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SUMMARY

Background: In this article we estimate the hypothetical prognostic influence of some new factors, including the oncogene c-erbB-2,
the suppressor gene p53 and neovascularization, in breast carcinoma. Material and methods: We collected 112 cases of ductal bre-
ast carcinoma (NOS) treated with modified radical-mastectomy. The minimal follow-up time was 60 months. The prognostic factors
were evaluated by means of immunohistochemistry performed in formaldehyde-fixed paraffin-embedded tissues. Results: In our series
only the tumor stage (TNM) and the neovascularization behaved as independent significant prognostic factors for breast cancer
patients. Conclusions: Neovascularization is a very promising issue with prognostic implications in breast carcinoma, especially for
node-negative patients. Rev Esp Patol 1997; 30(4): 302-308.
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RESUMEN
Planteamiento: En este articulo se valora la posible'influencia prondstica de ciertos factores, como el oncogén c-erbB-2, el gen supre-
sor p53 y la neovascularizacion en el cancer de mama. Material y métodos: El trabajo se ha realizado en 112 mujeres diagnosticadas
de carcinoma ductal infiltrante de tipo cldsico y tratadas mediante mastectomia radial modificada. El seguimiento minimo ha sido de
' 60 meses y la deteccion de los factores pronésticds se ha hecho mediante inmunohistoquimica en tejido tumoral fijado en formol e
incluido en parafina. Resultados: En nuestra serie de pacientes sdlo el estadio tumoral (TNM) y la neovascularizacion se han com-
portado como factores prondsticos independientes en el carcinoma ductal de mama. Conclusiones: La deteccidn de la densidad vas-
cular en el tumor puede ser un factor prondstico de importancia en las pacientes con cdncer de mama, sobre todo en aquellas sin
metdstasis ganglionares. Rev Esp Patol 1997; 30(4): 302-308.
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INTRODUCCION paises de Europa occidental (2), pero parece observarse
una clara tendencia al aumento, explicable en parte por

El cédncer de mama es el tumor maligno mds frecuente el diagndstico precoz (3). Se han realizado multitud de
en las mujeres occidentales (18%) (1). En Espafia la estudios para identificar los factores que determinan el
incidencia es relativamente baja si se compara con otros pronéstico en estas pacientes. Sin embargo, mujeres que
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comparten alguno de los factores prondsticos denomina-
dos clasicos (estadio, grado histoldgico) evolucionan de
modo muy diferente. Este hecho ha movido a muchos
grupos de autores a la bisqueda de nuevos factores
prondsticos. En este estudio hemos analizado la posible
influencia prondstica del oncogén c-erbB-2 (uno de los
mds estudiados en el cdncer de mama) (4, 5), del gen
supresor p53 y de la neovascularizacion, siguiendo el
disefio experimental de los trabajos de Weidner y otros
autores (6, 7).

MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en 112 pacientes afectas de carci-
noma ductal infiltrante de mama de tipo cldsico. El
diagnéstico de la lesion se hizo en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico!Universitario
San Carlos de Madrid entre 1984 y 1990. En todos los
casos el tratamiento consistié en una mastectomia radi-
cal modificada. Se fij6 un seguimiento minimo de 60
meses (5 .aflos), siendo excluidas tanto las qué abando-
naron el seguimiento durante este periodo ‘como las
fallecidas durante el mismo por causas intercurrentes no
relacionadas con el tumor. ‘

Se valoraron el grado histoldgico (segin los criterios
de Bloom-Scarff-Richardson) (8), el estadio tumoral
(siguiendo la clasificacion TNM) (9) y otros factores
epidemiolégicos con posible influencia prondstica,
como la edad de la paciente y la localizacién del tumor.
En todas ellas también se valor6 el Indice Pronéstico
Morfométrico Multiparamétrico (IPMM) de Baak (10).

Las muestras quirtirgicas se fijaron en formol al 10%
y se incluyeron en parafina. El andlisis imnuﬂohjstoqui-
mico se realizé segtin el método de la inniunopcroxida—
sa indirecta, afiadiendo tratamiento en homo microondas
de 750 W (dos ciclos de 7 y 5 minutos con un descanso
de 2 minutos entre ambos) en el caso de los receptores
hormonales (estrégenos, clon ER1D5 de Immunotech al
1/5 y progesterona, clon 1AG de Novocastra al 1/10),
pS3 (clon DO7 al 1/50, Novocastra) y c-erbB-2 (clon
CB11 al 1/40, Medac Diagnostika) y tripsinizacion en el
caso del factor VIII (Enzo Diagnostics, prediluido). La
incubaci6n con el anticuerpo primario se hizo durante
una noche a 4 °C. El ahticuerpo secundario fue un suero
de conejo anti-ratén, RAM-DAKO p161 al 1/20. El
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revelado de la reaccién se hizo con diaminobencidina y

las muestras se contrastaron con hematoxilina de Harris.
La valoracidn de las técnicas se realizé segiin los

siguientes criterios: ‘

— p53: sélo se considerd positiva la tincién nucleaf. La
positividad fue débil si entre el 0% y el 10% de las
células se tefifan e intensa cuando se tefifan mas del
10% (Fig. 1). :

— c-erbB-2: sdlo se consideré positiva la tincién de
membrana. Segiin los criterios de Wright (11) los
casos fueron positivos cuando se tefifan més del 50%
de las células tumorales (Fig. 2).

— Factor VIII: siguiendo el primer disefio experimental
de Weidner (6), se realizé un doble recuento de los
vasos empleando un microscopio Olympus BH2. En
primer lugar se eligi6 a pequefio aumento (x4) el
campo mds vascular (el denominado hotspot vascular)
(Fig. 3) y en €l se realizg el recuento de los vasos con
el objetivo x20 (0,7386 mm?) (Fig. 4). Se obtuvieron

Figura 1. Expresién intensa de p53 en los nicleos de més del
10% de las células tumorales (técnica de inmunohistoquimica
para p53, original x200).
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Figura 2. Positividad de c-erbB-Z en la membrana de las célu-
las tumorales (inmunohistoquimica para c-erbB-2, original
%x200). ‘ ‘

‘
dos valores: la densidad vascular (vasos/mm?) en el
campo mds vascular y un valor medio de los tres cam-
pos més vascularizados. Habitualmente, los campos
mis vasculares se localizan en la periferia del tumor y,
siguiendo los criterios de Gasparini y Harris (7), se
evitaron las 4reas de necrosis tumoral. |

Los receptores hormonales en tejido se consideraron
positivos cuando mis del 10% de las células tumorales
mostraron tincién nuclear (12).

El andlisis estadistico se hizo empleando el programa
estadistico BMDP Statistical Software Package en un
ordenador Convex C3210. Se emple6 el test de 32 para
valorar la asociacién entr¢ los factores cldsicos y las tres
variables analizadas. La relacién entre cada una de las
variables y:el prondstico (estimado mediante el interva-
lo libre de enfermedad);se analizé con el método de
Kaplan-Meier (estudio univariante). El estudio multiva-
riante (empleando el modelo de riesgo proporcional de
Cox) permitié definir laé relaciones entre las variables
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con influencia pronéstica demostrada para identificar
aquellas con un valor prondstico independiente.

RESULTADOS

Caracteristicas de la serie

La edad de las pacientes oscilé entre 33 y 80 afios (me-
dia: 55,8). El 36,6% (41 pacientes) eran premenopausi-
cas. La mama derecha se afecté con mds frecuencia que
la izquierda (50,8% frente a 49,2%), y la localizacion
mds habitual fue el cuadrante superoexterno (41,1%). El
18,8% de las pacientes tenfan tumores en estadio I, el
47,2% en estadio I y el 34% en estadio IIL. El grado his-
tolégico fue 1 en el 10% de los casos, 2 en el 59% y 3 en
el 31%. Los valores del IPMM oscilaron entre 0,95 y
2,78 (media: 0,71), y un 44,6% de las pacientes tuvieron
indices de buen prondstico (<0,6).

Figura 3. |dentificacién del hotspofvascular en la periferia de un
carcinoma ductal infiltrante de mama (inmunohistoquimica para
el factor VI, original x40). :
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Figura 4. Detalle a gran aumento de los campos en que se
realiza la medicién en un caso muy vascularizado (inmunchis-
toquimica para el factor Vil original x200).

Técnicas de inmunohistoquimica

Los receptores de estrégeno fueron positivos en el 26%
de los casos y los de progesterona en el 37,5%. La prue-
ba de p53 fue negativa en el 62,5% de los pacientes (70
casos), positiva débil en el 20,5% e intensa en el 17%.
Sélo el 17% de las pacientes mostraron positividad para
c-erbB-2 segtn los criterios antes enunciados.

En relacién con la neovascularizacién, las dos
medidas realizadas se consideraron infercambiables,
ya que el anlisis estadistico demostré una correlacién
entre ellas practicamente perfecta (r=0,99), similar a
la demostrada por Weidner en su primer estudio (6).
Los valores considerados en el estudio estadistico pos-
terior fueron sélo los obtenidos en el campo més vascu-
lar, que oscilaron entre 10,83 y 151,6 Vasos‘/mrn2 (me-
dia: 54,33). ‘
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Relacion entre las distintas variables
vy la supervivencia (analisis univariante)

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 1.
Como puede observarse, ni la expresién de receptores
hormonales ni la del gen supresor p53 en tejido tuvieron
influencia prondstica significativa. En relacién con la
expresién del oncogén c-erbB-2, no se observo influen-
cia prondstica cuando se consideraban todas las pacien-
tes globalmente, pero al dividirlas seglin su afectacién
ganglionar se observé que en las que presentaban gan-
glios negativos sf tenfa influencia pronéstica (Fig. 5). En
cuanto a la vascularizacién, las pacientes que tenfan més
de 48 vasos/mm? presentaban un prondstico significati-
vamente peor (Fig. 6).

Estudio de la dependencia
entre las variables con influencia
pronostica (estudio multivariante)

Al realizar este andlisis se observé que los dos ﬁﬁiCOS
factores con influencia prondstica independientje en
nuestra serie eran el estadio tumoral y la densidad; vas-
cular del tumor.

DISCUSION

En la actualidad, se estdn realizando multitud de estu-
dios para tratar de definir los factores prondsticos en el
céncer de mama. Entre los diversos factores que se estan
analizando cabe destacar la expresién de oncogenes y
genes supresores (sobre todo p53 y c-erbB-2), los mar-
cadores de proliferacién celular (tanto inmunohistoqui-
micos como por citometria de flujo o estdtica) (13, 14)
y, de modo mds reciente, la neovascularizacién en el
seno del tumor (6).

Uno de los oncogenes més estudiados es el c-erbB-2,
que codifica una protefna andloga estructural del recep-
tor del factor de crecimiento epidérmico y que se sobre-
expresa en >20% de los cdnceres de mama humanos (15).
Segin la mayor parte de las series publicadas (16, 17) su
expresion parece definir un grupo de pacientes con mal
pronéstico. En nuestro estudio, c-erbB-2 tuvo importan-
cia prondstica s6lo en las pacientes con ganglios negati-
vos, resultado similar al obtenido por el grupo de Paik y
cols. (18), quienes observaron una mortalidad cinco
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. Tabla 1. Significacion estadistica de las distintas jvariab‘les.

Variable n Yo

p Sig"niﬁcacién
Edad (afios) 0.04 s
<65 93 831 3 1
>65 19 169 .
Menopausia : 04 - NS 1
Premenopéusicas C 41 , !
Postmenopausicas 71 634 ‘
Localizaci6n : 0004 S
Retroareolar 35 31,2
No retroareolar 77 68,8 ‘
* Ganglios | 0.0026 S
No 45 40,2
CSi 67 598 ;
¢ Estadio 0.001 S
I 21 187
I 353 473
1| 138 34
. Grado histol6gico ‘ 038 NS
| 11 69 o
23 101 31
CIPMM 001 S
1 <0,6 50 46
>0,6 162 554
| Receptores estrogénicos 0.86 NS
i Negativos 83 74
Positivos 29 26
Receptores de progesterona 0.55 NS
© Negativos 70 62,5
. Positivos | 42 375
. ps3 | 076 NS -
. Negativo ©70 62,5 ‘
1. Positivo .42 375
" cerbB-2 089 NS
Negativo 193 83 ‘
Positivo .19 17
Densidad vascular ‘ 0.03 S
<48 57 509
>48 55 491

veces superior entre las pacientes con ganglios negati-
vos que expresaban este oncogén. o

El gen supresor p53 se ha estudiado en multitud de
tumores. Codifica una proteina que parece inhibir el
paso de las células de fase GI1 a S, comportfuidose por
ello como un gen supresor;de tumores (19). Los resulta-

dos sobre su posible influencia prondstica son muy
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Figura 5. Comparacion entre las curvas de supervivencia de las
pacientes con ganglios negativos seg(n la expresion de c-erbB-2.

variados (20, 21) por la diversidad de criterios y tipos de
anticuerpos empleados. En nuestra serie no hemos podi-
do demostrar ninguna influencia prondstica de este fac-
tor, ni al considerar todo el grupo de pacientes ni al divi-
dirlas seguin su afectacion ganglionar.

El objetivo mds importante de nuestro estudio era
valorar la posible influencia pronéstica de la neovascu-
larizacién en el cancer de mama. Este nuevo factoﬁ
prondstico fue introducido en la literatura médica por

—<48
—>48 | .
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Figura 6. Comparacién entre las curvas de supervivencia de las
pacientes segun la densidad vascular del tumor. ‘
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Weidner y cols. (6) en 1991 en un estudio realizado en
49 pacientes. Este trabajo pionero demostr6 que la tasa
de recidivas en las pacientes con ganglios negativos era
mayor cuantos més vasos habia en el tumor. A este estu-
dio han seguido otros muchos tratando de confirmar la
supuesta influencia pronstica de la vascularizacién.
Estos trabajos no han sido homogéneos en su disefio y
desarrollo, lo que los-hace dificilmente comparables.
Asi, como marcador vascular se han usado el factor VIII
(6), CD31 (22) o CD34. El sistema de medicién tampo-
co es homogéneo, ya que hay autores que emplean cam-
pos de 200 aumentos, otros campos de 400 y otros que
~miden campos a pequefio aumento. Todos estos proble-
mas técnicos han llevado a Gasparini y Harris (7) a defi-
nir los criterios que se deben seguir en la medida de los
vasos para que los trabajos sean comparables (criterios
seguidos en nuestro estudio) (Tabla 2).

El estudio estadistico ha demostrado que las pacien-
tes con tumores muy vascularizados tienen un prondstico
significativamente peor, y que esta influencia es inde-
pendiente del estadio tumoral. Esta influencia prondsti-
ca se daba tanto en el grupo de pacientes con ganglios
positivos como con ganglios negativos. El nimero de
vasos es ligeramente mds alto en las pacientes con gan-
glios negativos, pero la diferencia entre los dos grupos
no es significativa (56,8 frente a 50,63/mm?). En nues-
tra serie s6lo el estadio tumoral y la vascularizacién en
el tumor se han comportado como factores prondsticos
independientes. Nuestros resultados confirman los de la
mayor parte de las series publicadas, ya que los tumores
que superan 48 vasos/mm? (punto de corte establecido a
partir de la media de vasos) muestran una peor evolu-
cién con mas riesgo de recidiva en el periodo estudiado.
Los resultados negativos obtenidos por algunas series

" Tabla 2. Criterios de medicién de vasos en el cancer [
: de mama. s

! Usar un marcador endotelial adecuado (factor VIII o CD31) ‘

¢ Elegir las 4reas mds vascularizadas a pequefio aumento
(hotspot vascular) |

. Considerar como vaso toda estructura tefiida con
el marcador, aunque no tenga luz
(tomar como vasos los cordones sélidos)

. Realizar el recuento en campos de 0,74 mm*
I (como minimo)

i El recuento debe realizarse por dos investigadores
de modo simultineo

Factores prondsticos en el cdncer de mama

(23) se pueden justificar por la falta de homogeneidad de
los disefios. ‘

Este nuevo factor prondstico resulta especialmejnte
atractivo ya que genera unas perspectivas terapéuticas
novedosas si se emplean los formacos antiangiogénicos
que se estdn desarrollando en el momento actual. Podria
intfoducirse as{ una nueva arma terapéutica en la lucha
contra el cdncer de mama, sobre todo en las pacientes
con ganglios negativos. ‘

En resumen, el presente ?studio confirma, en pacien—
tes espafiolas seguidas durante un minimo de 60 meses, la
importancia prondstica del niimero de vasos en el tumor,
demostrada y contrastada por varios estudios internacio-
nales. Nuestro estudio parece contradecir la posiblé in-
fluencia pronéStica de la expresién del oncogén c-erbB-2
y del gen supresor pS3. Sin embargo, antes de introducir
en la rutina diagndstica del cancer de mama el estudio de
los vasos consideramos necesaria la perfecta unificacién
de los sistemas y criterios de medida, e incluso la utiliza-
cién de sistemas automdticos de recuento vascular.
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