas del
cuerpo. El Carcinoma Ductal in Situ (DCIS) es un grupo de lesiones heterogéneas
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caracterizado por la proliferacion presumiblemente de células epiteliales malignas
dentro del sistema ducto-lobulillar de la mama, sin evidencia microscépica a la vista de
invasion del estroma circundante. Estas lesiones varian con respecto a su modo de
presentacion, su apariencia histologica y su significancia biologica (1, 12).

A-4-3) Carcinoma ductal infiltrante cl&sico.

Esta lesion representa el prototipo del carcinoma mamario y es el tipo tumoral
implicado usualmente cuando se utiliza el término de “carcinoma de mama” sin otra
calificacion Figura 4. El tamafio, la forma, la consistencia y tipo de margenes son
altamente variables; algunos de estos factores dependen de la relativa cantidad de
células tumorales y estroma. Destacamos la importancia del tamafio tumoral
representado por el eje mayor del carcinoma ya que es una de las variables
estadificadoras y pronosticas. En general el aspecto macro del tumor duplica la
configuracién visualizada por la mamografia. El tipico caso es el de ser pobremente
circunscripto y firme, al corte tiene una resistencia chirriante y muestra una superficie
de corte amarillenta con trazos radiados que penetran en el parénquima que lo rodea
como también hacia el tejido graso, resultando de una notoria configuracion estrellada.
A veces estos tractos se ven interconectados con otros nddulos tumorales localizados
distales al tumor primario. Los tumores que son particularmente duros o pétreos, por la
gran cantidad de estroma, son tradicionalmente Ilamados *“carcinoma escirroso”. Es
comun para estos neoplasmas mostrar trazos blanquecinos con aspecto de tiza que son
generalmente indicativos de necrosis, calcificaciones y elastosis. Otros tumores son mas
delineados, suaves, redondeados y lobulados; los cuales han sido descritos como
carcinomas circunscriptos o multinodulares. El tumor puede crecer en areas difusas, en
nidos bien definidos, cordones o células individuales. La diferenciacion
glandular/tubular puede ser bien desarrollada, apenas desarrollada o ain ausente. Por lo
cual, esta es la razén por la que el término adenocarcinoma no es aconsejable como
sinénimo de CDI. La cantidad de estroma varia desde nulo a abundante y su apariencia
es de densamente celular a colagénico (desmoplésico). En los casos con abundantes
estroma puede ser dificil identificar las células tumorales. Por definicion presenta
células mayores y mas pleomorficas que las del carcinoma lobulillar infiltrante; su
nacleo y nucléolo son méas prominentes y las figuras mit6ticas son mas numerosas (1).

A-4-4) Carcinoma lobulillar in *“situ”.

Es una variante rara de carcinoma mamario, Figura 5. representando alrededor del 10%
de todos los tumores malignos de la mama. Macroscdpicamente no tienen caracteristicas
distintivas. Microscopicamente los lobulillos estan distendidos y completamente llenos
de células. Las células mas frecuentes se denominan A y son relativamente uniformes,
con escaso citoplasma palido y redondeadas, de pequefio o mediano tamafio, con ndcleo
redondeado, sin nucléolo evidente, normocromatico o levemente hipercromatico. En
general es minimo o esta ausente la atipia, el pleomorfismo, la actividad mitética y la
necrosis (13).

A-4-5) Carcinoma lobulillar infiltrante.



Es poco frecuente; siendo del 5 al 10% de todos los carcinomas de mama Figura 6. El
50% se asocia con carcinoma lobulillar in situ. Frecuentemente es multifocal o
multicéntrico y bilateral. Es una masa pobremente circunscripta, cuyo tamafio es
variable ya que también pueden presentarse con dimensiones microscopicas.
Tipicamente forma un tumor de consistencia firme a dura, con bordes irregulares. En
general no presenta fendmenos acompariantes de tipo degenerativo. La mayoria de los
tumores son grises o0 blanquecinos con apariencia fibrosa. Otra manifestacion de este
tipo tumoral es la formacion de innumerables nddulos finos y duros que se sienten como
granulos de arena en el parénquima mamario. En su forma mas caracteristica se presenta
con células uniformes, pequefias, que crecen infiltrando: aisladamente en crecimiento
lineal (“fila india”) o de manera concentrica alrededor de I6bulos comprometidos por
una neoplasia lobulillar in situ o de ductos dilatados formando anillos concéntricos
(imagen en tiro al blanco de tiro). La formacion glandular no es una caracteristica del
carcinoma lobulillar infiltrante (CLI). Las células pueden presentar lumina
intracitoplasmatica que contiene mucosustancias que son PAS (+) diastasa resistente,
que no llegan a conformar la clasica célula en anillo de sello. (14)

A-5) Marcadores moleculares
A-5-1) Receptores de estrogeno

Los receptores de estrogeno son receptores hormonales nucleares (RE beta, RE alfa),
pertenecen a la familia de receptores hormonales NR3, y estan compuestos por 3
dominios, un domino N-terminal de modulacion, un dominio de unién al ADN y un
domino C-terminal de unidn a esteroides. Estos activan la expresion de genes reporteros
que contienen elementos de respuesta a estrogenos (ERE) cuando estan unidos al
ligando. El receptor es una proteina de 530 amino&cidos y posee un peso molecular de
60 KDa, este se une al ADN como homodimero aunque puede formar heterodimeros
con ESR1 preferentemente. También inhibe la unién de ESR1 al ADN, interactla con
coactivadores dando lugar a un fuerte incremento de la transcripcion de genes diana.
Los receptores de estrogeno, contienen dominios de unién al ADN y de union al ligando
y estan criticamente involucrados en la regulacion de la funcién normal de los tejidos
reproductivos. Estan situados en el nicleo, aunque algunos receptores de estrogenos
estan asociados con la membrana de la superficie celular y pueden ser rapidamente
activados por la exposicion a los estrogenos celulares. Los RE alfa y RE beta han
demostrado ser diferencialmente activados por ligandos diversos (15). Las interacciones
ligando-receptor desencadenan una cascada de eventos, incluyendo la disociacion de las
proteinas de choque térmico, la dimerizacion del receptor, la fosforilacion y la
asociacion de los receptores de la hormona activa con determinados elementos
reguladores de genes diana. La evidencia sugiere que RE alfa y RE beta pueden ser
regulados por mecanismos diferentes a pesar de que comparten muchas caracteristicas
funcionales. La isoforma beta-1 se expresa en el testiculo y ovario, y en un nivel mas
bajo en el corazon, el cerebro, la placenta, higado, musculo esquelético, bazo, timo,
prostata, colon, médula 6sea, glandula mamaria y en el Gtero. También es encontrado en
el tejido mamario y en lineas de células tumorales de ovario, pero no en el colon y
tumores hepaticos. La isoforma beta-2 se expresa en el bazo, timo, testiculo y ovario, y
en un nivel inferior en el mdsculo esquelético, prostata, colon, intestino delgado,
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médula dsea, glandula mamaria y en el Utero. La isoforma beta-3 se encuentra en los
testiculos. La Isoforma beta-4 se expresa en los testiculos, y en un nivel inferior en el
bazo, timo, glandula mamaria, ovario y en el utero. La isoforma beta-5 se expresa en los
testiculos, la placenta, musculo esquelético, bazo y los leucocitos, y en un nivel mas
bajo en el corazon, pulmdn, higado, rifidén, pancreas, timo, prostata, colon, médula 6sea,
intestino delgado, glandula mamaria y el Utero .No se expresa en el tejido nervioso. El
receptor de estrogeno se determina en el cancer de mama mediante la técnica de

IHQ(16).

A-5-2) Receptores de progesterona

El receptor de progesterona (RP) es un miembro de la super familia de receptores de
esteroides. Las hormonas esteroides y sus receptores estan involucrados en la regulacién
de la expresion de genes eucariotas y afectan la proliferacion y diferenciacion celular en
los tejidos. Esta proteina media los efectos fisiologicos de la progesterona, que
desempefia un papel central en los eventos reproductivos relacionados con el
establecimiento y el mantenimiento del embarazo (17). El gen que codificas esta
proteina utiliza dos promotores en diferentes sitios y comienza la traduccion de la
isoforma A en el primer exon y comienza la traduccion de la isoforma B en el segundo
exon. Las dos isoformas son idénticas excepto por el adicional de 165 aminoacidos que
se encuentran en la N-terminal de la isoforma A (18). El receptor posee 933
aminoéacidos y pesa 99 KDa esta compuesto por 3 dominios, un dominio N-terminal de
modulacion, un dominio de unién al ADN y un dominio C-terminal de union a
esteroides. Pertenece a la familia NR3. En el cadncer de mama la determinacion de la
progesterona se realiza mediante técnicas de IHQ(19-20).

A-5-3) Expresion de Proteina Her-2/Neu

El descubrimiento de oncogenes que codifican para tirosina quinasas y el posterior
hallazgo de que sus mutaciones pueden causar la transformacion celular, deriva en el
descubrimiento del primer oncogén que codifica un receptor con actividad tirosina
quinasa. El gen neu se identifico como un oncogén en el DNA de neuroblastoma en
Ratas neonatales con células NIH. Su homologo humano, HER-2 fue identificado
posteriormente por diferentes investigadores y cuando se clond y secuencio, se encontro
que estaba relacionado al oncogén EGFR humano (HER 1), el homologo humano fue
Ilamado HER 2 o0, cerb B2, en relacion al gen que provoca la patogénesis del
eritroblastoma en el pollo (21). El HER2 es un protooncogen ubicado en el cromosoma
17921 y es una de los genes mas intensamente estudiados en cancer. Este gen codifica
para una glicoproteina ++transmembrana de 1522 AA 'y cuyo peso molecular es de 185
KDa llamada p185 HER2 y que generalmente se la llama HER2 (22). Esta proteina ha
sido caracterizada como un receptor de membrana tirosina-quinasa. El HER2 se expresa
en bajos niveles en muchos tejidos normales, incluyendo el tejido mamario sano y se
cree que regula el crecimiento, diferenciacion y muerte celular. HER-2 esta amplificado
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en un alto porcentaje en el cancer de mama lo que directamente induce una
sobrexpresion de su receptor. Esta sobrexpresion se creia que estaba relacionada con la
enfermedad y luego fue confirmada esa hipotesis con un estudio en ratones transgenicos
gue encontraron una conexién directa entre la amplificacion del gen y el desarrollo de
adenocarcinoma mamario (23).

A-5-4) Terapéutica con Trastuzumab.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2/neu-Human
epidemial “growth factor”) es un protooncogen que codifica para una glicoproteina
transmembrana caracterizada como un receptor tirosina-quinasa (24). EI HER2/neu se
expresa en bajos niveles en muchos tejidos normales, incluyendo el tejido mamario sano
y se cree que regula el crecimiento, diferenciacion y muerte celular. HER2/neu esta
amplificado en un alto porcentaje en el cancer de mama lo que directamente induce una
sobrexpresion de su receptor (22). El interés en estudiar la proteina HER2/neu radica en
que las pacientes que presentan una sobreexpresion de dicha proteina, presentan un peor
pronodstico(25), a su vez estas pacientes poseen una ventaja en su tratamiento debido a
que existe una droga blanco especifica denominada trastuzumab que compite por el sitio
del receptor tirosina- quinasa de la misma. El descubrimiento de los hechos
mencionados anteriormente llevd a la produccion y estudio de una serie de anticuerpos
monoclonales murinos dirigidos especialmente contra el dominio extracelular de
receptor Neu. Uno de ellos, fue seleccionado por su actividad preclinica y humanizado
por ingenieria genética, recibiendo el nombre genérico de Trastuzumab. Esta version
humanizada es una 1gG1 que contiene regiones estructurales humanas dentro de las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) encargadas de reconocer al
receptor HER2/neu. Trastuzumab (Herceptin) fue desarrollado con el fin de inhibir el
crecimiento in vitro de las células de cancer de mama humano que sobre expresan
HER2/neu, pero no de las que no lo sobre expresan. Asi mismo, es capaz de inhibir la
formacion de heterodimeros HER2/HER/3 y HER2/HER/4. Se ha sugerido también que
la unién de trastuzumab al receptor induce citotoxicidad mediada por anticuerpos.
También podria tener accion antiangiogénica. Por estos motivos uno de los principales
usos del trastuzumab radica en la generacion de tratamientos més selectivos para el
cancer de mama (26).

A-5-5) Ki-67.

La proteina Ki-67 se la considera necesario para el mantenimiento de la proliferacion
celular, es una proteina de 3256 aminodacidos y que tiene un peso molecular de 359 Kda.
Esta proteina se encuentra en el nacleo, en la fase G1 del ciclo celular esta
predominantemente en la region perinuclear, y en las fases mas tardias se detecta en
todo el interior nuclear, siendo mayormente localizada en la matriz nuclear, durante la
mitosis esta presente en todos los cromosomas (27). El anticuerpo monoclonal anti-Ki-
67 detecta un antigeno nuclear que se expresa exclusivamente en las células que entran
al ciclo celular (fases G1, S, G2 y mitosis) pero no en GO, por lo tanto, el anticuerpo
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monoclonal Ki-67 permite la deteccion inmunohistoquimica de células que completan
un ciclo y su expresion proporciona una medida directa de la fraccién de crecimiento
del tejido (28), el Ki-67 es util para la creciente fraccion celular en las neoplasias
(inmunohistoquimica cuantificado mediante la determinacion del namero de células Ki-
67 positivas entre el nimero total de células en reposo = indice de Ki-67). En los tejidos
neoplésicos el valor pronostico es comparable con el indice de timidina tritiada
etiquetada. La correlacion entre el bajo indice de Ki 67 y los tumores de bajo grado
histologico es fuerte. El Ki-67 se utiliza habitualmente como indicador de la
proliferacion celular. Es una herramienta Util para la determinacion de la fraccion
proliferativa en tumores como el linfoma no Hodgkin. De acuerdo al porcentaje de
células de un tejido que expresen Ki-67 se puede determinar mediante
inmunohistoquimica el indice de proliferacion celular, lo cual es un determinante
prondstico (29).

A-5-6) BRCA1

Esta fosfoproteina juega papel central en la reparacion del ADN, facilitando la respuesta
celular a la reparacion del mismo. Es necesaria para adaptar el ciclo celular después de
la exposicion a radiaciones ionizantes, tanto en la fase S como en la fase G2 del ciclo
celular. También la fosfoproteina esta implicada en la regulacion transcripcional de p21
en respuesta al dafio del ADN. La proteina es necesaria para la ubicacion de FANCD?2 a
los sitios de dafio en el ADN. Funciona como un regulador transcripcional, media la
ubiquitinacion dependiente de E2 e inhibe la sintesis de lipidos mediante la union a la
secuencia ACACA fosforilada y no permite que se desfosforile. Esta proteina posee
1863 aminoacidos y tiene un peso molecular de 208 KDa, se encuentra en el nucleo
celular. Esta proteina es fosforilada en respuesta a radiacion IR, UV y diversos
estimulos que provocan la activacion de los “puestos de control”, tiene un dominio de
dedos de zinc de tipo anillo e interactia con BAP1. Defectos en el gen BRCA 1 son la
causa de la susceptibilidad genética al cancer de mama, las mutaciones en el gen BRCA
1 se cree que son las responsables del 45% del cancer de mama hereditario. Por otra
parte las portadoras de BRCA 1 tienen 4 veces mas de probabilidades de riesgo de
adquirir cancer de colon, mientras que los portadores masculinos tienen 3 veces mas
riesgos de contraer cancer de prostata. Las células que carecen de BRCA 1 muestran
defectos en la reparacién del ADN, y defectos en los genes BRCA 1 son la causa de la
susceptibilidad genetica al cancer de mama y de ovario. La proteina contiene dos
dominios BRCT y un dominio tipo dedo de zinc en anillo. Este gen codifica una
fosfoproteina nuclear que desempefia un papel en el mantenimiento de la estabilidad
genodmica y actla como un supresor tumoral. La proteina codificada se combina con
otros supresores de tumores, el dafio del ADN sensores y transductores de sefiales para
formar una subunidad de proteina compleja de varios grandes conocidas como BASC
para asociados genoma de vigilancia complejo BRCAL. Este producto genético
asociados con la RNA polimerasa Il, a través de la terminal C de dominio, también
interactta con el complejo histona deacetilasa. Esta proteina desempefia un papel en la
transcripcion, la reparacion del ADN de doble cadena si es dafiado, y la recombinacion.
Las mutaciones en este gen son responsables de aproximadamente el 40% de los
canceres de mama heredados y més del 80% de cancer de mama y ovario hereditario. El
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splicing alternativo desempefia un papel en la modulacién de la localizacién subcelular
y funcion fisioldgica de este gen. Muchas variantes de la transcripcion empalmados
alternativamente se han descrito para este gen, pero sélo algunos han tenido su
naturaleza de cuerpo entero identificados. Dos genes de susceptibilidad para el cancer
de mama, BRCA1l y BRCA2, han sido identificados (30). Ambos genes son
considerados como genes supresores de tumores. Las mutaciones en BRCA1 y BRCA2
son responsables de la mayoria de los casos familiares de cancer de mama. El anélisis
funcional de los productos de los genes BRCAL1 y BRCA2 ha establecido la doble
participacion en la regulacion de la transcripcion y la reparacion de dafios en el ADN.
BRCAL afecta a la regulacion del ciclo celular, y la pérdida de los genes BRCA1 debido
a la disminucién en la expresion conduce a la detencion del ciclo celular, a través de los
genes p53 y p21 (31).

A-6) Clasificacion molecular:

El cancer de mama no es una Unica entidad sino un grupo muy heterogéneo de
enfermedades manifestadas por diferencias moleculares, histopatoldgicas y clinicas que
pueden originarse de lineas celulares diferentes o “stem cells”. Los estudios genético
moleculares tan Utiles como FISH o Hibridizacion “in situ” cromogenica (CISH), no
son de uso corriente en la rutina diagndstica del cancer de mama en todos los Centros
hospitalarios. Es por ello que varios estudios han investigado el rol de paneles de
inmunohistoquimica que puedan ser utilizados en la rutina diagndstica para clasificar
los canceres de mama al igual que la expresion de analisis genético. Sin embargo ha
sido dificil consensuar cual es el panel de inmunohistoquimica méas apropiado (32).

Desde el punto de vista molecular y de acuerdo a la expresion de varias proteinas, se ha
dividido al cancer de mama en 4 subtipos (32):

1)-Luminal A- este subtipo expresa receptores de estrdégeno, receptores de progesterona
Positivos 0 negativos y her2/neu negativo, es el subtipo mas frecuente de cancer de
mama(32), se asocia con un mejor pronadstico y es menos agresivo que el subtipo basal
o0 el que sobre expresa Her2/neu.

2)-Luminal B-. Los tumores del subtipo Luminal B, tiene receptores de estrogenos
positivos, receptores de progesterona positivo, her2/neu positiva. Los pacientes con
patrén Luminal B tienen una sobrevida libre de enfermedad muy corta al igual que la
sobrevida global.

3)-HER2/neu (sobreexpresion)- El subtipo Her2/neu presenta receptores de estrogenos
negativos, receptores de progesterona negativos y Her2 positivo. Este grupo es
habitualmente resistente a la terapia endocrina y se trata a menudo con trastuzumab.
Esta variante debe siempre ser correlacionada con la hibridizacion “in situ” fluorescente
(FISH) cuando el resultado de la expresion de la proteina Her-2Neu es 2+ de acuerdo a
un protocolo de interpretacion de la expresion preestablecido y estandarizado. (33)

4)-Basal-like-.El subtipo Basal-like o basal mioepitelial presenta receptores de
estrdgeno negativo, receptores de progesterona negativos y Her2 negativo. Estudios
sobre la expresion genética de citoqueratinas, caracterizaron la expresion de genes en el
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grupo de cancer de mama basal asociado con células mioepiteliales. El hallazgo clinico
mas significativo revel6 que éste subtipo es el mas agresivo y con menor tiempo libre de
enfermedad. (34) Estos subtipos varian en términos de diferentes etnias, evolucién
clinica, sobrevida y respuesta terapéutica.

A-7) Diagnostico, terapéutica y prondstico.

A-7-1) Diagnostico

El diagnostico de Cancer de Mama es clinico — radioldgico y anatomo patoldgico

, el médico debe examinar las mamas y las regiones axilares en busca de alteraciones
que orienten al diagnostico. Se debe instruir a la mujer como realizar el auto examen el
aumento del empleo del “screening” mamografico desde los inicios de 1980 ha
resultado en un aumento draméatico del nimero de casos de DCIS. El 30 - 40% del
cancer de mama es detectado por mamografia. El patron mamografico mas frecuente de
presentacion son las microcalcificaciones. Mas del 30% de las lesiones de DCIS pueden
presentarse con otros hallazgos mamogréaficos tal como alteracion de la densidad con o
sin microcalcificaciones, con &reas de distorsion de la arquitectura(35, 36, 37).

A-7-2) Terapéutica

El tratamiento éptimo del cancer de mama deberia ser abordado por un equipo inter
disciplinario integrado por: cirujanos, oncologos medicos, oncélogos radioterapeutas,
cirujanos plasticos, fisioterapeutas y psicélogos médicos. Existen varias alternativas
para el tratamiento, estas son cirugia, quimioterapia (QT), radioterapia (RT), terapia
hormonal y nuevos blancos moleculares. En general se utilizan mas de una. En la
mayoria de los casos, el factor mas importante en la seleccion del tratamiento es la etapa
de la enfermedad. También es necesario que el andtomo patdlogo realice la
determinacion de receptores hormonales en el tumor, ya que son importantes como
factor pronostico y para definir el tratamiento. Ademas debe determinarse la presencia
del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano-2 (HER2) o el HER2/neu
gen. La presencia del receptor de HER2 empobrece el prondstico y tiene implicancias
en la seleccion de los tratamientos sistémicos. En general luego de la cirugia la mayoria
de las pacientes reciben algin tratamiento sistémico (37).

A-7-3) Pronostico

El 60% de las pacientes afectadas por carcinoma invasivo de mama de mama localizado
tienen un 60% de probabilidades de sobrevivir 5 afios, mientras que las pacientes que
presentan al carcinoma diseminado presentan un 34 % de probabilidades de sobrevivir
5 afos aunque esto depende mucho de otras variables como la edad de las pacientes,
diagnosticos prematuros, tamafio del tumor primario, tipo de tumor y la biologia
molecular del mismo asi como de otros factores (1).
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A-8) Familia de las ciclooxigenasas, via de la COX, y via del acido araquidonico.

Los avances de la medicina tienden a buscar nuevos marcadores moleculares para la
determinacion de nuevos y mas personalizados diagndsticos y tratamientos. Uno de los
marcadores que se ha intentado relacionar al cancer en general es la proteina COX.

A-8-1) COX-2

La COX cataliza la unién de dos moléculas de oxigeno y la formacion de
endoperoxidos ciclicos, es la enzima limitante en la biosintesis de prostaglandinas y
eicosanoides. La actividad de las enzimas COX-1 y COX-2 se ha demostrado que
modulan el crecimiento de tumores al influir en la expresion de moléculas angiogénicas.
La COX-2 es sobrexpresada en varios tumores malignos como por ejemplo el cancer de
mama (38). El metabolismo de la prostaglandina juega un papel fundamental en los
procesos inflamatorios y también se ha demostrado que tiene un papel en la
diferenciacion de la carcinogénesis, tumoracion y su crecimiento en el cancer de
mama. La ciclooxigenasa-2 es la enzima clave implicada, ya que dispara la sintesis de
prostaglandinas y tienen impacto en el cancer de mama, delinear posibles estrategias
futuras de prevencidn y terapéuticas (39-40).

A-8-2) Via de la ciclooxigenasas:

Tres formas de las enzimas COX estan expresadas en los tejidos de mamiferos que son
COX-1, COX-2 y COX-3. La COX-1 esta implicado en diversos procesos fisioldgicos y
por lo tanto se llama enzima del "hogar”. Mediadores inflamatorios como las citoquinas,
factores de crecimiento y endotoxinas bacterianas rapidamente pueden inducir la
sintesis de la COX-2, que normalmente es indetectable en los tejidos normales. Sin
embargo, la COX-2 se expresa constitutivamente en los rifiones, el estomago y el
cerebro COX-1 y COX-2 tienen alrededor del 60% de homologia. Las longitudes
respectivas de los genes de la COX-1 y COX-2 son de 22 Kb y 8.3kb. EI ARN m de la
COX-1 tiene una longitud de unos 2,8 Kb, que de la COX-2 aproximadamente 4,0 Kb.
La ciclooxigenasa (COX) o tambiéen conocida como prostaglandina H sintasa (PGHS),
pertenece a la familia de las oxigenasas que son enzimas que catalizan la transferencia y
la incorporacion directa del oxigeno en una molécula de sustrato. Las COX son
glicoproteinas diméricas con un grupo hemo, es una proteina integral de membrana del
reticulo. La COX cataliza la union de dos moléculas de oxigeno y la formacion de
endoperoxidos ciclicos como el PGH que se convierte en las prostaglandinas D, E y F
asi como el tromboxano (TXAZ2) y la prostaciclina (PGI), la COX es la enzima limitante
en la biosintesis de prostaglandinas y eicosanoides. La PGSH posee dos actividades
enzimaticas, una actividad ciclo- oxigenasas y una actividad peroxidasa, la COX-3 es
una nueva isoforma acetaminofeno- sensibles de la familia de las COX con diferentes
propiedades farmacoldgicas que se han descrito para la COX-3 en comparacion con el
COX-1 y COX-2, muchos investigadores creen que es una variante de empalme
(splicing) de la COX-1 (41). Asi, la COX-3 es un producto del gen COX-1, pero
conserva un intron en su ARNm. La COX-3 es una glicoproteina. Estudios realizados en
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animales, comparando la actividad de COX-3 con la de la COX-1 y COX-2 indican que
los analgésicos como el paracetamol, inhiben selectivamente COX-3, y algunos
medicamentos anti-inflamatorios son potentes inhibidores de COX-3. Por lo tanto, la
inhibicion de la COX-3 podria representar un mecanismo por el cual posiblemente estos
medicamentos reduzcan el dolor y la fiebre (42).

A-8-3) Via del Acido Araquiddnico.

El acido araquidonico (AA) es un acido graso Q6-poliinsaturados (AGPI). Se libera por
hidrolisis de los lipidos de la membrana por las diferentes isoformas de la fosfolipasa
A2. El AA es metabolizado a compuestos bioldgicamente activos Ilamados eicosanoides
(Figura 7). Los eicosanoides son una familia de mediadores lipidicos biol6gicamente
activos, principalmente generada por dos tipos de enzimas: las ciclooxigenasas y
lipoxigenasas. Los eicosanoides son usados para modular ciertos procesos Fisioldgicos
y patoldgicos. Juegan un papel importante en la carcinogénesis, la proliferacion, la
adhesion y la angiogénesis celular, la permeabilidad vascular y la inflamacion (43, 44).

B) Objetivos

B-1) Objetivo general:

Caracterizacion de la expresion de diferentes marcadores moleculares diferentes a los
comunmente evaluados presentes en el cancer de mama en mujeres uruguayas.

B-2) Objetivos especificos:

-Estudiar la expresion de RP, RE, Her2/neu, Ki-67 en las biopsias de mujeres uruguayas
portadoras de cancer de mama

-Clasificar las biopsias de cancer de mama de mujeres uruguayas segun la clasificacion
molecular

- Determinar la sobreexpresion de COX-2 y BRCA-1 en biopsias de mama de pacientes
uruguayas portadoras de cancer de mama.

-Correlacionar COX-2 y BRCA-1 con la clasificacion molecular.

C) Materiales y Métodos

Se realizd un trabajo retrospectivo sobre un total de 23 muestras de biopsias de mama
diagnosticadas como cancer de mama del tipo ductal infiltrante durante el periodo de los
afios 2008 al 2010 en la Catedra de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Medicina del
Hospital de Clinicas, Universidad de la Republica. Cuando agrupamos segun sexo,
raza, edad y topografia tumoral observamos que la totalidad de los casos son de CDI, de
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raza blanca y de sexo femenino. En cuanto a la topografia tumoral observamos 13 casos
con el cuadrante superior externo de mama derecha (CSEMD) afectado y 10 casos con
el cuadrante superior de la mama izquierda (CSEMI) afectada. Solamente 3 casos
resultaron tener ganglios linfaticos positivos, dos de pacientes con CSEMD (66 y 76
afios) y 1 de CSEMI(65 afios), la media de edad fue de 61 afios y cuyas edades estaban
comprendidas entre 37 y 77 afios(Tabla 1). Las biopsias analizadas estaban incluidas en
parafina y se les corto secciones de 4 micras para realizar el estudio histologico. A estos
cortes se les realizaron técnicas de inmunohistoquimica para RE (Receptor de
estrégeno), RP (Receptor de progesterona), Proteina Her2/Neu, Ki 67, COX2, BRCA-1,
. Los anticuerpos empleados COX2 (isotipo 1gG1, clona SP2, conejo monoclonal) y
BRCAL (isotipo IgM kappa, clona GLK-2, ratdbn monoclonal) son fabricados por
BIOCARE (Biocare Medical, Concord, Calif), mientras que RE (isotipo 1gG1 Kappa,
clona 1D5, raton monoclonal), RP (isotipo IgG1, clonas PgR636, raton monoclonal),
Her2/neu (Herceptest), Ki67 (isotipo IgG1 Kappa, clona MIB-1(8) y ratén monoclonal
FLEX), fabricados por DAKO (DAKO, Carpinteria, CA, USA). Todas las técnicas
fueron visualizadas con el Kit “DAKO-ENVISION+SYSTEM- HRP (DAB)”.

Inmunohistoquimica y su procedimiento: Para conservar el material bioldgico se utiliza
formol tamponado. Se realizé la técnica sobre cortes de 4 micras de tejido mamario
obtenido de pacientes con cancer de mama. Esta técnica fue diagnosticada por un Unico
patologo y se emplea para ver la distribucion de proteinas celulares y tejidos. Ella
consiste en varios pasos. Primero se realizd el blogueo de la peroxidasa enddgena,
mediante la incubacion del tejido con una solucion de perdxido de hidrogeno de
concentracion 1 Molar por 15 minutos. Para evitar una tincion de fondo inespecifica de
la técnica (Background) se incubd por 15 minutos los cortes de tejido con Background
snipper ( Biocare Medical, Concord, Calif), perteneciente a un Kit de BIOCARE; esta
tincion de fondo es causada por la unién no inmunoldgica del anticuerpo primario a
ciertos componentes de los tejidos, sobre todo a colageno vy reticulina debido a fuerzas
hidrofobicas y electrostaticas. La coloracion de fondo puede reducirse bloqueando los
lugares con afinidad no inmune por las inmunoglobulinas.

Luego se incuban los anticuerpos primarios, que se utilizan segun protocolo del
fabricante. Después para revelar la presencia de inmunocomplejos se incuban con el
anticuerpo secundario por un periodo de 30 minutos, el mismo esta conjugado a
peroxidasa. Luego se incuban los cortes con un sustrato cromogénico. Se empleo DAB
(3- 3 diaminobenzidina) en buffer perteneciente al kit de BIOCARE al igual que el
DAB. Finalmente, el tejido es puesto en contacto con hematoxilina, de forma de generar
una contratincion o un fondo que permita distinguir las regiones positivas con mayor
claridad. Posteriormente se deshidratd el tejido mediante su incubacién con soluciones
de concentracion creciente de etanol hasta una solucion final de Xildl, y se montan los
cortes. Se realizan controles positivos con cortes de tejidos previamente diagnosticados
como positivos para cada anticuerpo en las mismas condiciones que las muestras. Al
igual que para COX2 se realiz0 el estudio para el marcador BRCAL en los tejidos de las
biopsias de cancer de mama por IHQ y se usaron los mismos criterios de consideracion
para el conteo de los casos como positivo 0 negativo con el grado de intensidad de
tincion, los del grado de positividad 0 fueron negativos y los de grados 1, 2 o 3 fueron
considerados positivos.
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Analisis: Se realizd un estudio estadistico descriptivo de los datos obtenidos mediante
IHQ, donde se consider6 como casos positivos los que presentaban un grado de
intensidad de tincion 1, 2 o 3 y aquellos con un grado de intensidad O como negativo a
la IHQ.

D) Resultados

Los 23 pacientes estudiados fueron seleccionados por ser casos diagnosticados de
carcinoma ductal infiltrante. A las biopsias de mama se les realizo estudios de IHQ para
receptores de estrogeno, receptores de progesterona, expresion Her2/neu, Ki-67,
(Figuras 10, 11,12, 13 respectivamente).

De los 23 pacientes estudiados portadores de carcinoma ductal infiltrante, 13 fueron
positivos para receptor de estrogeno y 10 negativos para el mismo. Del estudio de la
expresion de receptores de progesterona en las muestras analizadas se encontr6é que 12
fueron positivos siendo los restantes 11 negativos. Con respecto a la expresion de la
proteina Her2/neu se encontr6 que 7 casos fueron positivos y 16 negativos, mientras que
para la expresion de la proteina Ki-67 se encontraron 6 muestras positivas y 17
negativas (Tabla 2).

En el andlisis de la expresion de receptores hormonales (Progesterona y Estrégenos,
n=11) junto con la expresion de Ki-67 la misma encontr6 que 3 casos fueron positivos
para los tres marcadores siendo los restantes negativos. Con respecto a la coexpresion
de receptores hormonales (n=11) y sobreexpresion de Her22/neu, se evidencid que solo
un caso fue positivo siendo los restantes negativos.

El anélisis de la coexpresién de Ki-67 junto con Her2/neu encontrd 3 muestras positivas
para ambos receptores, siendo las restantes negativas para ambos receptores
coexpresados.

Cuando la expresion de los receptores hormonales fue negativa para ambas proteinas
(n=9), al observar la expresion de Ki-67 resulto ser que tres de esos casos fueron
positivos y seis no expresaron proteina Ki-67. Al observar la sobreexpresion de los
receptores hormonales con la sobreexpresion de Her2/neu resulto que también tres casos
fueron positivos y seis casos no sobreexpresaron Her2/neu.

Cuando observamos los casos en que solo se vio positividad de la muestra para uno de
los receptores hormonales, el receptor de progesterona (n=1), se observo que este
presentd negatividad para la proteina Ki-67 y sobreexpresion de Her2/neu. Se
encontraron dos casos donde fue positivo para el receptor de estrogeno y negativo para
el de progesterona. Al observar la expresion de Ki-67 en ambos casos se vio ausencia de
la misma, mientras que la sobreexpresion de Her2/neu fue positiva en uno de ellas y
negativa en el restante.

Para llevar a cabo la Clasificacion Molecular se correlaciono la expresion de los
receptores hormonales (estrdgeno y progesterona) con la sobreexpresion de la proteina
Her2/neu y con Ki-67.

Es asi que encontramos que once pacientes fueron catalogados como pertenecientes al
subtipo Luminal A, tres del Luminal B, cinco resultaron ser del subtipo Her2/neu y
casos catalogados pertenecientes al subtipo “Basal like”” (Tabla 2,3).
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Para la busqueda de los nuevos marcadores COX-2 y BRCA-1 se realiz0 la técnica de
IHQ para dichas proteinas (Figura 8 y 10 respectivamente). Se realiz6 la correlacion de
la clasificacion molecular con la expresion de estas proteinas COX-2 y BRCA-1.

Al relacionar la expresion de COX-2 con la clasificacion molecular (Tabla 2) se
encontré que de once casos del subtipo molecular Luminal A diez fueron positivos para
la IHQ, la sobreexpresion de la enzima COX-2 fue variada y presenta un caso negativo,
, un caso positivo (+), tres casos positivos (++) y seis casos positivos (+++).

Para el subtipo molecular Luminal B todos los casos fueron positivos con una cruz (+)
(n=3) para COX-2.

El subtipo molecular Her2/neu tres casos fueron positivos con una cruz (+) y dos casos
fueron positivos para tres cruces (+++), presentd COX-2 positiva para todos los casos
(n=5).

Por ultimo para el subtipo molecular “Basal like” también todos los casos fueron
positivos para COX-2 (n=4), dos de los casos fueron positivos para dos cruces (+ +), y
los dos casos restantes fueron positivos para tres cruces (+++).

Cuando relacionamos la clasificacion molecular con la sobreexpresion de la proteina
BRCA-1 observamos que para el subtipo molecular Luminal A de los 11 casos
solamente uno fue positivo para la misma y los restantes diez no sobreexpresaron la
proteina. Cuando observamos el subtipo Luminal B resulta que solamente uno de tres
casos si sobreexpresdé BRCA-1 siendo negativos los restantes dos casos. Al observar el
subtipo molecular Her2/neu resulta que dos casos de los cinco totales sobreexpresan la
proteina Her2/neu y los otros tres casos no lo hacen. Por ultimo para el subtipo
molecular “Basal like” dos de los cuatro casos sobreexpresan BRCA-1 y los dos
restantes no lo hacen.

E) Discusion

Cuando se diagnostica el cancer de mama es fundamental establecer sus caracteristicas
clinicas, histomorfoldgicas, inmunohistoquimicas y moleculares para poder determinar
el estadio patologico de la enfermedad, establecer su terapéutica y evaluar su
prondstico. Es asi que nos planteamos evaluar la expresion de los RP, RE, Her2 y Ki-67
en las muestras de las biopsias de cancer de mama de las 23 mujeres uruguayas
estudiadas portadoras de CDI.

Estos resultados permitieron llevar adelante la clasificacion molecular de cada una de
las muestras analizadas, los cuales nos han brindado una aproximacion a la realidad de
nuestro medio. Es asi que los resultados obtenidos para las biopsias de las pacientes
uruguayas diagnosticadas de cancer de mama CDI empleadas en este trabajo indican
que el subtipo molecular Luminal A es el subtipo mas frecuente (11/23), esto concuerda
con lo descrito en la literatura (32). El patron molecular de tipo luminal A, caracterizado
por sobreexpresar receptores de estrogeno, receptor de progesterona, negatividad para la
proteina Her2/neu y negatividad para Ki-67. Los restantes subtipos por frecuencia
fueron los subtipo HER2 (5/23) seguidos de los subtipos Basal Like (4/23) y por ultimo
el Luminal B (3/23).
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Con respecto a la expresion de COX-2 se piensa que la misma favoreceria al fenotipo
maligno a través de la promocion de la angiogénesis. La expresion de COX-2 en
tumores se ha correlacionado con una mayor microdensidad vascular en canceres de
colon, pulmén y estomago; se cree que la COX2 produce factores angiogénicos
aumentando la proliferacion celular de la célula neoplésica, aumentando el potencial
metastatico. La inhibicion selectiva de COX-2, suprime la tumorogénesis en modelos de
canceres de mama en ratones. En los pacientes con cancer de mama la expresion de
ARNmM de COX-2 y de la enzima COX-2 misma se encuentra elevada.

En nuestra serie hemos observado una alta expresion de la misma (22/23), lo cual puede
estar relacionado con el hecho de que el mismo juega un rol importante en la
diferenciacion de la carcinogénesis, tumoracion y el crecimiento en el cancer de mama
(39, 40). Numerosos estudios indican que la ciclooxigenasa-2 (COX-2) es altamente
expresada en una variedad de canceres humanos, incluidos los de colon, mama y
préstata. En el cancer de mama, la expresion de la COX-2 gen esta asociado con un alto
grado tumoral(45).

En la muestra estudiada se observa que los carcinomas COX-2 positivos se asocian a un
alto grado histologico y negatividad para los receptores hormonales. EI mecanismo por
el cual la COX-2 esta supra regulada en el cancer de mama es desconocida, pero una
posibilidad es que las células cancerosas sean intrinsecamente mas activas en la
expresion de COX-2 que en las no neoplésicas. Los resultados obtenidos en cuanto a la
expresion de COX-2, al igual que los reportados en la literatura internacional, muestran
que la casi totalidad de la muestras examinadas expresaron COX-2.

La incorporacién de la busqueda de COX-2 como biomarcador pronostico seria muy
importante ya que el mismo predomina en los fenotipos de patron histomolecular de
mayor agresividad, es decir aquellos con promotores de angiogénesis elevados y mayor
potencial de diseminacion neopléasica. Su identificacion quiza pudiera ser relevante para
emplear inhibidores selectivos de COX-2 en los carcinomas mamarios con expresion
intensa de este marcador.

La mayoria de los casos de cancer de mama no tienen causa identificable, pero
aproximadamente del 5 al 10% son causados por mutaciones genéticas. Los genes de
alta susceptibilidad a cancer de mama (BRCA-1 y BRCA-2) se transfieren de forma
autosdmica dominante con penetrancia variable. BRCA-1 es un supresor de tumores y
se piensa que estd relacionado con la apoptosis celular ademas de muchas otras
funciones celulares regulatorias. La pérdida de la expresion de BRCA-1 es relacionada
con una escasa diferenciacion tumoral y ganglios linfaticos metastaticos (30). BRCA-1
en el tejido mamario normal se encuentra altamente regulado (46).

En la evaluacion de la expresion del BRCA-1 en las muestras estudiadas de cancer CDI,
se encontrd que solamente 6 muestras fueron positivas (6/23). Esto nos hace pensar que
la pobre relacion existente entre la expresion de BRCA1 en la muestra estudiada pueda
ser debida al tipo histoldgico de cancer de mama (CDI). Otra posible explicacion puede
ser que nuestras pacientes no presentaban alta incidencia de cancer de mama
hereditario. Esto ultimo no lo podemos afirmar ya que carecemos de los datos sobre
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antecedentes familiares de los pacientes. Cabe recordar que las mutaciones en el gen
BRCAL son responsables del 45% del cancer de mama hereditario (30).

Se observd que en los subtipo moleculares Luminal A, Luminal B, Basal Like
presentaban una elevada sobreexpresion de COX2 (10/11, 3/3, 4/4). Es posible pensar
que dicha sobreexpresion colabore en la diferenciacion de la carcinogénesis (40) de
estos subtipos moleculares de cancer. Por otro lado el subtipo Her 2 fue el que presento
una menor sobreexpresion del mismo (2/5). A pesar de que nuestra muestra fue escasa
(n=23) es llamativo el hecho de que el subtipo molecular Her2 fuera el que mostrara la
menor correlacion con la expresion de COX2. Sin embargo Subbaramaiah y col. (47)
encontraron evidencia de la sobreexpresion de COX2 en cancer de mama HER2
positivo. Estos datos pueden quiza estar en relacion con el subtipo de cancer de mama
estudiado ya que nuestro trabajo se realizo con muestras de tumores CDI y el del autor
con lineas celulares 184B5/HER. Este subtipo molecular es bastante agresivo y es dado
por la sobreexpresion abundante de la proteina Her2/neu. Los resultados obtenidos nos
plantean que seria interesante estudiar en una muestra mayor si estas relaciones se
mantienen o difieren. Por otro lado seria de interés relacionarlas con la sobrevida de los
pacientes, lo cual podria aportar informacion pronostica sobre los mismos.

Con respecto a la expresion de BRCAL en relacion con los subtipos moleculares, se
encontrd una expresion leve-moderada de la misma para todos ellos (luminal A 1/11,
luminal B 1/3, basal like 2/4, Her2 2/5). Nuevamente cabe destacar que nuestra muestra
es pequefia, pero sin embargo podemos destacar la baja correlacién entre el subtipo
Luminal Ay BRCAL. Siendo el subtipo luminal A el mas frecuente (32) cabe plantearse
el rol de las alteraciones BRCAL en este subtipo. Una posible explicacion de los datos
obtenidos puede ser que para este subtipo el componente hereditario de los tumores no
sea el predominante. Por otro lado se sabe que los canceres HER2 positivos no son
comunes en pacientes con canceres asociados a mutaciones BRCA (48), esto podria
explicar la baja expresion de BRCAL en el subtipo HER2 (2/5). Con respecto a la
expresion de BRCAL en el subtipo basal like se ha descrito que existiria una conexién
entre la via del BRCAL vy el subtipo basal like (49). A pesar de lo pequefia de nuestra
muestra, encontramos que una expresion del 50% de la misma, lo que apoyaria los
resultados descritos. La expresion del subtipo luminal B fue baja (1/3), lo cual puede
estar en relacion con el cancer de mama esporadico.

F) Conclusion

El cancer de mama es la principal causa de muerte por cancer en Uruguay, presentando
nuestro pais una de las tasas mas altas de mortalidad de la region. El estudio de
marcadores moleculares capaces de clasificar mejor esta patologia permite hacer posible
tratamientos mas individualizados. El presente estudio llevo adelante la clasificacion
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molecular de las muestras de 23 biopsias de mama de mujeres uruguayas portadoras de
CDl y las correlacion6 con la expresion de COX-2 y BRCA-1. Los resultados obtenidos
concuerdan con los reportados en la literatura internacional. Seria de interés lograr
trasladar esta experiencia a un mayor nimero de pacientes, para que de esta forma
puedan beneficiarse de la informacion pronostica y de una terapia mas individualizada.
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Figura 4: Carcinoma ductal infiltrante clasico
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Figura 5: Carcinoma lobulillar infiltrante
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Figura 6: Carcinoma ductal “in situ”
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1 col Blanca 59 CSEMD
2 CDI Blanca 69 CSEMD
3 cDI Blanca 65 CSEMI
4 cDI Blanca 47 CSEMI
5 cDI Blanca 69 CSEMD
6 cDI Blanca 60 CSEMI
7 cDI Blanca 57 CSDMD
8 cDI Blanca 73 CSEMD
9 CDI Blanca 60 CSEMD
10 CDI Blanca 62 CSEMI
11 CDI Blanca 45 CSEMI
12 CDI Blanca 60 CSEMD
13 CDI Blanca 34 CSEMD
14 CDI Blanca 51 CSEMI
15 CDI Blanca 66 CSEMD
16 CDI Blanca 67 CSEMD
17 cDI Blanca 58 CSEMI
18 cDI Blanca 65 CSEMI
19 cDI Blanca 56 CSEMI
20 cDI Blanca 76 CSEMD
21 CDI Blanca 63 CSEMD
22 CDI Blanca 77 CSEMD
23 CDI Blanca 66 CSEMI
Tabla 1 Agrupacion segun sexo, raza, edad y topografia tumoral
CDI: Carcioma ductal infiltrante
CSEMI: Cuadrante superior externo de mama izquierda
CSEMD: Cuadrante superior externo de mama derecha
GL+/-: ganglios linfaticos positivos 0 negativos
His:;)lﬁj%ico ERsiigggr)]:) Prﬁgggfetforna IIE—ixeprrZe/Sr‘:gS Ki-67 Mo-II_(Ie(F:)S lar COX2 BRCAL
CDI (+)enel 40%de | (+)en el 20% de las (1+)(Negativo) Positivo A (-) (Negativo) Negativo

31




las células
tumorales,
H score 80

células tumorales,
H score 40

(+) Enel 90% de

(+) en el 90% de las

2 CDI tliincoerlaulleé}ss células tumorales, (1+) (Negativo) Negativo A (+++) sup al 30% Negativo
y H score 270
H score 270
(-) en células (-) en células
3 CDI tumorales, tumorales, (3+)(Positivo) Negativo HER2 (+)en el 10% Positivo
H score 0 H score 0
0,
) IZQ (cefléli(l)a/so de (+)en el 90% de las
4 CDI tumorales células tumorales, (3+)(Positivo) Positivo B (+) 10% Negativo
y H score 180
H score 180
(-) en células (-) en células .
5 CDI tumorales, H tumorales, (0) (Negativo) Negativo BL (+++:)”(;no/as del Positivo
score 0 H score 0 ?
+) en el 80% de
( )Ias células (+) en el 70% de las . . (+++) mayor a :
6 CDI células tumorales, (1+) (Negativo) Positivo A Negativo
tumorales H score 210 50%
, H score 240
(-) en células (-) en células L
7 CDI tumorales tumorales. (1+)(Negativo) Negativo HER2 S(I_J+?rli5(:(|’p;|e32Ig‘; Negativo
. Hscore 0 H score 0 P °
(-) en células (-) en células .
8 CDI tumorales, tumorales, (0) (Negativo) Negativo BL (++)sgg;r|or al Negativo
H score 0 H score 0 0
+) en el 70% de
( )Ias célulag (+), En el 30% de las . . (+++) superior :
9 CDI tumorales células tumorales. (1+) (Negativo) Negativo A 20% Negativo
H score 210 H score 90 ’
(-) en células (-) en células
10 CDI tumorales, tumorales, (3+)(Positivo) Positivo HER2 (+++) sup al 30% Positivo
H score 0 H score 0
+) En el 30% de
( )Ias células (+). En el 60% de las ; - (+++)mayor al -
11 CDI células tumorales. (0)(Negativo) Negativo A Negativo
tumorales. 30%
H score 30 H score 180
0,
) IZQ sflél?ﬁa/so de (+) en el 90% de las
12 CDI tumorales células tumorales, (1+)(Negativo) Negativo A (+++) sup al 90% Negativo
’ H score 180
H score 190
(-) en células (-) en células (+++) Exp
13 CDI tumorales, tumorales, (1+)(Negativo) Negativo BL intensa de un Negativo
H score 0 H score 0 30%
(-) en células (-) en células
14 CDI tumorales, tumorales, (3+)(Positivo) Negativo HER2 ) rrieé)r;;)s del Negativo
H score 0 H score 0 ?
(-) en células (+) en el 20% de las
células tumorales, . } (+) menos del .
15 CDI thrr;g(r):::}eg, H score 40 (3+)(Positivo) Negativo B 10% Negativo
(+)en el 30% de (-) en células
16 CDI las células tumorales, (3+)(Positivo) Negativo B () menos del Positivo
tumorales, H score 0 5%
H score 90
(-) en células (-) en células
17 CDI tumorales, tumorales, (1+)(Negativo) Positivo BL (+) 10% Positivo
H score 0 H score 0
(+) en el 80% de (-) en células
18 CDI las células tumorales, (1+)(Negativo) Negativo A (++) mayor al Negativo
tumorales, H score 0 10%
H score 240
+) en el 20% de
( )Ias células (+) en el 10% de las . . (++) mayor al .
19 CDI tumorales células tumorales, (0) (Negativo) Negativo A 10% Negativo
H score 9(') H score 30
-) en células -) en células +)(Positivo ositivo +++)mayor a egativo
20 CDI élul élul 3+)(Positi Positi HER2 | N i
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tumorales tumorales, 20%
H score 0
Q) IZ'; (cefléli(l);/so de (+) en el 90% de las ) ) )
21 CDI tumorales células tumorales, (1+)(Negativo) Negativo (++) 10% Negativo
H score 18‘0 H score 180
Q) IZ'; (cefléli(l);/so de (+) en el 90% de las ) ) -
22 CDI tumorales células tumorales, (0) (Negativo) Negativo (+) menor al 5 % Positivo
H score 18'0 H score 180
) IZ'; (ceflél?JSI;/so de (+) en el 100% de las
23 CDI tumorales células tumorales, (0) (Negativo) Negativo (+++) sup al 40% Negativo
H score 19'0 H score 300

Tabla 2: Descripcion del tipo histoldgico, Inmunohistoquimica (COX2, receptores de

estrogeno, receptores de progesterona, expresion Her2/neu,

clasificacion del tipo molecular para los 23 pacientes estudiados.
A: Subtipo luminal A

B: Subtipo luminal B
HER?2: Subtipo Her2/neu
BL: Subtipo Basal like
CDI : Carcioma ductal infiltrante

Ki-67, BRCAL) y
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n°de

Subtipo RE RP HER2/neu Ki 67 COX-2 BRCA-1
casos
Luminal A 11 11 10 0 2 10 1
Luminal B 3 2 2 3 1 3 1
Basal 4 0 0 0 1 4 2
HER2 5 0 0 3 2 2 2

Tabla 3. Diferentes subtipos moleculares clasificados segun la expresion de sus

diferentes marcadores moleculares en los 23 pacientes estudiados.
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Figura n°8 IHQ(COX2).40X

Figura n°9 IHQ(BRCA-1).40X
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Figura n°10 IHQ(RP).40X
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Figura n°12 IHQ(Her2/neu).40X
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Figura n°13 IHQ(KI-67).40X

41



