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Invasion linfovascular y p53 mutado como factores
predictores de metastasis ganglionares axilares en

cancer de mama

Lymphovascular invasion and mutated p53 as predictive factors of axillary
lymph nodes metastasis in breast cancer

William Sanchez M,* Diego Vanegas S,* Marfa Mercedes Mendoza**

RESUMEN

Introduccioén: Recientemente se han estudiado factores histo-
l6gicos en el tumor primario de mama que permitan predecir el
estado de los ganglios axilares. El objetivo de nuestro estudio
fue analizar los factores histolégicos clasicos del tumor y gené-
ticos con estudio del gen supresor tumoral p53 como probables
factores predictores de afeccion ganglionar metastasica en la
axila por cancer de mama.

Materiales y métodos: Este estudio analitico tipo Expost-
Factorincluyé a 100 pacientes con diagndéstico de adenocarci-
noma de mama, a quienes se les realizd una cirugia mamaria
con diseccion de axila. El andlisis histopatologico correlacioné
el valor predictivo de la invasién linfovascular del tumor y la
mutacién presente del gen p53, asi como la probabilidad de
tener metéstasis axilares.

Resultados: El promedio de edad fue de 54.5 anos. De 30
pacientes con invasion linfatica, 24 (80%) presentaron metés-
tasis a ganglios axilares; 16 de 70 casos sin invasién linfatica
tuvieron metastasis axilares (p = 0.000008). La invasion vas-
cular solamente se presenté en 12 pacientes, sin diferencia
estadistica significativa para afeccién metastasica axilar (p =
0.16). En 18 pacientes hubo mutacién del gen p53; de ellos, 15
presentaron metdastasis axilares (83%), diferencia estadistica-
mente significativa (p = 0.0025). Hubo valor predictivo positivo
para infiltracion ganglionar axilar del 83.3%. En los tumores
sin mutacién del gen, la correlacioén con la presencia de las
metastasis axilares no fue predictiva.

Conclusiones: La invasion linfatica y vascular asociada con
el tumor primario son factores pronésticos adversos asociados
con las metastasis ganglionares axilares. El gen p53 mutado

ABSTRACT

Introduction: Recently, it has been studied that histological
factors in primary breast tumor are predictive of axillary node
status. The aim of our study was to analyze the classical his-
tological tumor factors and genetic study of the tumor suppres-
sor gene p53 as likely predictors of metastatic axillary nodal
involvement in breast cancer.

Materials and methods: This analytical study type -Factor Ex
post included 100 patients diagnosed with breast adenocarci-
noma, who were breast surgery was performed with axillary
dissection. Histopathological analysis correlated the predictive
value of lymphovascular invasion of tumor present and p53
gene mutation and the probability of axillary metastases.
Results: The average age was 54.5 years. Thirty patients
with lymphatic invasion, 24 (80%) had metastases to axil-
lary nodes. Sixteen of 70 cases without lymphatic invasion
had axillary metastases (p = 0.000008). The only vascular
invasion occurred in 12 patients; no statistical significant
difference for axillary metastatic disease (p = 0.16). In 18
patients there was p53 gene mutation; of these, 15 had sig-
nificant statistically axillary metastases (83%) (p = 0.0025).
There were positive predictive value (PPV) for axillary lymph
node infiltration 83.3%. In tumors without gene mutation,
the correlation with the presence of the axillary metastases
were not predictive.

Conclusions: Lymphatic and vascular invasion in the
primary tumor associated are adverse prognostic factors
associated with axillary lymph node metastases. The mu-
tated p53 gene in the primary tumor is a PPV for axillary
metastasis.
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en el tumor primario es un valor predictivo positivo para las
metastasis axilares.

Palabras clave: Cancer de mama, factores predictivos, p53
mutacién, invasioén linfovascular, metéstasis ganglionares.
Rev Latinoam Cir 2014;4(1):10-15

INTRODUCCION

El cancer de mama es un verdadero problema de salud
publica para los EUA. Una de cada nueve mujeres en
ese pais desarrolla la enfermedad, con una incidencia de
125.48 por cada 100,000 habitantes por afio. Siendo la
principal causa de muerte en mujeres con mas de 45,000
muertes por afio.!

Con la occidentalizacion e influencia cultural estadouni-
dense de nuestros paises latinoamericanos, la epidemiolo-
gfa oncolégica de Colombia se esta comportando de una
manera similar a la de EUA cada vez mas. Exceptuando
el cancer gastrico que es la primera causa de mortalidad
global en nuestro pais (4,553 muertos en el afio 2008).
Hay una tendencia ascendente y marcada de presentacion
y mortalidad de cancer de mama, colorrectal y pancreato-
biliar. En el periodo comprendido entre 1998-2008 hubo
oficialmente 19,473 muertes secundarias por cancer de
mama registradas en Colombia.”

En el Hospital Militar Central el diagnéstico del cancer
de mama a principios del afio 2000 se realizaba en una
etapa tardia (71% locorregionalmente avanzados), este
fenémeno que es reflejo del comportamiento epidemio-
légico de la enfermedad en el pafs, es consecuencia de la
ausencia de programas de tamizaje masivos que tienen
como finalidad detectar la enfermedad en etapas prein-
vasivas o tempranas.’

A pesar de los recientes y vertiginosos avances en bio-
logia molecular y genética en cancer de mama, ain en
la actualidad los dos principales factores prondsticos
que pueden predecir el comportamiento biolégico y
la supervivencia en el cancer de mama son: el tamafio
tumoral y el estadio ganglionar axilar.*® En el analisis
multivariado la presencia de metastasis ganglionares
axilares es el factor prondstico de mayor importancia
y continua influyendo en la toma de decisiones sobre la
selecciéon de terapias complementarias (quimioterapia,
hormonoterapia y radioterapia).®

Con el advenimiento de la técnica de ganglio centine-
la —que permite detectar el ganglio que refleja el estado
general de la axila con una confiabilidad mayor al 95% de
los casos— el papel de la diseccion linfatica ganglionar eta-
pificadora de la axila se empezd a cuestionar, y esto debido
principalmente a su morbilidad asociada (linfedema, dolor,
incapacidad motora, neoplasias asociadas, etc.). El papel
de la diseccién axilar hoy estd reservado exclusivamente

Key words: Breast cancer, predictive factors, p53 mutation,
lymphovascular invasion, lymph node metastases.
Rev Latinoam Cir 2014;4(1):10-15

al apotte del mejor control regional de la enfermedad.>”
Para evitar la morbilidad de la diseccién innecesaria de la
axila, recientemente se han tratado de estudiar los factores
histologicos en el tumor primario de la mama, los cuales
permitan predecir con un alto grado de certeza el estado
ganglionar axilar adicional a la informacién que aporta el
estudio del ganglio centinela.

El objetivo de nuestro estudio es analizar los factores his-
tologicos clasicos del tumor (invasién linfatica y vascular)
y el analisis genético con estudio del gen supresor tumoral
P53 (que se encuentra intimamente relacionado con el
control de la regulacién del ciclo celular, el crecimiento
tumoral y de los fenémenos de apoptosis, transcripcicion
y replicacion celular), como probables factores predictores
de la afeccion ganglionar metastasica en la axila por cancer
de mama.™

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio analitico tipo Expost-Factor' que
incluy6 a 100 pacientes atendidos en el Hospital Militar
Central con diagnéstico de adenocarcinoma de mama,
en un periodo de tres afios (1998-2000), a quienes se les
haya realizado una cirugia mamaria con diseccién de axila
y que tuvieran todo el material histopatolégico para un
segundo analisis.

Los criterios de inclusién fueron: 1) diagnéstico confir-
mado por histopatologia de adenocarcinoma de mama,
2) paciente de primera vez, sin tratamientos quirdrgicos
o médicos previos para el cancer de mama, 3) cirugia
mamaria con disecciéon ganglionar axilar que involucra
por lo menos los niveles I-11 y 4) pacientes cuyas piezas
de patologia tuvieran material disponible para el analisis
histopatolégico y genético.

Las variables a analizar fueron: 1) histolégicas; invasion
linfatica y vascular, 2) biogenéticas; andlisis de p53 y 3)
estadio ganglionar de la axila.

La secuencia de analisis de p53 se realizé mediante la
técnica inmunohistoquimica, utilizando como anticuerpo
primario el Mouse antihumano p53 Clone DO-7 Isotipo
IgG2bKappa y anticuerpo secundario Antirabbit antimou-
se, Dako® (Figuras 1 y 2).

El grupo cientifico encargado del analisis del p53 y de
las variables histoldgicas se encontraba ciego para las ca-
racterfsticas clinicas, evolutivas y de etapificacion de los
tumores analizados.
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Analisis por inmunohistoquimica de mutacién del gen p53
Desparafinar
Hidratar alcoholes 100-90-80%
Inhibicién de peroxidasas
Bloquear con suero normal de Rabbit
Ac 1° mouse antihumano p53

Clone DO-7, Isotipo IgG2bKappa

Ac 2° Rabbit anti mouse
Complejo PAP mouse
Revelado diaminobencina
Hematoxilina de Harris
Rehidratar alcoholes 80-90-100%

Montaje y lectura final

Figura 1. Secuencia de analisis por inmunohistoquimica de mutacion
del gen p53 en el cancer de mama

Figura 2. Imagen por inmunohistoquimica de mutacion del gen p53 en
cancer de mama; las células color café muestran una alta positividad
para la mutacion del gen.

La evaluacion estadistica de la correlacién entre las va-
riables biogenéticas, histolégicas y el estado ganglionar
se hicieron aplicando las pruebas exactas de Fisher y
x%, con el programa Epi Info 2000. El valor predictivo
positivo de p53 mutado para metastasis ganglionar se
evalué mediante la prueba de cribado con el programa

Epi Info 2000."°

RESULTADOS

Se estudiaron 100 pacientes del sexo femenino con diag-
noéstico de adenocarcinoma de mama. El rango de edad
fue de 32 a 78 afios, con un promedio de 54.5 afios. La
localizacién mas frecuente del tumor en relaciéon con la
anatomfa por cuadrantes de la mama fue en el cuadrante
superoexterno (77%), seguida de los cuadrantes superoin-
ternos (13%) y los cuadrantes inferiores con el 8% cada
uno respectivamente.

El estadio de los tumores basado en la clasificacién TNM"
para todo el grupo fue: I:5, I1a:18, 11B:31, 111a:22, 111b:20
y IIIc:4. Es de destacar que el 77% de los tumores se con-
sideraron como lesiones localmente avanzadas (IIB-I11C)
y solamente el 5% como lesiones tempranas menores de
2 cm (estadio I).

Como resultado del manejo mayoritario de tumores avan-
zados, la cirugia mas frecuentemente realizada en el grupo
de estudio fue la mastectomia radical modificada en un
81%, seguida de la cuadrantectomia con diseccién linfatica
axilar en el 19% de los casos.

En la evaluacién de cada uno de los factores histologicos
y biogenéticos del tumor como factores predictores de
afeccién ganglionar metastasica axilar se encontro:

1) Invasion linfatica: de 30 pacientes con tumores que
tenfan invasién linfatica, 24 (80%) presentaron metas-
tasis ganglionares axilares positivas; 17 de 70 pacientes
con tumores sin invasion linfatica presentaron metas-
tasis ganglionares axilares (p = 0.0000084) (Cuadro I).

2) Invasién vascular: la invasion vascular solamente se
presentd en 12 pacientes del grupo total, y no represen-
t6 una diferencia estadistica significativa para afeccién
ganglionar metastasica axilar (p = 0.16).

3) Analisis de p53: se encontraron 18 pacientes con tu-
mores que tuvieron mutacién del gen p53 y de éstos,
15 presentaron metastasis ganglionares axilares (83%),
representando una diferencia estadistica significativa
p = 0.0025. Con un valor predictivo positivo para la
infiltracién metastasica ganglionar axilar del 83.3%.
En los tumores que no tenian mutacién del gen, la
correlacion con la presencia de las metdstasis ganglio-
nares axilares no fue predictora (Cuadro 11).

DISCUSION

La pregunta mds frecuentemente hecha a los patdlogos
—una vez que se ha diagnosticado y operado el cancer de
mama~— es por la positividad de metastasis ganglionares en
la axila."”? Esto es debido a que el hallazgo de metastasis
ganglionares, el nimero de ganglios linfaticos afectados y
su relacion con el total de ganglios disecados representan
el factor prondstico mas importante del comportamiento
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Cuadro 1. Correlacion entre el hallazgo de invasion linfatica en el
tumor primario y la presencia de metastasis ganglionares axilares.

Invasion linfatica versus ganglios linfaticos

Ganglio
Positivos Negativos

Invasion 41 59
Positiva

30 6
Negativa

70 16

p=0.0000084

Cuadro Il. Correlacion entre el hallazgo de mutacion del gen p53 en
eltumor primario y la presencia de metastasis ganglionares axilares.

P53 versus ganglios linfaticos

Ganglio

Positivos Negativos

p53 41 59
Mutado

18 ® 3

No mutado

82 29 53
p=0.0025 VPP: 83.3%

biolégico de la enfermedad y de la supervivencia del pa-
ciente, influyendo positivamente en la seleccion de terapias
adyuvantes o neoadyuvantes.!***

Enlaactualidad esta demostrado que la actividad metasta-
sica regional axilar positiva se asocia con una disminucién
de la supervivencia a cinco afios entre el 28 al 40%.%1*1
Basados en estudios randomizados y de metaanalisis, la
mayoria de los centros mundiales especializados en el
manejo del cancer de mama recomiendan la aplicacién
de terapia adyuvante en todos las pacientes con ganglios
linfaticos axilares positivos (macrometéstasis), indepen-
dientemente de otros factores prondsticos asociados,
incluyendo al tamafio tumoral.'*!®

La diseccion linfatica axilar completa —que incluye los ni-
veles I-I1— es eficaz en garantizar el control regional de la
enfermedad, presentando un porcentaje de recurrencia que
oscila entre el 0 al 3%. Sin embargo, este procedimiento no
ha demostrado con contundencia que tenga algun impacto
significativo en la supervivencia global del paciente, sobre
todo en axilas sin metastasis ganglionares. Este hecho
asociado con la presencia de morbilidad como: linfedema
crénico, infeccion de la herida quirargica, limitacion fun-
cional e inclusive neoplasias como el linfoangiosarcoma y
el advenimiento de la tecnologia del ganglio centinela y a
un diagnoéstico mas temprano de la enfermedad, en la cual
la probabilidad de presencia de metastasis ganglionares en
axila es menor, han estimulado a la comunidad cientifica
mundial a estudiar e identificar los factores tumorales que
sean predictores del estadio ganglionar axilar, como es el

reciente reporte del estudio Z0011 del Colegio Americano
de Cirujanos, en el que se determind el valor pronéstico de
la micrometastasis ganglionar para unos estadios y grupos
especificos de cancer mamario.’”"

En nuestra serie la localizacién mas frecuente del tumor
fue el cuadrante superoexterno (77%), localizacién que es
similar a la de la mayorfa de las series reportadas.

El 77% de nuestras pacientes fueron etapificadas como
estadios localmente avanzados, este fendmeno refleja el
diagnéstico tardio de la enfermedad como consecuencia de
la ausencia de programas masivos y bien estructurados de
tamizaje en cancer de seno; problema que es una constante
en los paises en desarrollo.

La invasién de conductos linfaticos y vasculares del tu-
mor en la mama ha sido estudiada como factor predictor
de la afeccion ganglionar metastasica de la axila.”"”*" En
nuestra serie, la invasion linfatica se detecto en el 30% de
los tumores y, de éstos, 24 (80%) presentaron metastasis
ganglionares con una diferencia estadistica muy significa-
tiva (p = 0.0000084) (Cuadro 1).

Lainvasion vascular fue solamente detectada en el 12% de
los tumores y no presento una relacion significativamente
estadistica (p = 0.10).

La identificacion y diferenciacion entre la invasion linfa-
tica y vascular puede ser dificil, controversial e inclusive
puede presentar dificultades para su reproduccion entre los
patdlogos, especialmente en los tumores menores de 1 cm
y con componente 7 situy; esta dificultad puede estar dada,
entre otras causas, a la presencia de artificios o fenémenos
de retraccion en la preparacién del estudio histopatolégico;
por esta razén es mejor reportarla como invasion linfo-
vascular.”*’ En nuestro estudio, considerando en conjunto
la invasién de los conductos linfaticos y vasculares como
un solo grupo, 31/42 pacientes presentaron metastasis
ganglionares (74%).

Es indudable el valor predictivo de la invasioén linfovascu-
lar para metastasis axilares, por ejemplo, Rosen y colabo-
radores encontraron una incidencia del 32% de metastasis
ganglionares ocultas en pacientes previamente catalogados
como negativos y que tenfan infiltracién linfovascular.”!
En las series de Barth,? Fein® y Chadha,* los cuales es-
tudiaron a los pacientes con tumores T1-T2 y la relacion
con la infiltracién linfovascular, el porcentaje de ganglios
linfaticos positivos oscilé entre el 46 al 64%.

El gen supresor tumoral p53 localizado en el cromosoma
17 (17p21) es una proteina altamente relacionada con los
defectos genéticos asociados con las neoplasias malignas
epiteliales.” Este tiene funciones en la regulacién del ciclo
celular, especialmente en la fase S y en los fenémenos
de transcripcion genética celular ligados a la sintesis y
reparacién del DNA (p21, mdm2, fos, myc, jun), también
se encuentra intimamente relacionado con el control de
la apoptosis celular y los procesos de replicacion celular
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con la inhibicién de enzimas como el PCNA vy la sintetasa
de timidina.*"**

La mutacion del gen p53 se presenta en cerca de la tercera
patte de los canceres de mama.* En nuestro estudio el 18%
de los tumores tenfan mutacién para el gen p53.

El gen p53 mutado se ha descrito como un factor de mal
prondstico en cancer de mama, en especial como un factor
adverso en la supervivencia.””* Chen y colaboradores
reportaron un estudio de analisis de p53 en 57 pacientes
con patologia mamaria; ellos afirmaron que la mutacién
del gen p53 no se presenta en las lesiones benignas y
que estd implicada probablemente mds en el proceso
metastasico ganglionar que en el origen de la neoplasia.?
El gen p53 no esta mutado en la mayoria de los tumores
mamarios, lo que determina una via adicional o diferente
en la carcinogénesis y desarrollo de esta neoplasia. Nues-
tro grupo de investigacion reportd en el afio 2007 un
trabajo, analizando la correlacién entre los polimorfismos
del gen p53 en sangre periférica y en el tumor, asi como
la presencia de cancer heredofamiliar de mama. De la
evaluacién prospectiva de 186 pacientes, se encontrd que
hay una importante asociacién entre el genotipo Arg/Arg
del codén 72 (OR:2.2) y del genotipo W/M del intrén 3
(OR:18) para desarrollar cancer heredofamiliar de mama
en la poblacién colombiana.”’

Son pocas las investigaciones que se han realizado para
analizar la correlacion entre la mutacion del gen p53 y la
presencia de metastasis axilares.”®?' En nuestra serie, la
mutacion del gen p53 presentd un valor predictivo posi-
tivo para metdstasis axilares del 83%, con una diferencia
estadistica significativa (p = 0.0025). Este hallazgo afirma
que la mutacién del gen p53 probablemente se encuentra
relacionada con la fase tardfa de la carcinogénesis, y con
una especial interaccién en el proceso de implantacion
metastasica ganglionar.

La utilidad clinica practica del uso de p53 en cancer de
mama como factor predictor de metdstasis ganglionares
axilares puede estar, por ejemplo, en el manejo de los pa-
cientes con tumores tempranos o 7 situ; casos en los cuales
con el advenimiento de la nueva tecnologia de identifica-
cién del ganglio centinela, la diseccion ganglionar axilar
es controversial, y en la seleccién e indicacién de terapias
adyuvantes o neoadyuvantes, pues definitivamente se trata
de tumores biolégicamente mucho mds agresivos cuando
tienen mutado el gen p53.

CONCLUSIONES

Con el andlisis de este estudio nosotros podemos concluir
en la serie del Hospital Militar Central lo siguiente:

1) La invasién linfatica y linfovascular asociada con el
tumor primario son factores prondsticos adversos

asociados con las metdstasis ganglionares axilares (p
=0.000084).

2) Elgen p53 mutado en el tumor primario es un factor
predictivo positivo asociado con las metastasis gan-
glionares axilares (VPP = 83%).

3) Es necesario corroborar estas observaciones en un
nimero mas grande de pacientes para tener un mayor
poder en la muestra estadistica y que los resultados
sean reproducidos o comprobados por otros grupos
de estudio.
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