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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 mujeres/aino’. En Navarra se esti-
ma que la incidencia tasa estandarizada de
la enfermedad se sitda en 37,93 ca-
s0s/100.000 mujeres/anio®. La variabilidad
en el comportamiento del céncer de
mama, asi como su alta incidencia en la
poblacién femenina y sus repercusiones,
hacen que los estudios sobre factores pro-
nosticos de la enfermedad aparezcan con
profusion en la literatura cientifica.

Durante afios, los factores prondsticos
manejados, han estado en relaciéon con los
hallazgos histopatolégicos (tipo histologi-
co, grado histolégico, grado nuclear,
namero de mitosis, indice de Bloom
Richardson) y otros como tamano tumo-
ral, afectacién ganglionar, y receptores
hormonales para estrogenos y progestero-
na. De todos ellos es reconocido que los de
mayor significacién pronéstica son el
tamafio tumoral y la afectacién axilar4-5.
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En un intento de determinar mejor el
pronoéstico en tumores mamarios se han
estudiado otros factores relacionados con
la biologia tumoral y su posible relacion
con el comportamiento evolutivo de la
enfermedad.

Entre estos ultimos, en la Gltima déca-
da se han descrito varios antigenos que
acttan como marcadores de distintas
fases del ciclo celular — (PCNA, AgNORs, Ki
67).

El PCNA Antigeno Nuclear de Prolifera-
cion Celular es una proteina no-histona de
36 Kd y de 261 aminoéacidos con alto con-
tenido en acido glutamico y aspartato®. Su
determinacion se realiza mediante méto-
dos de inmunohistoquimica sobre cortes
histolégicos.

La accion del PCNA en la proliferacion
celular se basa en la funcién que esta pro-
teina ejerce sobre algunas formas de ADN
polimerasa™. El proceso de sintesis de
ADN mediado por la ADN polimerasa _ es
dependiente del PCNA™.

El PCNA es un marcador de la fase G 1
(sintesis baja de PCNA) que aumenta con
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el comienzo de la fase S (sintesis alta de
PCNA) para retornar a valores basales
durante el periodo final de la fase 5'*'".

EIKi 67 es un antigeno que se determina
mediante el anticuerpo monoclonal que
lleva su nombre y fue desarrollado por Ger-
des y col.”. Es un antigeno que se expresa
en la parte final de la fase G 2 y en la fase M.

Tanto el PCNA como el Ki 67 y la fase S
han sido estudiados en series amplias,
bien documentadas, con resultados con-
tradictorios al correlacionar los valores de
aquellos con parametros histologicos y de
supervivencia.

El marcaje de los antigenos de prolife-
raciéon celular presenta problemas de tipo
técnico que unidos a una determinacién
por métodos semicuantitativos, en la que
interviene la valoracion subjetiva del que
realiza el estudio, pueda dar lugar a resul-
tados dispares.

Para obviar estos problemas hemos
realizado la cuantificacién de los mismos
mediante la utilizacién de un analizador de
imagen que carece de subjetividad, pre-
sentando ademas la ventaja de que el valor
del estudio es cuantitativo, lo que nos per-
mite manejar de distinta manera los resul-
tados.

El objetivo de nuestro trabajo es valo-
rar la posible significacion pronéstica de
PCNA y Ki 67, mediante anélisis de imagen,
en los grupos de estudio.

MATERIAL Y METODOS

Se han estudiado, retrospectivamente,
63 pacientes intervenidas de carcinoma
mamario en el Hospital de Navarra y dis-
tribuidas segin el diagndstico en los
siguientes grupos:

Grupo A: Constituido por 42 pacientes
con diagnodstico de carcinoma ductal infil-
trante de mama y clasificadas como Esta-
dio Il (patoldgico) con ganglios positivos.
Todas fueron tratadas mediante mastecto-
mia radical modificada Madden.

Grupo B: Formado por 21 pacientes
diagnosticadas de carcinoma intraductal
“in situ”. Siete de las pacientes presenta-
ban microinfiltracién y en 16 casos se efec-
tu6 cirugia conservadora de la mama.
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Hemos valorado la reactividad a PCNA
y Ki 67 en el Grupo Ay PCNA en el grupo B
comparandolos con el resto de hallazgos
anatomopatoldgicos, asi como con la evo-
lucién seguida.

Recogida de datos

Se han obtenido los datos clinicos evo-
lutivos intervalo libre de enfermedad -ILE-,
éxitus y supervivencia de las historias de
las pacientes procedentes del archivo de
nuestro centro. Se ha efectuado una nueva
evaluacién de la pieza histolégica antes de
la determinacién de los marcadores en
estudio, valorandose:

Grupo A: Tamano tumoral, grado histo-
l6gico, nimero de ganglios afectados, frente
de crecimiento infiltrativo o expansivo, inva-
sioén vascular y se consideraron los resulta-
dos obtenidos en la determinacion de recep-
tores hormonales que constaban en el
informe del momento de la intervencion.

Grupo B: Tamano tumoral, presencia
de microinfiltracién (definida como: foco
aislado de infiltracién de didmetro maximo
de 1 mm en campo de gran aumento) y
patron histolégico. Al igual que en el
Grupo A se consideraron los resultados
obtenidos en la determinacién de recepto-
res hormonales en el informe del momento
de la intervencién.

Determinacién de PCNA

Se ha realizado en los dos grupos de
estudio (A y B). Se consider6 valores posi-
tivos de PCNA cuando el Score obtenido
fue superior a 100.

Para la realizacién del proceso hemos
utilizado el método de Immunoperoxidasa
Avidina-Biotina con el kit “Immunoperoxi-
dase AutoProbe II 1 Staining Kit” de Bio-
meda corp P.O. Box 8045. Foster City, CA
94404 USA, como marcador se ha utilizado
el PCNA Pc 10 prediluido Biomeda corp.) y
cuantificacién del resultado mediante Anéa-
lisis de Imagen (Visilog-Texcan).

Determinacion de Ki 67

Se ha realizado en el Grupo A de
pacientes (tumores infiltrantes con gan-
glios positivos). Se consideré valores posi-
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tivos de Ki 67 cuando el Score obtenido fue
superior a 30.

Para la realizacién del proceso hemos
utilizado el método de Immunoperoxidasa
Avidina-Biotina con el kit “Immunoperoxi-
dase AutoProbe Il Staining Kit” de Bio-
meda corp. (P.O. Box 8045. Foster City, CA
94404 USA), Utilizando como marcador Ki
67 monoclonal prediluido (Inmunotech
S.A) y cuantificacién del resultado median-
te Andlisis de Imagen (Visilog-Texcan).

Analisis estadistico

Para el estudio estadistico de los datos
obtenidos hemos utilizado el método de
las tablas de contingencia Chi* para varia-
bles cualitativas y la t de Student y anélisis
de la varianza para variables cuantitativas,
se ha utilizado el programa StatView™
SE-eenies (Abacus Concepts).

El método de Kaplan-Meier™ ha sido
utilizado para calcular las curvas de super-
vivencia libre de enfermedad en razén de
los resultados de PCNA y Ki 67 en tumor y
frente de crecimiento. Las diferentes cur-
vas fueron comparadas mediante el méto-
do de Mantel-Haenzel™.

RESULTADOS

Grupo A: Las pacientes incluidas en este
grupo fueron intervenidas entre 1981 y 1987.
Todas ellas sufrieron una mastectomia radi-
cal modificada (Madden), y fueron diagnos-
ticadas de carcinoma ductal infiltrante con
afectacion axilar (Estadio Il patologico).

La edad media era de 59,9 (= 11,5) afios,
limites 37-84.

El tamafno medio de las lesiones extir-
padas fue de 3,15 = 1 cm, con un rango de
3 (2-5 cm).

La extirpacion media de ganglios axila-
res fue de 8,9 + 5,4. Todas las pacientes pre-
sentaban afectaciéon ganglionar axilar con
una media de 3,73 = 2,8 ganglios afectados,
veinte de las 42 pacientes tratadas presenta-
ban mas de 3 ganglios metastasicos, lo que
representa el 47,6% del total de casos.

De todos los tumores estudiados el
61,9% presentaban un frente de crecimien-
to infiltrativo y un 38,1% lo presentaban
expansivo.
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La invasion vascular se demostr6 en el
73,8% de los casos y el grado histolégico
de las lesiones fue Grado Il en el 64,3% de
los casos, y Grado Il en un 35,7%.

Los resultados de la determinacién de
PCNA tanto en el centro del tumor como
en el frente de crecimiento quedan recogi-
dos en la tabla 1; no se han encontrado
diferencias significativas entre los mismos
(p=0,49).

Tabla 1. Determinacion de PCNA en el grupo A.

Frente del tumor

Valor medio 170
D. estandar 117
p=0,49
Centro del tumor
Valor medio 167
D. estandar +117

El Ki 67 determinado en el frente de cre-
cimiento y en el seno del tumor (Tabla 2)
tampoco ha mostrado diferencias significa-
tivas en los resultados obtenidos (p=0,93).

Tabla 2. Determinacion de Ki 67 en el Grupo A.

Frente del tumor

Valor medio 43
D. estandar +50
p=0,93
Centro del tumor
Valor medio 48
D. estandar +60

Comparando los valores obtenidos de
ambos marcadores, tanto en el seno del
tumor como en el frente de crecimiento,
con edad, tamaifio tumoral, grado histolé-
gico, tipo de frente de crecimiento, inva-
si6én vascular, namero de ganglios afecta-
dos e intervalo libre de enfermedad,
sOlamente se han demostrado diferencias
significativas en el valor de PCNA en el
seno del tumor entre los tumores con
Grado Histolégico 11 y Grado Histologico
Il (p=0,03).
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Del andlisis de las curvas de supervi- hemos encontrado diferencias significati-
vencia libre de enfermedad en razén de los vas con ninguna de las medidas utilizados
scores tanto de PCNA y Ki 67 (Figs. 1-4) no frente y centro del tumor.
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Figura 1. Intervalo libre de enfermedad segtin PCNA en el centro del tumor.
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Figura 2. Intervalo libre de enfermedad segin PCNA en el frente del tumor.
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Figura 3. Intervalo libre de enfermedad segiin Ki 67 en el centro del tumor.
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Figura 4. Intervalo libre de enfermedad segitin Ki 67 en el frente del tumor.

Grupo B: Para este estudio han sido
incluidos 21casos. La edad media de nues-
tras pacientes era de 53 +12 afios siendo
los extremos 26 y 77 afos. El tamaifio
medio de las lesiones extirpadas ha sido
de 1 cm con un minimo de 0,1 cm y un
méaximo de 4 cm.

Segun el patrén histopatolégico un 29%
de los casos fue clasificado como comedo-
carcinoma puro, un 43% con patrén mixto
con comedocarcinoma y un 29% no come-
docarcinoma (Tabla 3).

Tabla 3. Patrén histologico en el grupo B.

Comedocarcinoma puro: 6 casos

ePatron Mixto: 9 casos niimero
Cribiforme + Comedocarcinoma 6
Cribiforme + Papilar + Comedocarcinoma | 3

oSin Patrén Comedocarcinoma: 6 casos

Cribiforme 3
Papilar + cribiforme 2
Papilar

En siete casos (33%) se encontrd
microinfiltacién. La asociacién de microin-
filtracién segin el patr6n histolégico
queda recogida en la tabla 4 , siendo de
destacar que la misma esta presente en la
mitad de los casos diagnosticados de
comedocarcinoma puro mientras que sélo
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se ha detectado en 1/6 de los no comedo-
carcinomas. Los receptores de estrogenos
so6lo han sido positivos en el 19% de los
casos, mientras que los de progesterona lo
fueron en el 36% de los mismos.

Tabla 4. Presencia de microinfiltracién segiin
patron histolégico.

Microinfiltracién: casos
Comedocarcinoma puro 3/9
Mixto con Comedocarcinoma 3/9
No Comedocarcinoma 1/6

La determinacion de PCNA fue positiva
en 12 casos (57%).

No se ha encontrado relacion entre la
positividad de PCNA y edad de las pacien-
tes ni tamafio histoldgico de la lesion.

Del analisis de los resultados de PCNA
en relacioén al patron histoloégico se com-
prueba que, cuando existe patrén comedo-
carcinoma la prueba es positiva en el 66%
de los casos, frente a un 50% cuando no
existe componente comedocarcinoma, si
bien estas diferencias no son estadistica-
mente significativas (p=0,37).

Se ha encontrado una relacién inversa
entre la determinaciéon de PCNA y los
receptores hormonales, si bien s6lo hay
diferencias estadisticamente significativas
con los receptores de progesterona
(p=0,0195).
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El resultado del estudio de PCNA en
relacién con la presencia de microinfiltra-
cién ha demostrado una relacién inversa
con significacion estadistica (p=0,005).

Al estudiar los casos con componente
comedocarcinoma hemos podido compro-
bar que la relacion inversa con la microin-
filtraciébn es altamente significativa
p=0,0008, sin que encontremos diferencias
significativas entre los resultados de PCNA
y receptores hormonales en los mismos.

Las 21 pacientes de este grupo tienen
un seguimiento medio de 78 +26 meses con
un rango comprendido entre 72 y 176
meses. En la evolucion postoperatoria una
paciente presentd recidiva local a los 38
meses de la intervencion; dicha paciente
era portadora de un carcinoma mixto con
comedocarcinoma, y la determinacién de
PCNA fue negativa existiendo microinfiltra-
ci6n en la pieza extirpada.

DISCUSION

Desde que en 1978 se descubrié® la
molécula proteica PCNA-ciclina, cofactor
de la DNA polimerasa 8* se ha intentado
en numerosas formas valorar sus niveles
en tejido tumoral para usarlo como factor
pronoéstico. Los niveles de PCNA-ciclina se
relacionan con el momento en que se
encuentra cada célula, siendo sus niveles
maximos en la fase S, indicativa de activi-
dad de sintesis celular. La cuantificacién
de células en fase S se puede hacer por
citometria de flujo, o por incorporacion de
timidina, pero resultan métodos inadecua-
dos para su aplicacién clinica, por sus difi-
cultades técnicas y por su alto coste eco-
ndémico.

El problema de la determinacion de
PCNA-ciclina ha sido, inicialmente técnico,
hasta que se han ido introduciendo méto-
dos inmunohistoquimicos'® para su deter-
minacién sobre tejido fijado y parafinado'.

Actualmente son varios los estudios
que determinan PCNA y Ki 67 con resulta-
dos dispares'™, pero todos ellos adolecen
del sistema de lectura de la inmunohisto-
quimica de PCNA-ciclina, que suele ser
semi-cuantitativa. Para el actual estudio
hemos usado un analizador de imagen que
origina un valor definido, cuantitativo, no
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sometido al influjo subjetivo de la opinion
del investigador. Este sistema posibilita e]
uso objetivo de datos que son manejableg
estadisticamente.

Al relacionar los scores medios de Ki 67
y PCNA de los pacientes con recidiva fren-
te a los que no tienen recidiva no se han
encontrado diferencias significativas. Sip
embargo, hay una significacién cuando se
compara la proporcién de pacientes con
score de Ki 67 altos (>30) en pacientes con
recidiva de la enfermedad y sin recidiva.
La fiabilidad de este resultado es escasa
dado que tampoco hay diferencia cuando
consideramos las curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier entre los pacientes con
scores de PCNA y Ki 67 bajos y altos. Estos
resultados reproducen los producidos por
medios semicuantitativos en algunos tra-
bajos**. Otros investigadores usando sis-
temas semejantes encuentran mejoras en
la supervivencia entre el 8% y 20%!"* con
significacion en la comparacién de las cur-
vas de Kaplan-Meier. Estas diferencias de
la proporcién en mejora de la superviven-
cia son aceptadas por los propios autores
que se deben a la metodologia empleada'.
En cualquier caso esta metodologia no es
reproducible de manera fiable por su
dependencia de la subjetividad del investi-
gador. Ademéas ninguno de éstos aclara si
la zona medida de PCNA se encuentra en el
mismo centro del tumor o en el frente de
crecimiento, aunque nosotros no hemos
encontrado diferencias.

Con respecto al resto de estudios tan
s6lo se observa asociaciéon del PCNA
tumoral con el grado histolégico, dado
que los pacientes con grado IIl tienen un
score medio de PCNA mayor que los de
grado II p < 0,05. Esta asociacién no se
observa en el PCNA medido en el frente
del tumor. Aunque es mayor en los de
grado Ill, no tiene significaciéon estadisti-
ca. El Ki 67 tanto del interior como del
frente del tumor obtiene mayores scores
en los tumores de grado Il que en los de
grado II, pero sin significacién. No hay
asociacion de los scores de PCNA y Ki 67
con los otros factores prondsticos histo-
logicos, como el tipo de frente de tumor
(infiltrativo o expansivo), ni con la pre-
sencia de invasién vascular o no. Por la
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propia naturaleza del estudio, no pode-
mos valorar la asociacién de PCNA con la
presencia o ausencia de afectaciéon gan-
glionar®. En general los scores de Ki 67
han seguido a los de PCNA, pero sin alcan-
zar en ningin momento significacién,
como ocurre en otras series'’

Destacar por Gltimo la asociacion esta-
disticamente significativa entre tres facto-
res prondsticos como son el tipo de frente
del tumor, la presencia de invasion vascu-
lar y la afectacion ganglionar.

En el estudio de los tumores “in situ” la
Gnica asociaciéon de PCNA con significa-
cion es la inversa con la presencia de
comedocarcinoma y receptores de proges-
terona, sin poder conocer su relacién con
la supervivencia por lo corto de la serie y
de su seguimiento. La asociacién inversa
de PCNA con la microinfiltraciéon en tumo-
res sin componente comedocarcinoma es
dificil de interpretar porque la serie es
corta y no hay en la literatura revisada
casos suficientes estudiados para poder
contrastar los resultados.

Como conclusion podemos decir que
en el grupo A;

- La determinacion de PCNA en el cen-
tro y en el frente del tumor no ha demos-
trado ser un factor prondstico con signifi-
caciéon en la supervivencia ni en el
intervalo libre de enfermedad.

- La tinica relacién de PCNA con otros
factores pronosticos es con el grado histo-
l6gico.

El Ki 67 no demuestra ninguna asocia-
cién con ningdn factor pronéstico, ni con
la supervivencia, aunque parece ser mas
alto en las pacientes que recidivan.

En el grupo B:

- En los tumores “in situ” no podemos
afirmar que PCNA sea factor pronéstico
por lo corto de la serie y del seguimiento.
Las asociaciones con otros factores no
permite deducir su importancia.

- Se ha demostrado una relacién inver-
sa estadisticamente significativa entre
microinfiltracién y PCNA, que es maés
intensa en los tumores que existe patron
comedocarcinoma.
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