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Resumen

Introduccion. La incidencia de carcinoma mamario
oscila entre 11 y 80 casos por 100.000 mujeres/aiio.
El desarrollo de técnicas de inmunohistoquimica,
para la determinacion de marcadores tumorales ha
posibilitado la realizacion de trabajos retrospectivos
que nos permitan valorar su utilidad como factores
prondsticos. Diversos trabajos relacionan la sobre-
expresion de c-erb B2 con factores prondsticos. El
objeto de nuestro estudio es determinar si la sobre-
expresion de c-erb B2 es un factor prondstico inde-
pendiente en el grupo de pacientes seleccionado.

Pacientes y métodos. Se trata de 83 pacientes in-
tervenidas entre 1980 y 1990 por carcinoma ductal in-
filtrante de mama, T2N1 patoldgico.

Hemos utilizando el kit Super Sensitive Inmunode-
tection System de Biogenex, para la determinacién
de c-erb B2.

El analisis estadistico de los datos obtenidos se ha
realizado mediante las pruebas de y2 para variables
cualitativas y la t de Student y andlisis de la variancia
para variables cuantitativas.

Resultados. El 35% de las pacientes mostro sobre-
expresion de c-erb B2. El 48% de las pacientes pra-
sentd progresion de la enfermedad. No hemos
encontrado diferencias significativas al comparar so-
breexpresion de c-erb B2 con ningun parametro estu-
diado salvo una relacion inversa, estadisticamente
significativa, entre c-erb B2 y receptores estrogéni-
cos (p = 0,0403).

Conclusiones. El c-erb B2 determinado mediante
inmunohistoquimica no es un factor independiente
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de prondstico en carcinomas ductales infiltrantes de
mama T2N1.

Los receptores estrogénicos presentan una relacion
inversa con c-erb B2 con significacion estadistica.

Palabras clave: Cdncer de mama. c-erb B2. Prondstico.
Inmunohistoquimica.

(Cir Esp 2001; 70: 142-146)

IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF C-ERB
B2 EXPRESSION AS AN INDEPENDENT VARIABLE IN
T2 N1 BREAST CARCINOMA

Introduction. The incidence of breast carcinoma os-
cillates between 11 and 80 cases per 100,000 wo-
men/year. Due to the development of immunohisto-
chemical techniques for the determination of tumoral
markers, retrospective studies can be performed to
evaluate their utility as prognostic factors. Several
studies have associated c-erb-B2 overexpression
with prognostic factors. The aim of this study was to
determine whether c-erb B2 overexpression is an in-
dependent prognostic factor in the group of patients
selected.

Patients and methods. We studied a series of 83
women who underwent surgery for infiltrating T2 N1
ductal carcinoma of the breast between 1980 and
1990. The Biogenex super sensitive immunodetection
system was used to determine c-erb B2. In the statis-
tical analysis the Chi-squared test and Student’s t-
test were used to evaluate qualitative variables and
analysis of variance was used to evaluate quantitati-
ve variables.

Results. Thirty-five percent of the patients showed
overexpression of c-erb B2. Forty-eight percent of the
patients showed disease progression. No significant
differences were found in the comparison between c-
erb B2 overexpression and the other variables studied
except an inverse, statistically significant relationship
between c-erbB2 and estrogen receptors (p = 0.0403).
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Conclusions. Immunohistochemically-determined c-
erb B2 is not an independent prognostic factor in T2
N1 infiltrating ductal carcinoma of the breast. Estro-
gen receptors present a statistically significant inver-
se relationship with c-erb B2.

Key words: Breast cancer. C-erb B2. Prognosis. Immu-
nohistochemistry.

Introduccion

El carcinoma mamario es la neoplasia maligna mas
frecuente entre las mujeres de los paises desarrollados.
La incidencia de la enfermedad varia entre distintos pai-
ses, oscilando entre 11 y 80 casos por 100.000 mu-
jeres/afo. En Navarra se estima que la incidencia (tasa
estandarizada) de la enfermedad se situa en 60,8 ca-
s0s/100.000 mujeres/afio’. Durante afios se han intenta-
do fijar los factores que orientaran sobre la evolucién de
estos tumores, y se ha reconocido que los de mayor sig-
nificacion pronostica, hasta la actualidad, son el tamafio
tumoral y la afeccién axilar®*. En los Ultimos afios se han
estudiado otros factores relacionados con la biologia tu-
moral y su posible relacién con el comportamiento evolu-
tivo de la enfermedad (Labelling index, PCNA, Ki67,
etc.). Mas recientemente, se han desarrollado técnicas
que intentan determinar la implicaciéon de ciertos genes
en el desarrollo de los tumores y su posible valor pronés-
tico. Inicialmente, estos estudios precisaban la realiza-
cion de su determinacién con material no incluido en pa-
rafina, 1o que limitaba su utilizacién. El desarrollo de
técnicas de inmunohistoquimica para la determinacion de
alguno de ellos ha posibilitado la realizacion de trabajos
retrospectivos que nos permitan valorar su utilidad como
factores prondsticos.

Varios de estos genes reciben y propagan sefales
para la proliferacion y diferenciacion celular; pueden tam-
bién manifestar una tendencia a la disfuncion y anormal
crecimiento de las células neoplasicas. Cuando fun-
cionan normalmente, estos genes son conocidos como
protooncogenes, pero cuando son activados son denomi-
nados oncogenes 0 genes causantes de cancer. Los pro-
tooncogenes pueden ser activados por diversas vias
(una mutacién somatica en la que se cambia la secuen-
cia en una o varias bases de ADN, una translocacion cro-
mosomica, por efecto viral o por sobreexpresién de un
gen —efecto conocido como amplificacion-).

El c-erb B2 es un protooncogén, también conocido
como HER2-neu, que esta ligado a un gen relacionado
con el receptor de crecimiento epidérmico de la superfi-
cie celular, y su activacion se produce por mutaciones
somaticas.

Diversos trabajos de investigacion relacionan la sobre-
expresion de c-erb B2 con determinados factores pronos-
ticos, como la afeccion ganglionar axilar, la supervivencia
o el intervalo libre de enfermedad®®. Otros estudios, por
el contrario, no encuentran relacion entre el mismo y los
parametros clasicos de pronostico tumoral en pacientes
con ganglios negativos’. El objetivo del trabajo es deter-
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minar si la expresién de c-erb B2 es un factor prondstico
independiente entre pacientes diagnosticadas de carci-
noma en estadio Il patoldgico con ganglios positivos y
valorar la existencia de relaciones entre los parametros
clasicos de prondstico tumoral y c-erb B2.

Pacientes y métodos

Hemos estudiado, retrospectivamente, a 83 pacientes intervenidas
de carcinoma ductal infiltrante de mama con un tamafio tumoral patolé-
gico comprendido entre 2 y 5 cm, presentando todos los casos afeccion
axilar (estadio Il patoldgico [T2N1]). Las pacientes habian sido interve-
nidas entre 1980 y 1990.

Recogida de datos

Hemos obtenido los datos clinicos evolutivos (intervalo libre de en-
fermedad [ILE], fallecimiento y supervivencia), asi como los datos diag-
nosticos (tamafio tumoral, afeccion ganglionar, grado histoldgico y re-
ceptores hormonales) de las historias de las pacientes procedentes del
archivo de historias clinicas.

Determinacion de c-erb B2

La determinacion de la expresién de la proteina se ha realizado me-
diante un sistema de deteccion de peroxidasa conjugada con biotina-
estreptavidina utilizando el kit Super Sensitive Immunodetection Sys-
tem de Biogenex. Los cortes histolégicos se desparafinaron con calor a 60
°C, y se rehidrataron con lavados sucesivos de xilol, alcohol absoluto,
alcohol 70°, agua corriente y agua destilada a razén de 5 min cada
fase.

Los resultados del estudio se valoraron por dos patélogos, conside-
rando cuatro categorias en relacion con la intensidad de la tincion de la
membrana celular: negativo, 1+, 2+ y 3*. La lectura del resultado fue re-
alizada por dos patdlogos con experiencia en estudio IHQ y, en caso de
discordancia, era estudiado por un tercer facultativo con experiencia.

Para comprobar la especificidad de la reaccién se realizaron contro-
les positivos y negativos en cada prueba.

Anadlisis estadistico

Para el estudio estadistico de los datos obtenidos hemos utilizado el
método de las tablas de contingencia y?2 para variables cualitativas y la t
de Student y andlisis de la variancia para variables cuantitativas. Se ha
utilizado el programa estadistico para ordenador personal (Mc) STaTVIe-
w™ SE*er#ercs (Abacus Concepts).

Resultados

La edad media de las pacientes estudiadas ha sido de
56 anos, con un rango comprendido entre 36 y 82 afnos
(DE, 11).

El tamafio medio de las lesiones extirpadas ha sido de
3 cm (rango: 2-5). La linfadenectomia axilar practicada
sefialé una media de 14,4 ganglios aislados con un mini-
mo de 5y un maximo de 30.

Todas las pacientes presentaban afeccion axilar, siendo
la media de adenopatias metastasicas de 4. La afeccién
oscilo entre 1y 14 (DE, 2,98), la mayor parte de las pacien-
tes presentaba afeccién entre 1 y 3 adenopatias (52,8%).
En la tabla 1 se recoge la distribucion de los casos segun el
numero de adenopatias con afeccion metastasica.

El grado histoldgico de la lesion fue de grado Il en el
61% de los casos estudiados, un 25% de casos fue de
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TABLA 1. Distribucion de los casos segtn el nimero
de ganglios afectados

4210 >10
36 (43,4%) 4 (4,8%)

Ganglios afectados 1a3
N.° de casos 43 (51,8%)

TABLA 2. Resultados de la determinacion de receptores
hormonales

Positivos Negativos  Total

14 (34,1%) 41
13(35,1%) 37

Receptores de estrégenos 27 (65,9%)
Receptores de progesterona 24 (64,9%)

TABLA 3. Evolucidn de la enfermedad en el periodo del estudio

Estado Casos %

Viva sin enfermedad 41 49,4
Fallecimiento sin enfermedad 2 2,4
Viva con enfermedad 8 9,6
Fallecimiento con enfermedad 32 38,6

grado lll'y un 14 % de grado I.

La determinacion de receptores hormonales no se
practicd en todos los pacientes (receptores estrogénicos
en 41 casos y de progesterona en 37 casos) por dispo-
ner de poco material de reserva para efectuar estos estu-
dios. Los resultados se recogen en la tabla 2.

Del total de las pacientes estudiadas, 40 (48%) presen-
taron progresion de la enfermedad en el periodo de estu-
dio, 6 de ellas en el primer afo tras el tratamiento quirdr-
gico, 7 en el segundo, 7 en el tercero, 5 en el cuarto, 5
en el quinto, 5 entre el sexto y el séptimoy 2 alos 8y 17
afnos de evolucion. Treinta y dos mujeres fallecieron du-
rante este periodo a causa de la enfermedad, dos pa-
cientes fallecieron sin progresion de la enfermedad tras
80 y 180 meses de evolucién y 41 permanecian libres de
enfermedad al cierre del estudio (tabla 3).

Hemos estudiado los resultados obtenidos de la expre-
sion de c-erb B2, considerando como sobreexposicion to-
dos los casos en los que el resultado fue 1+, 2*y 3*. El
35% de las pacientes presentd sobreexpresion presen-
tando el 13% 1+, el 13% 2* y el 8% 3* (tabla 4). No he-
mos encontrado diferencias significativas al comparar los
resultados en relacion con la edad de las pacientes (p =
0,1025), tamafio patoldgico (p = 0,8986) y ganglios afec-
tados (p = 0,5133). En las pacientes con progresion de la
enfermedad no hemos encontrado diferencias en cuanto
al intervalo libre de enfermedad (ILE) en relacién con la
sobreexposicion de c-erb B2 (p = 0,8108). Hemos encon-
trado una relacién inversa estadisticamente significativa
entre c-erb B2y receptores estrogénicos (p = 0,0403), y
no asi con los de progesterona (p = 0,0668), al comparar
los resultados en relacién con el grado histoldgico no he-
mos encontrado diferencias significativas (p = 0,5707),
pero si se observa una tendencia a una mayor positivi-
dad con la progresion del grado histoldgico (tablas 5-9).

Al estudiar los resultados sobre la base de la progre-
sion de la enfermedad en relacion con la edad, tamafo
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TABLA 4. Resultados de c-erb B2

Resultados Casos %
Negativo 54 65
1+ 11 13
2* 11 13
3* 7 8

TABLA 5. Resultados comparativos de c-erb B2 en relacién a
parametros clinicos (edad e ILE —en las que progresaron-) y
patoldgicos (ganglios afectados y tamaiio)

c-erb B2 c-erb B2 p
positivo negativo
Edad media 53 57 0,1025
Test patoldgico 3 3 0,8986
Media ganglios positivos 4 4 0,5133
ILE (media) 45 47 0,8108

ILE: intervalo libre de enfermedad.

TABLA 6. Resultados comparativos de c-erb B2 en relacion con
la progresion de la enfermedad (p = 0,248)

c-erb B2 positivo  c-erb B2 negativo

Progresion
Libres de enfermedad

17 (42,5%)
12 (27.9%)

23 (57,5%)
31 (72,1%)

TABLA 7. Resultados comparativos de c-erb B2 en relacién con
receptores de estrégenos (p = 0,0403)

c-erb B2 positivo  c-erb B2 negativo

Receptores de estrégenos 7 (24%) 20 (76%)
positivos

Receptores de estrégenos 9 (67%) 5 (33%)
negativos

patolégico, numero de ganglios afectados, afeccion gan-
glionar por grupos, receptores hormonales (de estrége-
nos y de progesterona) y sobreexpresion de c-erb B2, no
hemos encontrado diferencias con significacion diagnés-
tica entre los dos grupos.

Discusion

La proteina c-erb B2 es un receptor de membrana con
actividad tirosincinasa y que ejerce su papel oncogénico
por sobreexpresion de la misma. El principal mecanismo
por el que se produce sobreexpresion de la proteina es
una amplificacién de un gen localizado en 17q11-q12
en una amplia mayoria de los casos®°.

Desde que en 1987 Slamon et al'® presentaran un es-
tudio en el que se relacionaba la amplificacién de HER-
2/neu (c-erb B2) con la mala evolucién en pacientes con
céncer mamario, son muchos los trabajos que han rela-
cionado la amplificacién de este gen, o la sobreexpresion
de la proteina, como asociado a mal prondstico™#; por
otro lado, gran numero de trabajos lo presentan como un
factor de mal prondstico en pacientes con ganglios me-
tastasicos''°. El interés por el estudio de este oncogén o
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TABLA 8. Resultados comparativos de c-erb B2 en relacion con
receptores de progesterona (p = 0,0668)

c-erb B2 positivo  c-erb B2 negativo

Receptores de progesterona 6 (25%) 18 (75%)
positivos

Receptores de progesterona 8 (61,5%) 5 (38,4%)
negativos

TABLA 9. Resultados comparativos de c-erb B2 en relacion
con grado histoldgico (p = 0,5707)

c-erb B2 positivo  c-erb B2 negativo

Grado | 1(20%) 4 (80%)
Grado |l 8 (32%) 17 (68%)
Grado lll 12 (45,5%) 31 (54,5%)

la expresion de su proteina ha aumentado al haberse
presentado gran numero de trabajos que los relacionan
con la resistencia a determinados protocolos quimiotera-
picos, si bien no vamos a entrar en este tema por no ser
el objetivo de nuestro estudio.

En el estudio realizado con nuestra serie, en todos
los casos con ganglios positivos y tumores comprendi-
dos entre 2 y 5 cm, hemos encontrado resultados que
contrastan con los publicados por otros grupos y que
podrian deberse a las caracteristicas del grupo estu-
diado.

Con respecto a la sobreexpresion de la proteina c-erb
B2, nuestros resultados ofrecen cifras inferiores a las
presentadas por Gallegos et al y Abadjian et al?®?!, estan-
do mas proximas a las presentadas por otros auto-
res11,12,16,19_

Al analizar comparativamente la expresion de c-erb B2
en relacion con los parametros clasicos de prondstico po-
demos observar que: no hemos encontrado relacion en-
tre sobreexpresion de c-erb B2 y el tamafio tumoral, lo
que concuerda con los datos publicados en otros estu-
dios'®2'. Gusterson et al'®, en un estudio sobre 760 casos
de pacientes sin afeccion axilar, si ha encontrado diferen-
cias entre los tumores pT1 y el resto de tumores. En
nuestra serie era previsible la inexistencia de diferencias
por la naturaleza de la muestra.

En algunos estudios se han encontrado diferencias en
cuanto a la expresion de proteina y la afeccion axilar, con
muestras que incluian pacientes con NO y N1-2121415 Por
el contrario, otros ensayos no parecen encontrar estas
diferencias entre la proteina y la afeccion axilar®, lo que
concuerda con nuestros resultados ya que no hemos en-
contrado diferencias ni en cuanto al nimero de ganglios
afectados ni al considerarlos en grupos (1a3,4a 100
mas de 10) segun la afeccion.

Con respecto al grado histoldgico, no hemos encontra-
do relacion significativa con expresion de la proteina;
este hecho es comunicado en otras series'??'. Otros au-
tores si relacionan el grado histoldgico con la positividad
de la prueba®1920,

Los resultados de la determinacion de receptores hor-
monales se han relacionado estadisticamente de manera
inversa con el c-erb B2, lo que podria hacer pensar en
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una asociacion prondéstica entre ellos'®'%22, En nuestra
serie hemos podido observar esta misma asociacion en-
tre receptores hormonales de estrégenos y la expresion
de c-erb B2 aunque, teniendo en cuenta el escaso nime-
ro de pacientes estudiados por nosotros, no podremos
mas que, a la vista de nuestros resultados, confirmar lo
evidenciado por otros autores.

La valoracion de la expresion de c-erb B2 en pacientes
con afeccion axilar ha sido estudiada con cierta profu-
sion, ya que la amplificacién del gen o sobreexpresion de
la proteina se ha identificado como un factor pronéstico
tanto de intervalo libre de enfermedad como de supervi-
vencia'#'%224 En nuestra serie los resultados discrepan
de los presentados en la bibliografia referidos a pacien-
tes con N*. Consideramos que esta discrepancia podria
deberse a que hemos seleccionado un grupo para el
estudio con el mismo tipo histologico (ductal infiltrante),
tamano similar y afeccion axilar en todos los casos. Las
caracteristicas de esta seleccién podrian hacer desapa-
recer posibles diferencias que irian, tal vez, ligadas a al-
guna de estas variables o al tamafo de la muestra.

Podriamos establecer, a modo de conclusion, los si-
guientes puntos:

— El c-erb B2 determinado mediante inmunohistoquimi-
ca sobre cortes de parafina no es un factor independien-
te de prondstico tumoral en tumores ductales infiltrantes
de mama T2N1.

— Existe una tendencia a mayor positividad de c-erb B2
con mayor grado histolégico aunque sin significacion es-
tadistica.

— No hay relacion entre la expresion de c-erb B2y la
edad de presentacion, tamafo del tumor, y evolucién de
la enfermedad en el grupo estudiado.

— Los receptores estrogénicos presentan una relacion
inversa con c-erb B2 con significacion estadistica en
nuestra serie.
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