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Carcinoma mamario con inmunofenotipo similar al de las células
basales. Estudio morfolégico y perfil de expresién inmunohistoquimico
en 54 casos triple negativos

Diego Leonardo Jorge Buys,* Alejandra Zarate Osorno**

RESUMEN

Introduccion: en los estudios del perfil génico de expresion se clasifica al carcinoma mamario en positivo para receptores de estrégenos
(luminales Ay B), similar a la mama normal (luminal C), con sobreexpresion de HER-2/neu y con inmunofenotipo semejante al de la cé-
lula basal; estos dos ultimos son de peor prondstico. Los carcinomas mamarios “triple negativos” se distinguen por la falta de expresion
de receptores hormonales y de HER-2/neu, asi como por su comportamiento agresivo. La mayor parte de ellos tiene inmunofenotipo
semejante al de la célula basal.

Objetivo: determinar el perfil inmunohistoquimico de los carcinomas mamarios y correlacionarlo con algunas caracteristicas morfolégicas
de los carcinomas con inmunofenotipo semejante al de la célula basal.

Material y métodos: de mayo de 2007 a febrero de 2008 se recopilaron todos los casos de carcinomas mamarios “triple negativos”
y se estudiaron con anticitoqueratina 5/6, antirreceptor del factor de crecimiento epidérmico, antiproteina p63, anti-CD117, anti-Ki67 y
anti-p53. También se evaluaron caracteristicas morfolégicas como necrosis tumoral, grado nuclear, infiltrado linfoplasmocitario, patrén de
crecimiento y bordes del tumor.

Resultados: se recopilaron 54 casos de carcinomas mamarios “triple negativos”, de los cuales 94.5% expresaron inmunorreaccion posi-
tiva al menos con uno de los anticuerpos utilizados; el mas expresado fue la anticitoqueratina 5/6, que resulté positiva en 90.19% de los
casos, y el menos expresado fue el anti-CD117, positivo Unicamente en 45.65%. En 87.5% se observé un grado nuclear alto, o G3, y en
el resto, G2. En 66.66% se apreci6 necrosis tumoral.

Conclusiones: con los anticuerpos utilizados se pueden identificar los carcinomas con inmunofenotipo semejante al de la célula basal;
algunas caracteristicas morfolégicas permiten sospechar su inmunofenotipo.

Palabras claves: carcinoma mamario con inmunofenotipo similar al de la célula basal, inmunohistoquimica.

ABSTRACT

Introduction: Genic expression profiles have classified breast carcinomas into estrogen receptor + (luminal Ay B), normal breast-like (luminal
C), HER-2/neu overexpressing, and basal-like groups, with the last two associated with poor outcomes. Triple negative breast carcinomas
(TNBCs) are a group of primary breast tumors defined by lack of expression of hormone receptors and HER-2/neu and aggressive clinical
behavior. Most TNBCs possess a basal cell phenotype (BCP).

Objective: To identify an immunohistochemical profile and correlate it with some typical morphological features found in BLBC.
Materials and methods: From May 2007 through February 2008, we collected all TNBCs and marked them with cytokeratin 5/6, EGFR,
protein P63, CD117, Ki67 and P53. We assess some morphological features in these tumors, which included necrosis, nuclear grade,
lymphoplasmacytic infiltrate, pattern of growth and margins of the tumor.

Results: We collected 54 TNBCs, 94.5% of them were positive for at least one of the used markers. Cytokeratin 5/6 expression was
observed in 90.19% and CD117 expression was observed in only 45.65%. High grade nuclei (G3) were observed in 87.5% and the rest
were G2. Tumoral necrosis was also present in 66.66%.

Conclusions: With these four antibodies (CK5/6, EGFR, protein P63 and CD117), we can accurately identify basal-like tumors; there are
some morphological features that let us suspect a basal cell-like phenotype.
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n México, el cancer de la glindula mamaria es la

neoplasia maligna no cutanea mas comun en el

sexo femenino.! En el informe histopatologico

del carcinoma mamario es necesario consignar
los factores de importancia prondstica, como el tipo de
tumor, el tamafio, el grado histoldgico y nuclear, incluida
la calificacion histolégica de Nottingham, asi como la
existencia de necrosis e infiltrado linfoplasmocitario,
y la permeacion a vasos sanguineos o linfaticos. En la
actualidad, el estudio inmunohistoquimico para valorar
la expresion de los receptores hormonales (estrogenos y
progesterona) y el HER-2/neu es parte obligada del pro-
tocolo de factores de conducta bioldgica y norma para el
tratamiento complementario.

A pesar de que la mayor parte de los casos de cancer
mamario se diagnostica en un estadio inicial, el riesgo de
muerte de las pacientes afectadas sigue siendo considera-
ble (15 al 30% a 10 afios),>* lo cual hace indispensable la
busqueda constante de nuevos factores prondsticos como
complemento de los clasicos hallazgos clinico-patologicos
e inmunohistoquimicos hasta hoy evaluados, con el obje-
tivo de optimizar el prondstico de estas pacientes.

La aplicacion de nuevas técnicas de biologia molecular
ha hecho posible el analisis de los genes que conforman los
diferentes tumores; de esta manera, se han clasificado los
carcinomas mamarios en cinco grupos, de acuerdo con los
perfiles de expresion génica (PEG): tipo luminal A, luminal
B, luminal C o similar a la mama normal, el positivo para
HER-2/neu y el carcinoma mamario con inmunofenotipo
semejante al de la célula basal (CMISCB). Los primeros
dos tipos muestran expresion variable de receptores hor-
monales y son negativos para HER-2/neu, lo cual tiene
un valor predictivo en la respuesta a los bloqueadores de
estrogenos; el luminal C expresa receptores hormonales
y HER-2/neu, lo que lo hace resistente al tratamiento con
antiestrogenos; el cuarto grupo se distingue por sobreex-
presion de HER-2/neu como resultado de la amplificacion
del gen cerbB-2 y la falta de expresion de receptores
hormonales; y el ultimo grupo, que se designa “triple
negativo”, por su falta de expresion de ambos receptores
hormonales y HER-2/neu. Estos cinco grupos tienen un
significado pronostico potencialmente diferente.®® El car-
cinoma mamario con inmunofenotipo similar al de células
basales corresponde al ultimo grupo (triple negativo) y
se considera el de peor prondstico.’**!? Adicionalmente,
estos tumores comparten algunas caracteristicas morfo-

logicas, como alto grado nuclear e histologico, necrosis
e infiltrado linfoplasmocitario abundante, que son fuertes
indicios si se correlacionan con la morfologia y la inmu-
nohistoquimica de triple negativo. Ante un tumor de estas
caracteristicas, se recomienda hacer inmunotinciones con
anticuerpos que identifican a las células basales, y aunque
no existe un perfil universalmente aceptado para su diag-
nostico, los estudios publicados sugieren una combinacion
de anticuerpos con un alto indice de sensibilidad y espe-
cificidad.>>*!"1* Las células basales normales expresan
citoqueratinas de alto peso molecular, como 5/6, 14, 17 y
la proteina p63, muchas de ellas también expresan CD117
(c-kit). En las proliferaciones neoplasicas se ha observado,
asimismo, expresion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (RFCE). Con base en el principio de que las
proliferaciones neoplasicas tienen semejanza tanto mor-
folégica como inmunohistoquimica con sus contrapartidas
normales, se considera que la expresion de uno o varios
de estos antigenos se origina en estas células.

El objetivo de este trabajo es analizar un grupo de car-
cinomas mamarios “triple negativo”, con atencion especial
en sus caracteristicas morfoldgicas y la expresion variable
de algunos marcadores para células basales.

MATERIAL Y METODO

De los archivos del Departamento de Patologia del Hospi-
tal Espafiol y de la consulta de uno de los autores (AZO),
se recopilaron los casos de carcinoma mamario analizados
con inmunohistoquimica que resultaron triple negativos,
de mayo de 2007 a febrero de 2008. Se evaluo la morfo-
logia del tumor, en particular la existencia y extension
de necrosis tumoral (+: menos del 25%; ++: entre 25 y
50%, y +++: mas del 50%), el grado nuclear (G1 a G3), el
patrén solido de crecimiento (s6lido predominante, focal
o ausente), la magnitud del infiltrado linfoplasmocitario
tumoral y peritumoral (+: focal, visible bajo busqueda
intencional; ++: evidente, menor al del carcinoma medular,
y +++: similar o mayor al del carcinoma medular) y los
margenes de crecimiento del tumor (infiltrante o empu-
jante). Ademas, se estudiaron inmunohistologicamente los
anticuerpos que se mencionan mas abajo.

Las biopsias se fijaron en formol al 10% amortigua-
do; después, se procesaron rutinariamente y se hicieron
cortes histologicos a 3 micras de grosor; por ultimo, se
tifieron con hematoxilina y eosina. Para el estudio inmun-
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hoquistoquimico se utilizaron diversos anticuerpos, los
cuales se enlistan a continuacion junto con su dilucion:
anti-receptores de estrogenos (BioSB/RBT11/citrato),
1:300; anti-receptores de progesterona (BioSB/RBT22/
citrato), 1:300; anti-cerbB-2 (DAKO/citrato), 1:2500;
anticitoqueratina 5/6 (BioSB/D5/16B4/citrato), 1:100;
anti-proteina p63 (Cell Marque/4 A 4/citrato), 1:100; anti-
RFCE (DAKO/H11/digestion con proteinasa K), 1:100;
anti CD117 (Cell Marque/polyclonal/citrato), 1:100; anti-
p53 (Cell Marque/D07/citrato), 1:300 y anti-Ki-67 (Cell
Marque/K-3/ citrato), 1:200.

En todos los casos se indujo la recuperacion antigénica
con citrato en una olla Express durante 10 minutos a 99°C.
Se utiliz6 el sistema de deteccion del complejo biotina-
estreptavidina (HRP Bio-SB), descrito previamente, y
como colorante revelador, la diaminobenzidina, que tifie
de café las reacciones positivas.

RESULTADOS

De mayo de 2007 a febrero de 2008, se recopilaron 54
casos de carcinoma mamario triple negativo; en sélo tres
de ellos (5.5%) no se observo inmunorreactividad a nin-
guno de los anticuerpos anti-células basales utilizados en
el estudio. En los 51 casos restantes (94.5%) se corrobord
inmunorreactividad con al menos uno de los anticuerpos
anti-células basales y en otros con todos ellos.

La edad promedio de las pacientes con diagndstico de
carcinoma mamario con inmunofenotipo similar al de la
célula basal fue de 49.73 afios, aunque solo se conocia la
edad de 41 de las 51 mujeres.

La evaluacién morfoldgica pudo realizarse en 48 de los
51 casos. De las caracteristicas evaluadas, el grado nuclear
alto (G3) fue el parametro mas frecuente, ya que se observo
en 87.5% de las pacientes (42 casos); las seis restantes se
clasificaron como grado 2 (figura 1A). Tenian necrosis
tumoral 32 mujeres (66.66%), que fue minima (+) en 15
casos (46.87%), moderada (++) en ocho (25%) y extensa
(+++)en 9 (28.13%) (figura 2A). En las otras 16 pacientes
(33.34%) no se encontrd necrosis. Con respecto al patron
de crecimiento, resultd predominantemente sélido en 26
casos (54.16%) (figura 2B) y sdlido focal en 12 (25%).
En los restantes 10 casos (20.84%) no se observaron areas
solidas, sino mas bien un patrén de crecimiento en cor-
dones, trabéculas o ambos; ocasionalmente se formaron
estructuras ductales. El grado de infiltrado inflamatorio

Figura 1. Carcinoma mamario con inmunofenotipo basal. Aspectos
morfolégicos de la neoplasia. A: alto grado nuclear y abundantes figu-
ras de mitosis. B: intenso infiltrado inflamatorio linfoplasmocitico.

Figura 2. Carcinoma mamario con inmunofenotipo basal. Aspectos
morfologicos de la neoplasia. A: extensas areas de necrosis “geo-
grafica”. B: patron solido de crecimiento. C: borde “empujante”.

linfoplasmocitico (tumoral y peritumoral) se considerd
minimo en 19 casos (39.58%), moderado en 20 (41.60%)
y extenso en siete (14.58%) (figura 1B). En dos pacientes
(4.16%) no se apreci6 infiltrado inflamatorio. Respecto a
los margenes del tumor con el tejido mamario adyacente, el
borde de la neoplasia mostro un patron “empujante” en 23
casos (47.92%) (figura 2C), mientras que en 17 (35.42%)
fue infiltrante. En las ocho mujeres restantes (16.66%) no
se pudo evaluar este parametro debido a que se hicieron
biopsias incisionales o por trucut.

En cuanto a las inmunotinciones, de los cuatro anti-
cuerpos utilizados, la CK5-6 se evalud en los 54 casos;
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la proteina p63 en 52; el CD117 en 49 y el RFCE en 48.
Como ya se menciono, de los 54 casos “triple negativos”
analizados, en 51 (94.5%) hubo positividad al menos con
alguno de los cuatro anticuerpos. El anticuerpo mas sen-
sible fue la CK5-6, con positividad en 46 casos (90.19%)
(figura 3); el RFCE en 33 (73.33%) (figura 4A) y la pro-
teina p63 en 30 (61.22%) (figura 4B). El marcador menos
sensible fue el CD117, que se expreso tnicamente en 21
casos (45.65%) (figura 4C).

Figura 3. Carcinoma mamario con inmunofenotipo basal. Inmuno-
histoquimica. Positividad citoplasmatica con CK5/6, anticuerpo de
mayor sensibilidad en esta serie.

La proteina p53 y el Ki-67, ambos marcadores de pro-
ndstico, se valoraron en menos casos; la primera se calculd
en 33 pacientes y resulto positiva en 66.66% (22 casos)
(figura 4E), con un porcentaje variable de entre 70 y 100%
de los nucleos. El indice de proliferacion celular medido
con Ki-67 se evalud también en 33 casos y se encontrd
un promedio de expresion nuclear de 70.31%, que es un
valor elevado (figura 4D).

DISCUSION

En la glandula mamaria existen dos poblaciones celulares
que conforman los conductos y acinos glandulares: las
células epiteliales de revestimiento y las mioepiteliales,
que rodean a las anteriores. Hay un tercer tipo, aun no
bien caracterizado, del cual no se sabe con exactitud si
expresa todos, un subtipo especifico o ninguno de los mar-
cadores que usualmente expresan las células del epitelio
de revestimiento o las mioepiteliales. Estos tres tipos de

Figura 4. Carcinoma mamario con inmunofenotipo basal. Inmunohis-
toquimica. A: receptor del factor de crecimiento epidérmico, positivo
en membranas de células neoplasicas. B: anti-p63. C: positividad
en membranas con CD117. D: Ki67, que muestra el alto indice de
proliferacion celular. E: proteina p53 en 100% de los nucleos.

células pueden, tedricamente, originar una transformacion
maligna.*

Desde hace un par de décadas se ha descrito un grupo
de carcinomas mamarios que poseen ciertas caracteristicas
similares a las de las células basales/miopetileliales. En
1982, Moll y col.'¢ estudiaron el patron de expresion de
la citoqueratina (CK) en diferentes tipos de carcinomas,
incluidos los mamarios. Una de las conclusiones de ese
trabajo fue que un grupo de carcinomas mamarios expre-
saba CK7, CK8, CK18 y CK19, mientras que otro grupo,
ademas de éstas, también expresaba citoqueratina de alto
peso molecular. Algunos estudios inmunohistoquimicos
demostraron que las células de la capa basal de la epi-
dermis expresaban un grupo especifico de citoqueratinas,
conformado por CKS5, CK6 y CK14, de ahi el nombre de
“citoqueratinas basales”,'” designacion que se reafirmo al
corroborarse que también eran expresadas por las células
mioepiteliales en varios tejidos glandulares, entre ellos
las mamas.'®

En 1986 otros autores confirmaron lo propuesto por
Moll y col. al demostrar expresion de estas citoqueratinas
basales en un determinado grupo de carcinomas mamarios
(tanto ductales como lobulillares).! Fue hasta 1987 cuando
Dairkee y col. sugirieron que este grupo de tumores tenia
un significado prondstico potencial, ya que clinicamente
se comportaban de forma diferente a los ductales con-
vencionales, con una notable recurrencia temprana.® A
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partir de entonces, se han informado varios casos que muy
probablemente se incluyan en este subtipo,”'*!*2! aunque
debido a la falta de criterios bien definidos, ha sido dificil
establecer parametros morfologicos e inmunohistoquimi-
cos que permitan catalogarlos.

Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular
y la disponibilidad de estudios de microarreglos de oligo-
nucledtidos y DNA, se han podido determinar los perfiles
de expresion génica de multiples neoplasias, lo que brinda
la posibilidad de clasificarlas en grupos con significado
prondstico potencial diferente.” En el afio 2000, Perou y
col. publicaron el primero de estos estudios en tumores de
mama y sugirieron que podrian clasificarse en cinco gru-
pos: luminal A y B, luminal C o similar a la mama normal,
con sobreexpresion de c-erbB-2 + y similar al de la célula
basal; estos dos ultimos con un claro comportamiento
agresivo comparados con los tres primeros.®

Desde el punto de vista clinico-patoldgico, el carcinoma
mamario con inmunofenotipo semejante al de la célula
basal se manifiesta a una edad menor que otros carcinomas
de alto grado, como lo demuestra el estudio realizado por
Fulford y col.,' que indicd una edad promedio de presen-
tacion de 49.9 afios (similar al promedio de 49.73 afios
de esta serie), en comparacion con el promedio de 53.9
aflos del carcinoma ductal grado 3. Es mas prevalente en
mujeres de raza negra y en portadoras de la mutacion del
BRCA-1, y tiene una mayor tendencia a metastatizar al
cerebro y a los pulmones que al hueso o al higado, como
los carcinomas ductales.*>%10

Aun cuando no existe un consenso internacional para
elegir un panel de anticuerpos que permita establecer el
diagnostico definitivo de carcinoma mamario con inmu-
nofenotipo semejante al de la célula basal, en numerosas
publicaciones se han propuesto varios paneles para hacer
una clasificacion mas exacta por inmunohistoquimi-
ca.2*>%1-13 Uno de los objetivos de los multiples trabajos
difundidos, incluido éste, es lograr una definicién inmuno-
histoquimica unanime de este subtipo de tumores con el fin
de estandarizar las investigaciones y alcanzar verdaderas
conclusiones con respecto a estas neoplasias mamarias.

La tendencia actual, reconocida por la mayoria de los
autores,>*>>!"13 es considerar como verdaderos carcinomas
mamarios con inmunofenotipo semejante al de la célula
basal, aquellos casos que, en primer lugar, sean negativos
tanto a los receptores hormonales como al c-erbB-2, y que
al menos expresen alguno de los marcadores para células

basales utilizados en este estudio, ya sea CK5-6, RFCE,
proteina p63, CD 117 o ambos. Los datos publicados
demuestran, a través de la determinacion de perfiles de
expresion génica, que este panel de anticuerpos tiene
una especificidad cercana al 100% y una sensibilidad un
poco mas baja, de entre 55 y 75%.%>!* De igual manera,
los resultados de esta serie revelan una alta sensibilidad
cuando se usan de manera conjunta estos cuatro anticuer-
pos, ya que en 94.5% de los casos se expres6 al menos
uno de ellos.

De estos cuatro anticuerpos, la CK5/6 fue la mas sen-
sible, toda vez que se expreso en 90.1% de las pacientes
(figura 3), seguida por el RFCE en 73.33% (figura 4A) y
por la proteina p63 en 61.22% (figura 4B); por su parte, el
CD117 se expreso solamente en 45.65% de los casos (figu-
ra 4C). Esta variabilidad en los porcentajes de positividad
con los diferentes anticuerpos utilizados justifica la nece-
sidad de usar un panel conjunto y no sélo un anticuerpo
con el objetivo de obtener una alta sensibilidad.

Otro hallazgo inmunohistoquimico importante fue la
expresion de factores prondsticos adversos en un gran por-
centaje de los casos (66.66%) (figura 4E), como la proteina
p53 y el elevado indice de proliferacion celular evaluada
con el Ki-67 (figura 4D), los cuales estan vinculados con
un grado nuclear alto y recurrencia temprana.

La mayor parte de los carcinomas mamarios con inmu-
nofenotipo semejante al de la célula basal corresponden
morfologicamente a carcinomas ductales de alto grado,
y muchos de ellos comparten algunas caracteristicas
como: patrdén solido de crecimiento, necrosis extensa de
aspecto geografico, margen de crecimiento “empujante”
del tumor, marcado pleomorfismo nuclear, elevada proli-
feracion celular (promedio de 45 mitosis en 10 campos de
gran aumento) y, finalmente, infiltrado linfoplasmocitario
mayor al del resto de los carcinomas ductales convencio-
nales.3,4,22,23

En este estudio, dichos hallazgos morfologicos fueron
casi una constante, sobre todo el alto grado nuclear (7.5%)
(figura 1A) y la necrosis tumoral (66.66%) (figura 2A).
El patron de crecimiento predominantemente solido se
observo en 54.16% de los casos (figura 2B) y el borde
tumoral “empujante” en 47.92% (figura 2C); en cuanto
al infiltrado inflamatorio, fue variable, de moderado a
intenso, en casi todos los casos (figura 1B).

Es importante tener en cuenta que si bien la mayor
parte de los carcinomas mamarios con inmunofenotipo
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semejante al de la célula basal corresponden al subtipo de
carcinomas ductales infiltrantes sin patron especifico, el
mismo perfil de expresion génica se ha observado en otros
subtipos de carcinomas mamarios como el lobulillar, que
tienen diferenciacion mioepitelial (carcinoma mioepitelial,
carcinoma adenoideo quistico, carcinoma adenoescamoso
de bajo grado, etc.), el medular (tipico y atipico, en aproxi-
madamente 50%) y el metaplasico (30 a 75%).%4*22
Otro punto controvertido que seguramente requerira
de mayores estudios de seguimiento clinico, se refiere al
prondstico de estos tumores. Como se menciond anterior-
mente, considerados en conjunto, el carcinoma mamario
con inmunofenotipo semejante al de la célula basal y el que
expresa HER-2/neu son neoplasias de mal prondstico; sin
embargo, algunos investigadores han determinado que el
rango pronoéstico es muy amplio y variable, ya que incluso
en ocasiones tienen un mejor pronostico que otros carci-
nomas ductales de alto grado sin patrén especifico.!®

CONCLUSIONES

El carcinoma mamario con inmunofenotipo semejante al
de la célula basal consiste en un grupo muy heterogéneo
de carcinomas mamarios que no so6lo comparten un perfil
de expresion génica, sino también algunas caracteristicas
morfoldgicas e inmunohistoquimicas. Se requieren mas
estudios que permitan considerar a esta enfermedad como
un verdadero subtipo especifico de neoplasia mamaria.
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