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Resumen. La mayor parte de los carcinomas de mama son canceres esporadicos; sin
embargo, existe una proporcion, estimada entre el 5y el 10%, en la cual aparece una predis-
posicion hereditaria al cancer, asociado principalmente a mutaciones germinales en los genes
BRCA1 y BRCAZ2; tales mutaciones incrementan la predisposicion para el desarrollo de la
enfermedad durante el transcurso de la vida. El objetivo general de este trabajo fue valorar la
expresion del gen BRCA1 por inmunohistoquimica (IHQ). El estudio se realizd en mujeres
diagnosticadas con lesiones benignas o con carcinoma ductal infiltrante de mama en segui-
miento en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio” de Valencia, Venezuela. Se
analiz6 la expresion de la proteina BRCA1 y los resultados obtenidos se compararon con la
clasificacion de las lesiones benignas propuesta por Dupont y Page y los subtipos moleculares
intrinsecos definidos por IHQ. De este andlisis se obtuvo que tanto en las lesiones no infiltran-
tes (proliferativas y carcinoma in situ), asi como en los carcinomas infiltrantes, predominaron
los casos con un marcaje nuclear de BRCA1 por IHQ <10%. Ademas, la relacion de la expre-
sion de BRCA1 con la media de la supervivencia global, obtuvo valor prondstico desfavorable,
cuando la expresion nuclear y citoplasmatica de BRCA1 fue <10%, con p<0,05. Finalmente,
en base a los resultados, se sugiere que en el algoritmo de abordaje de mujeres con riesgo de
padecer cancer de mama, se incluya la valoracion de la expresion de BRCA1 por THQ.
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BRCALI expression in benign and malignant

breast lesions.
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Abstract. The majority of breast cancers are sporadic cancers; however, there is an
estima—ted proportion of 5% to 10%, where a hereditary predisposition appears, mainly asso-
ciated with germline mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes. Such mutations increase the
predis-position to develop the disease during the course of life. The overall objective of this
work was to evaluate the expression of the BRCA1 gene by immunohistochemistry (IHC). The
study was conducted in women diagnosed with benign lesions or invasive breast ductal carci-
noma in follow-up care at the Institute of Oncology “Dr. Miguel Perez Carrefio” in Valencia,
Venezuela. Expression of the BRCA1 protein was analyzed and the results were compared with
the benign lesions classification given by DuPont and Page and the intrinsic molecular subtypes
defined by THC. From this analysis it was found that in both, non-infiltrative lesions (proli-
ferative and carcinoma in situ), as well as in infiltrating carcinomas, predominated the cases
with BRCALI nuclear labeling by IHC (<10 %). Furthermore, the relationship of expression of
BRCA1 with the average overall survival, showed a poor prognostic value obtained when the
nuclear and cytoplasmic expression of BRCA1 was <10%, with p<0.05. Finally, based on the
results, it is suggested that the assessment of BRCA1 expression by IHC should be included in

the approach algorithm of women at risk of developing breast cancer.

Recibido: 01-02-2016 . Aceptado. 30-06-2016
INTRODUCCION

BRCAL es un gen supresor de tumores hu-
manos, que regula el ciclo celular y evita la pro-
liferacion incontrolada. La proteina BRCAI,
producto de este gen, forma parte del sistema
de deteccion y reparacion de los dafios del acido
desoxirribonucleico (ADN). BRCA1 esta situa-
do en el brazo largo del cromosoma 17 (1-3).
En las mujeres portadoras de mutaciones en el
gen, el riesgo acumulado hasta los 70 afios se
estima entre 50 y 95% para cancer de mama y
entre 22 y 66% para cancer de ovario. El varon
portador de la mutacion BRCA1 tienen un 1%
de riesgo aproximado para desarrollar cancer de
mama (4-6).

Los genes BRCA son miembros de una

compleja red de proteinas asociadas en multi-
ples funciones, tales como la regulacion de la
transcripcion, remodelado de la cromatina, con-
trol del ciclo celular, regulacion de centroso-
mas, induccion de la apoptosis, ubiquitinizacion
y degradacion proteica, entre otros (7,8).

El BRCA1 se expresa en distintos epitelios
del organismo durante el desarrollo; y su expre-
sion se ve aumentada durante el embarazo y dis-
minuye tras el parto. La inhibiciéon de BRCAL1
causa un aumento de la proliferacion de células
del epitelio mamario tanto normales como can-
cerosas. Se ha detectado una menor expresion
de la proteina BRCA1 normal en los cénceres
de mama hereditarios y en algunos esporadicos;
en estos ultimos, debido a la hipermetilacion del
promotor del gen (5-9).
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La expresion del gen normal, pero no de las
formas mutadas, inhibe el crecimiento de célu-
las tumorales de mama y ovario. La deleccion
o pérdida de los diez ultimos aminoacidos de la
proteina BRCAL es suficiente para abolir su ca-
pacidad de inhibir el crecimiento tumoral (7,10).
La mayoria de las mutaciones que se encuentran
en los genes BRCA son pequefias eliminaciones
o inserciones de algunos nucleétidos, que gene-
ran un codon de parada por cambio en el marco
de lectura de aminoacidos, lo que produce una
proteina truncada, incapaz de cumplir con su
funcion (6,8,11).

Finalmente, y debido a la alta supervivencia
de las mujeres con cancer cuando son tratados
en estadios tempranos de la enfermedad, poder
identificar aquéllas que posean un alto riesgo de
desarrollar la enfermedad, basado en la expre-
sion de BRCALI, tiene una implicacion valiosa,
ya que permite incrementar la expectativa y ca-
lidad de la vida de las afectadas.

PACIENTES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en mujeres en
seguimiento en el Instituto de Oncologia “Dr.
Miguel Pérez Carreno” (IOMPC) de Valencia,
Venezuela. Se analizo la expresion de BRCALI
por inmunohistoquimica (IHQ) y se compararon
los resultados obtenidos con la clasificacion de
las lesiones benignas, subtipos moleculares in-
trinsecos y variables clinico-patoldgicas (edad,
estadio clinico, grado histologico y superviven-
cia).

Para la clasificacion de las lesiones benig-
nas, se tomd en cuenta la categorizacion pro-
puesta por Dupont y Page (12) que incluye: a)
lesiones proliferativas sin atipias (hiperplasia
ductal usual o tipica, adenosis esclerosante, ci-
catriz radiada y papiloma intraductal) y b) lesio-
nes proliferativas con atipias (hiperplasia ductal
atipica e hiperplasia lobulillar atipica).

En base a los resultados obtenidos del anali-

sis IHQ de la expresion del receptor de estrogeno
(RE), receptor de progesterona (RP) y receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2), y de acuerdo a los criterios aceptados
(13-15) se clasificaron los casos de cancer como
sigue: a) Luminal A: RE+ RP+; b) Luminal B:
RE+ HER2+ RP (>20%) 0 Ki-67 (<20%) o RE+
HER2- RP (>20%) o Ki-67 (=20%); c) HER2+:
RE- RP- HER2+y d) TN: RE- RP- HER2-.

Sujetos del estudio

Se conformo6 una muestra no aleatoria, de
tipo intencional, que cumpliera con los siguien-
tes criterios de inclusion: a) serie benigna: diag-
nostico de lesion benigna de mama proliferativa
con y sin atipia; b) serie maligna: diagndstico
de carcinoma ductal infiltrante de mama sin otra
especificacion, o mixto, con componente ductal
predominante y c¢) disponibilidad de las prepa-
raciones histoldgicas y bloques de parafina res-
pectivos, correspondientes al diagndstico inicial
en el archivo del Servicio de Anatomia Patolo-
gica del Instituto.

Para la realizacién de la investigacion, se
cont6 con la aprobacion del Comité de Etica y
de la Comision de Investigacion del IOMPC.
Asimismo, se obtuvo el Aval Inicial Favorable
de la Comision de Bioética y Bioseguridad del
Centro de Investigaciones Médicas y Biotecno-
logicas de la Universidad de Carabobo (CIM-
BUCQ).

Definicion de variables clinico-pato-
légicas

a) Edad: al momento del diagndstico, como va-
riable cuantitativa. Ademads se analizaron dife-
rentes grupos etarios (<40; 41-50; 51-65; >66).

b) Estadio clinico (EC): se tom¢ el que figura en
la historia clinica de cada mujer, establecido por
el Servicio de Patologia Mamaria del IOMPC.
Se consideraron los cuatro EC mayores: I, I1, I1I
y IV.

c¢) Grado histolégico (GH): se establecieron las
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tres categorias cldsicas de Bloom-Richardson
con las modificaciones de Elston y Ellis (16),
correspondiendo el GH I a los tumores bien di-
ferenciados y el GH III a los pobremente dife-
renciados y

d) Supervivencia global (SG) (meses): se con-
sider6 como punto de corte un seguimiento de
60 meses (5 afios), con un minimo de 36 meses.
Se evalud tnicamente la SG. Se establecio el
tiempo de supervivencia como el tiempo trans-
currido desde el diagnostico hasta la fecha de la
muerte en caso de haber ocurrido antes de los
60 meses.

Construccion de la matriz de tejidos
Las muestras tisulares se fijaron en formol
y se incluyeron en parafina siguiendo los mé-
todos convencionales. De los bloques de para-
fina se obtuvieron secciones histologicas de 4
um de espesor que, posteriormente, se tifieron
con hematoxilina-eosina. Se revisaron las pre-
paraciones histologicas y se seleccionaron cui-
dadosamente las zonas con tumor, marcando
esas mismas areas en el bloque de parafina, a fin
de construir las matrices de tejido. Las matrices
de tejido se realizaron en el CIMBUC (Fig.1).
Finalmente, se procedio a realizar la técnica de
Inmunohistoquimica (IHQ).

Inmunohistoquimica.

Luego de la desparafinacion e hidratacion
de las muestras, la recuperacion antigénica se
realizd en bafo de agua (Isotemp Water Bath,
modelo Isotemp 205, Fisher Scientific®), co-
locando las preparaciones en vasos coplin con
tampon citrato pH 6 por 40 min, precalentado a
95-99°C.

Una vez terminada la recuperacion antigé-
nica, se realizd la incubacion con el anticuerpo
primario, previamente diluido con la solucion
Van Gogh Yellow. Las muestras se lavaron con
tampon fosfato salino y se afiadi6 el anticuerpo
secundario conjugado. Por ultimo, el revelado
de la reaccion se realizé con la aplicacion del
cromogeno diaminobencidina durante 5 min.
Con el fin de visualizar los nucleos, se realizo la
tincion nuclear con hematoxilina.

Los anticuerpos utilizados, la dilucion, clon
y fuente se muestran en la Tabla I.

Interpretacion de los resultados del
estudio inmunohistoquimico

Para realizar la valoracion de la expresion
de la proteina BRCAL1 en lesiones de mama, se
tomaron en cuenta los estandares establecidos
en diversas publicaciones internacionales (17-
21), considerando un resultado positivo cuando

Se identifica y marca el drea tumoral de
interés en la preparacion histolégica

Se marca el area tumoral correspondiente
en bloque de parafina

Ensamblaje de matriz de tejidos: Se extrae un segmento de tejido
del bloque donante y se inserta en bloque receptor

Fig.1. Representacion esquematica de la construccion de matrices de tejidos.
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, TABLA I
DILUCION, CLON Y FUENTE DE ANTICUERPOS UTILIZADOS

Marcador Diluciéon Clon Marca comercial Localizacion del marcaje
RE 1/50 GF 11 Novocastra Nuclear
RP 1/100 636 Dako Nuclear
HER2 Prediluido  Herceptest Dako Membrana
Ki-67 1/100 MIB-1 Dako Nuclear
BRCALI 1/200 MSI110 Biocare Nuclear

existia >10% de inmunoexpresion nuclear y re-
firiendo el resultado negativo cuando habia ex-
presion en <10% en los nucleos de las células
tumorales.

A pesar que la expresion normal del marca-
dor es nuclear, diversos trabajos han indicado
la presencia de BRCA1 en el citoplasma de las
células de la glandula mamaria. En este sentido
y en base a criterios publicados en varias inves-
tigaciones (17-20,22,23), se considero, de igual
forma al marcaje nuclear, un resultado positivo
cuando existia >10% de inmunoexpresion cito-
plasmatica y negativo cuando ocurria expresion
en <10% de los citoplasmas de las células tu-
morales.

Con una especificidad mayor al 90%, en la
literatura se ha publicado una correlacion entre
la amplificacion del gen BRCALI utilizando re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR) y la
expresion de BRCA1 por IHQ. Asimismo, la
ausencia de amplificacion debido a un gen an6-
malo (inducido por alteracion de la metilacion
del promotor del gen o por mutaciones) se ha
relacionado con una pérdida de la expresion de
la proteina utilizando el anticuerpo monoclonal
BRCAL1 (clon MS110) (24-29).

Analisis estadistico
El analisis de los datos recogidos se realizo
mediante el paquete estadistico SPSS version 22

(IBM Statistical Package for Social Sciences,
Inc., Chicago, IL). Los resultados se expresaron
como media y desviacion estandar en el caso de
variables cuantitativas y como niimero absoluto
y porcentaje en las cualitativas.

La asociacion entre las variables clinico-pa-
tologicas, subtipos moleculares y marcador in-
munohistoquimico se analizé con la prueba de
Chi cuadrado y el test exacto de Fisher. Cuando
las variables no se ajustaron a la normalidad, se
uso la U de Mann-Whitney. El estudio de su-
pervivencia se realiz6 mediante el método de
Kaplan-Meier y el ajuste de modelos de regre-
sion de Cox. Se consideraron significativos va-
lores de p<0,05.

RESULTADOS

La serie maligna estuvo constituida por 141
casos totales y la benigna por 94 casos. La edad
media de las mujeres con patologia maligna de
la mama en el momento del diagnostico fue de
51,12 afios, con un rango de 64 anos (29-93
afos). Por su parte, en las mujeres con patologia
benigna fue de 37,82 afios, con un rango de 68
afios (12-80 anos). En esta Ultima serie, el 41%
presentaba antecedentes familiares de cancer, de
los cuales un 28% era de mama y/u ovario.

En las mujeres con cancer, el estadio clinico
mas frecuente fue el III (50%), seguido por el
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I1 (43%), abarcando entre ambos el 93% de los
casos. Histologicamente, un 14% fueron grado
I, un 49% grado Il y un 37% grado III.

Se logro obtener el seguimiento de 105 mu-
jeres. El tiempo de seguimiento para las mujeres
no fallecidas vari6 de 36 a 112 meses. La super-
vivencia global media fue de 42,01 meses, con
rango de 58 meses (2 a 60) y desviacion tipica
de + 19,86 meses.

Un 37% de las mujeres fallecieron por la
neoplasia a lo largo del seguimiento, mientras

que un 63% permanecieron vivas durante el lap-
so del mismo.

Los principales datos clinico-patologicos de
las mujeres incluidas en este estudio se detallan
en la Tablas II y III.

Subtipos moleculares intrinsecos

En la serie maligna de 141 tumores, se va-
lor6 la expresion de RE, RP y HER2. En base
a estos resultados se establecieron los subtipos
moleculares de acuerdo a los siguientes por-

, ’ TABLAII
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LA SERIE MALIGNA
Variable
Edad (afios): media (rango) 51,12 (29-93)
n (%)
<40 25 (18)
41-50 48 (34)
Grupos etarios (afos) 51-65 54 (38)
>66 14 (10)
Total 141
7(5)
60 (43)
Estadio clinico I 71 (50)
v 3(2)
Total 141
20 (14)
Grado histologico 69 (49)
111 52 (37)
Total 141
Estado Fallecida 39 (37)
Viva 66 (63)
Total 105
Supervivencia global (meses) 42,01
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TABLA II1
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LA SERIE BENIGNA

Variable

Edad (afos): media (rango)

37,82 (12-80)

n (%)
<40 51 (54)
41-50 28 (30)
Grupos etarios 51-65 13 (14)
6 2(2)
Total 94
Antecedentes familiares de cancer No 55(59)
(n=94)
Si 39 (41)
Antecedentes familiares de cancer de mama No 28 (72)
y/u ovario (n= 39)
Si 11 (28)
Antecedentes familiares de cancer Primer 3(27)
de mama y/u ovario (n=11) grado
Segundo 8 (73)
grado

centajes: Luminal A 30% (42/141), Luminal B
25% (35/141), HER2 10% (14/141) y TN 35%
(50/141).

Analisis de la expresion de BRCAl
por inmunohistoquimica

La expresion del marcador por inmunohis-
toquimica, con sus respectivos porcentajes (nu-
clear y citoplasmatica), en los diferentes tipos
de lesiones de mama (benigna o maligna), se
muestra en la Tabla I'V.

El porcentaje de positividad de expresion ci-
toplasmatica de BRCA1 vari6 del 2 al 72%. Por
su parte, la expresion nuclear positiva del mar-
cador present6 poca variacion en ambas lesiones
(52% en la serie benigna y 47% en la maligna).

La comparacion de la expresion (negativo o

positivo) en las diferentes ubicaciones subcelu-
lares (nuclear y citoplasmatica) en ambas lesio-
nes, se muestra en la Tabla V. En la serie benig-
na, el 47% de los tumores resultd negativo a la
expresion de BRCA1 en ambas localizaciones;
por su parte, en la serie maligna fue de 63%.

Las Figs. 2 y 3 muestran ejemplos represen-
tativos de los patrones de expresion inmuno-
histoquimica de BRCA1 observados en ambas
series.

Analisis de la relacion de los porcen-
tajes de expresion de BRCA1 por in-
munohistoquimica con las lesiones
benignas proliferativas y los subtipos
moleculares del carcinoma de mama

En la Tabla VI se muestra que los intervalos
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TABLA IV

EXPRESION DE BRCA1 POR INMUNOHISTOQUIMICA

n (%)
Lesion Resultado Nuclear Citoplasmatica
Negativo 45 (48) 92 (98)
Benigna
Positivo 49 (52) 2(2)
Total 94 94
Negativo 75 (53) 40 (28)
Maligna
Positivo 66 (47) 101 (72)
Total 141 141
TABLAYV
EXPRESION DE BRCA1 POR INMUNOHISTOQUIMICA
Localizacion Citoplasmatica
Lesion Resultado Negativo Positivo p
Negativo 43 (47)* 2 (100)
Benigna Nuclear 0,136
Positivo 49 (53) 0(0)
Total 92 (98) 2(2)
Negativo 25 (63) 50 (49)
Maligna Nuclear 0,163
Positivo 15 (37) 51(51)
Total 40 (28) 101 (72)

*Los valores estan expresados en numero de casos (porcentaje) n (%).
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Fig.2. Expresion de BRCAI estudiada por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. Serie benigna: (A) negativo,
nucleo y citoplasma de células luminales. (B) positivo nucleo de células mioepiteliales. (C) y (D) positivo
ntcleo de células luminales. Aumento de 100x.

Fig.3. Expresion de BRCA1 estudiada por inmunohistoquimica en matrices de tejidos. Serie maligna: (A) negativo,
nucleo y citoplasma de células tumorales. (B) positivo nucleo. (C) y (D) positivo nucleo y citoplasma.
Aumento de 100x.
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de porcentaje de expresion de BRCA1 para cada
lesion benigna de la mama (sin y con atipia),
fueron p>0,05. Sin embargo, se observa expre-
sion nuclear y citoplasmatica de BRCA1 <10 en
ambos tipos de lesiones proliferativas.

En algunos porcentajes de expresion y para
algunas de las variables, tales como las lesiones
con atipia y expresion nuclear y citoplasmatica
de BRCA1 >10%, el numero de casos fue muy
bajo (cero o dos mujeres).

La expresion de BRCA1 y su relacion con
la historia natural del cancer de mama se pre-
senta en la Tabla VII. En la misma se observa
que, tanto en las lesiones no infiltrantes (pro-
liferativas y carcinoma in situ) como para los
carcinomas infiltrantes, predominaron los casos
con un marcaje nuclear de BRCA1 por inmuno-
histoquimica <10% de las células, asi como una
disminucién de la expresion (11-49%) del mar-
cador a medida que aumenta la atipicidad en las
células de la mama, con p<0,001. La expresion
de BRCALI citoplasmatica también se relaciond,
aunque en este caso fue el aumento de expresion
(>10%), en los tumores infiltrantes.

La Tabla VIII muestra la expresion de

BRCAT1 en los subtipos moleculares del carci-
noma de mama. Aunque los resultados indican
que no hubo diferencia estadisticamente sig-
nificativa de la expresion de BRCA1 con los
subtipos moleculares del carcinoma de mama,
se observa un mayor niimero de casos con ex-
presion nuclear <10% y citoplasmatica >10% de
BRCAL1 en los tumores TN.

Analisis de la supervivencia en rela-
cion a la expresion de BRCA1

En la Tabla IX se aprecia la supervivencia
global media en relacion al porcentaje de ex-
presion de BRCA1 en carcinoma de mama. Se
observa un valor pronostico desfavorable; la
expresion nuclear y citoplasmatica de BRCA1
es <10%, con p<0,05.

Analisis de la supervivencia en rela-
cion a la expresion de BRCA1l ana-
lizada por inmunohistoquimica y el
subtipo molecular

Al relacionar la SG en cada subtipo mole-
cular seglin la expresion de BRCAI, se observo
una relacion de la expresion citoplasmatica en

) TABLA VI
EXPRESION DE BRCA1 EN LESIONES BENIGNAS PROLIFERATIVAS
DE MAMA
Lesiones proliferativas n (%)
Localizacion Expresion (%) Sin atipia Con atipia p
<10 42 (47) 3 (60)
Nuclear 11-49 37 (42) 2 (40) 0,695
>50 10 (11) 0(0)
Total 89 (95) 5(5)
<10 87 (98) 5(100)
Citoplasmatica 11-49 2(2) 0(0) 0,735
>50 (0) 0(0)
Total 89 (95) 5(5)
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) TABLA VII )
EXPRESION DE BRCA1 EN LA HISTORIA NATURAL DEL CANCER
DE MAMA
Lesiones n (%)
Localizacion ~ Expresion (%)  Proliferativas ~ *Carcinoma  Carcinoma

(con y sin atipia) in situ infiltrante p
<10 45 (48) 6 (42) 69 (49)
Nuclear 11-49 39 (42) 4 (29) 22 (16) <0,001
>50 10 (10) 4 (29) 50 (35)
Total 94 (38) 14 (6) 141 (56)
<10 92 (98) 14 (100) 40 (28)
Citoplasmatica 11-49 2(2) 0(0) 11 (8) <0,001
>50 (0) 0(0) 90 (64)
Total 94 (38) 14 (6) 141 (56)
Valor de p con respecto a la expresion entre el tipo de lesion.
*Tumores adicionales al nimero total de casos de la serie maligna.
) TABLA VIII
EXPRESION DE BRCA1 EN LOS SUBTIPOS MOLECULARES
DEL CARCINOMA DE MAMA
Subtipo molecular n (%)
Localizacion  Expresion (%) LA LB HER2 TN p
<10 22 (52) 21 (60) 7(50)  25(50)
Nuclear 11-49 10 (24) 6(17) 0(0) 6 (12) 0,189
>50 10 (24) 8(23) 7 (50) 19 (38)
Total 42 (30) 35(25) 14 (10) 50 (36)
<10 16 (38) 6(17) 2(14) 16 (32)
Citoplasmatica 11-49 4 (10) 5(14) 0(0) 2(4) 0,114
>50 22 (52) 24 (69) 12 (86) 32 (64)
Total 42 (30) 35 (25) 14 (10) 50 (36)

LA: Luminal A; LB: Luminal B; TN: Triple negativo.
Valor de p con respecto a la expresion entre los diferentes subtipos moleculares.
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TABLA IX )
SUPERVIVENCIA GLOBAL MEDIA EN RELACION AL PORCENTAJE DE
EXPRESION DE BRCA1 EN CARCINOMA DE MAMA

Supervivencia global

., o
Localizacion Expresion (%) (media de meses - DE) p
<10 41,3 +3,3
Nuclear 11-49 48,4 +2.6 0,028
>50 49,9 + 6,1
<10 37,0+ 4,6
Citoplasmatica 11-49 478 +272 0,013
>50 574+2,5
DE: Desviacion estandar.
TABLA X

SUPERVIVENCIA GLOBAL EN BASE AL PORCENTAJE DE EXPRESION
DE BRCA1 Y LA CLASE MOLECULAR

Supervivencia global
(media de meses = DE)

Otras clases moleculares

Localizacion Expresion (%) (LA, LB, HER2) TN pl
<10 473+42 34,9+4,5
Nuclear 11-49 551+23 36,1 £5,0 0,131
>50 56,5+3,2 414+25
p2 0,104 0,848
<10 48,6 +5.4 244+2,6
Citoplasmatica 11-49 53,6 £2,3 38,8+3,9 0,009
>50 56,5+3,2 60,1 0,1
p2 0,197 0,042

LA: Luminal A; LB: Luminal B; TN: Triple negativo; DE: Desviacion estandar.
pl: Valor de p con respecto a la SG entre las otras clases moleculares y TN.
p2: Valor de p con respecto a la SG dentro de otras clases moleculares y TN.
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el subtipo TN con SG significativamente me-
nor para las mujeres cuyos tumores presentaron
expresion negativa del marcador, igualmente la
reduccion de la expresion nuclear del marcador
en los subtipos moleculares se asocidé con menor
SG, pero sin significancia estadistica (p=0,131)
(Tabla X).

DISCUSION

De los diversos tejidos donde se desarrolla
la enfermedad, el mamario es uno de los mas
frecuentemente afectados en las mujeres. Esta
patologia ha sido relacionada en algunos casos
con un componente hereditario, la mayoria aso-
ciados con alteraciones en los genes BRCA.

Es por ello, que el estudio de la predisposi-
cion genética para esta enfermedad ha tomado
gran interés a nivel mundial (30-32). Por tal mo-
tivo, se han incrementado los esfuerzos en la de-
teccion de las alteraciones en estos genes, con el
proposito de identificar la poblacion con riesgo
incrementado de padecer la enfermedad.

En relaciéon a la frecuencia de mutaciones
en los genes BRCA en la poblacion con cancer
de mama en Venezuela, s6lo existe publicado el
trabajo de Lara y col. (33), quiénes identifican
algunas mutaciones BRCA1 mediante PCR en
mujeres con cancer de mama. Sin embargo, has-
ta el momento, no se han divulgado estudios so-
bre la expresion de la proteina BRCAT1 por IHQ,
en mujeres con cancer o con patologia mamaria
benigna.

Expresion de BRCA1 por inmunohis-
toquimica

Los estudios inmunohistoquimicos del can-
cer de mama revelan la expresion de determina-
das proteinas en las células tumorales, por lo que
se podrian considerar como un reflejo valido de
los estudios de biologia molecular, asi como una
alternativa a los analisis de microarrays génicos
0 secuenciacion gendémica, todavia prohibitivos

por el costo y la complejidad metodoldgica para
su uso rutinario (34-37).

Muchos autores han encontrado relacion
entre ambas; es decir, los subtipos molecula-
res segun la expresion génica y la basada en la
expresion de proteinas determinadas por THQ.
Entre ellos, en el afio 2004, Nielsen y col. (13)
utilizando un panel de cuatro anticuerpos (RE,
HER2, EGFR y CK 5/6) observaron que existia
una buena correlacion entre el perfil génico y el
perfil inmunohistoquimico. En otro estudio, la
sensibilidad de la THQ en la clasificacion de los
tumores fue de un 76% y la especificidad de un
100% (38).

La tincidn e interpretacion de secciones ti-
sulares completas ofrece ventajas sobre los
estudios de matrices de tejido, pero limitan el
numero de muestras a ser evaluadas. Ademas,
la fijacion y procedimientos de tincidon varian
de un caso a otro en la rutina clinica, al usar-
se diferentes compuestos quimicos, anticuerpos
y observadores, lo cual se minimiza al utilizar
matrices (39-41). En este estudio se utilizo la
IHQ para la clasificacion molecular y la valora-
cion de la expresion de BRCA1 en lesiones de
mama, siempre teniendo presente que no es lo
mismo que los estudios génicos y que incluso
estos ultimos pueden presentar un alto grado de
variabilidad y baja reproducibilidad interobser-
vador.

En el presente trabajo se describe por prime-
ra vez la frecuencia y caracteristicas de la expre-
sion del gen BRCA1 en la poblacion venezola-
na, con el objetivo de establecer los criterios de
expresion de BRCA1 con valor prondstico para
las diferentes lesiones de mama.

Uno de los primeros pasos para investigar
la funcion de la proteina BRCA1 fue definir su
localizacion subcelular. Al respecto, diversos
estudios han presentados datos contradictorios,
como por ejemplo una localizacién nuclear en
las células normales y citoplasmatica en célu-
las tumorales de tejido mamario, nuclear tanto
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en células normales como cancerigenas, cito-
plasmatica y secretada al espacio extracelular,
localizada en invaginaciones en el nucleo, entre
otros (22,42-44).

Hoy en dia se conoce que, a pesar que
BRCALTI se identificé por primera vez como una
fosfoproteina nuclear, ésta contiene diferentes
secuencias de transporte, incluyendo sefiales de
exportacion nuclear, que le permiten desplazar-
se entre el nucleo y el citoplasma, ubicandose en
los centrosomas de este ultimo (17,22).

En el presente trabajo, la expresion citoplas-
matica de BRCA1 fue de 2 y 72% en la serie be-
nigna y maligna, respectivamente. Por su parte,
la expresion nuclear del marcador present6 poca
variacion en las lesiones (52% en la serie benig-
nay 47% en la maligna). Cuando se compar? la
expresion en las diferentes ubicaciones subcelu-
lares (nuclear y citoplasmatica), se aprecio que
en la serie benigna el 47% de los tumores resul-
to negativo a la expresion de BRCA1 en ambas
localizaciones; por su parte, en la serie maligna
fue de 63%. Si bien los porcentajes de expre-
sion no coinciden con publicaciones previas
(17-20,22,23), si concuerda con la capacidad de
la THQ en detectar la expresion de la proteina
tanto en el nucleo y citoplasma de las células de
la mama, lo cual ha sido reportado en diversas
investigaciones (23-26).

En esta investigacion se incluyeron casos de
mujeres con carcinomas de mama esporadicos y
algunos con criterios relacionados a cancer he-
reditario, tales como los tumores TN en mujeres
menores de 40 afios.

En diversas investigaciones, han detecta-
do que los canceres de mama hereditarios y en
algunos esporadicos, existe una menor expre-
sion nuclear de la proteina BRCA1 normal (17-
20,22,23), lo cual coincide con lo encontrado en
nuestra serie, en donde se evidencio que mas del
50% de los casos de cancer carecian de expre-
sion nuclear de BRCAL.

En la literatura médica, se ha reportado que

la disminucion de la expresion de BRCAI en
ciertos tipos de cancer de mama esporadico se
debe a la metilacion aberrante del promotor del
gen, que ocasiona la pérdida de su expresion y
por ende de su funcion dentro de la célula. Tanto
en los casos hereditarios, como esporadicos, la
reduccion de la expresion, nuclear y citoplasma-
tica, se han asociado a un peor pronostico y a
una menor supervivencia (26-29), tal como se
evidencid en este estudio. El BRCAI1 consti-
tuyd en nuestra serie maligna un factor de mal
prondstico, al presentar los casos con expresion
negativa nuclear y citoplasmatica, una supervi-
vencia global media significativamente menor
en comparacion a los casos con expresion posi-
tiva de la proteina BRCAT1 (p=0,028 y p=0,013,
respectivamente).

Esto ultimo es debido a que se han encontra-
do diferencias apreciables entre los tumores de
mama asociados a mutaciones en BRCA1, con
respecto a aquellos que ocurren en ausencia de
dichas mutaciones (45,46). Los tumores asocia-
dos a mutaciones, con mayor frecuencia apare-
cen a una edad temprana, se asocian a un alto
grado histologico, no expresan receptores hor-
monales y tienen mayor grado de aneuploidia,
lo cual coincide con lo observado en nuestra se-
rie maligna y otros estudios reportados (46-49).

Hasta la fecha, se han identificado mas de
1600 mutaciones asociadas al gen, muchas de
las cuales estan relacionadas con un mayor
riesgo de cancer (3,50). Estas mutaciones pue-
den consistir en cambios en una o un pequefio
numero de pares de bases de ADN, las cuales
pueden ser identificadas mediante la técnica de
PCR y secuenciacion del ADN (7,11).

El uso de cualquiera de estas técnicas ya sea
en solitario o combinadas, no asegura la detec-
cion de todas las mutaciones, debido a que mu-
chas de éstas se localizan en regiones no codifi-
cantes que normalmente no son analizadas en su
totalidad; por ende, escapan del cribado (51-53).
Ademas, todos estos analisis son muy costosos
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y, por lo tanto, su disponibilidad es limitada, asi
como su aplicacion a gran escala, lo que ha de-
terminado el empleo de otras técnicas, como por
ejemplo, la THQ.

En el presente trabajo, la IHQ mostré ser una
técnica capaz de detectar satisfactoriamente la
expresion nuclear y citoplasmatica de BRCA1
en lesiones de mama de mujeres venezolanas.
Diversos estudios, han reportado conclusiones
similares, ademas de establecer una correlacion
entre los resultados encontrados por THQ y los
estudios de biologia molecular (23-35).

Se sabe que el analisis genético de BRCALI
es laborioso y complejo, ya que es un gen gran-
de y son pocas las mujeres a quiénes finalmente
se les identifica una mutacion. Por ello, es nece-
sario realizar una seleccion de aquéllas que se
pueden considerar realmente de alto riesgo y en
las que esta indicado el estudio, basado en téc-
nicas mas accesible, como la IHQ.

A pesar de que no representa una evaluacion
de rutina, el estudio inmunohistoquimico de la
proteina BRCA1 proporciona informacion im-
portante en lo que se refiere al desarrollo y pro-
gresion de la enfermedad. La validacion de los
resultados de IHQ utilizando una mayor muestra
y confirmacidon molecular, permitira que la téc-
nica pueda ser utilizada para decidir cuéles son
las mujeres de alto riesgo a desarrollar cancer de
mama, al determinar una reduccion de la expre-
sion de la proteina normal en el tejido mamario.

La caracterizacion morfologica e inmuno-
histoquimica de los tumores asociados a una
reduccion de la expresion de BRCA1 en la po-
blacion venezolana, podria ser de ayuda para el
seguimiento clinico de las mujeres afectadas.
De alli la importancia de esta investigacion.

El uso de la THQ y la aparicioén futura de
nuevas técnicas de valoracion genética, serian la
herramienta ideal para que el estudio de BRCA1
sea rutinario entre las mujeres con patologia
mamaria, igual que ocurre hoy en dia con la de-
terminacion de receptores hormonales y HER2.

Eventualmente, la IHQ pudiera ser aplicada
en masa para la valoracion de BRCA1 a cual-
quier biopsia de mama y, de esta manera, ser
utilizada en la escogencia de mujeres con posi-
bilidad de tener la mutacion del gen, con verifi-
cacion posterior por otras técnicas moleculares,
pero ya limitando considerablemente el nimero
de mujeres para estos ultimos estudios.

Con los resultados obtenidos, se puede con-
siderar que el estudio histologico detallado de
la pieza tumoral, junto a los criterios clinicos
personales y/o familiares y la presencia de ca-
racteristicas inmunohistoquimicas, incluida la
expresion de BRCA1 por IHQ, podria ayudar a
predecir la probabilidad de ser portador de mu-
tacion en el gen BRCAL.

Relacion de las lesiones benignas
proliferativas de mama con la expre-
sion de BRCA1

En la serie benigna de este estudio no ob-
servamos relacion estadisticamente significativa
en los intervalos de porcentaje de expresion de
BRCA1 para cada lesion benigna de la mama
(sin y con atipia). Sin embargo, hay que consi-
derar, que en algunos porcentajes de expresion y
para algunas de las variables, tales como las le-
siones con atipia y expresion nuclear y citoplas-
matica de BRCA1 >10%, el numero de casos
fue muy bajo (cero o dos mujeres). Esto pudiera
ser debido a la poca cantidad de casos encontra-
dos en este estudio para esas categorias.

La expresion de BRCA1 y su relacion con
la historia natural del cdncer de mama mostro
una alta significancia estadistica (p<<0,001). Se
observd que tanto en las lesiones no invasivas
(proliferativas y carcinoma in situ), asi como
para los carcinomas infiltrantes, predominaron
los casos con un marcaje de BRCA1 por IHQ
<10% en las células tumorales, con menor nu-
mero de casos con inmunotincién superior al
10%. Cabe destacar que no se encontraron tra-
bajos similares en la literatura consultada. Es
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posible que hagan falta més estudios para llegar
a conclusiones sobre su posible utilidad pronds-
tica y/o predictiva en este tipo de lesiones.

A pesar de no contar con estudios simila-
res en la literatura consultada, la expresion de
BRCALI en lesiones benignas y el hallazgo de
su relevancia pronostica merecen especial aten-
cion, considerando que existen diferencias con
respecto al abordaje terapéutico de las mujeres
portadoras de mutaciones, tanto desde el punto
de vista quirtrgico como sistémico (54,55).

Por estas razones, se considera que un segui-
miento de mujeres con lesiones proliferativas de
la mama con mutacién en BRCA o expresion
negativa de la proteina, permite desarrollar un
abordaje clinico apropiado, basado en el aseso-
ramiento, educacion, vigilancia y prevencion
de la enfermedad, lo cual es fundamental para
aumentar la supervivencia de las mujeres afec-
tadas.

Por tanto, en las mujeres con expresion ne-
gativa de BRCAI se debe realizar un despistaje
de cancer de mama y de ovario de forma mas
precoz e intensivo que en el resto de las mujeres,
y valorar las medidas profilacticas (mastectomia
y ooforectomia, respectivamente) aconsejables
en cada caso y de forma personalizada.

Relacion de los subtipos moleculares
de cancer de mama con la expresion
de BRCA1l

En los ultimos afios, numerosos estudios
han relacionado el cancer de mama en mujeres
portadoras de mutacion en BRCAL1 a los tumo-
res TN. Este es el subtipo molecular que ha re-
cibido mayor atencion en la literatura, en parte
por el mal prondstico que tiene, asi como por la
ausencia de terapia especifica, a diferencia de lo
que ocurre con los otros subtipos moleculares
(56-60).

En la serie maligna de este estudio no exis-
tio relacion estadisticamente significativa de la
expresion de BRCAT1 con los subtipos molecu-

lares del carcinoma de mama. Cabe destacar, las
escasas publicaciones que hacen referencia a su
asociacion con los tipos moleculares (57-59).
Por tal motivo, hoy en dia son necesarios mas
estudios para determinar su utilidad prondstica
en mujeres afectadas con la enfermedad.

Considerando lo anterior, valoramos la su-
pervivencia, encontrando que la expresion ci-
toplasmatica de BRCAI1, fue la que mostrd
valor prondstico individual en el subtipo TN
(p=0,009), con SG media significativamente
menor para las mujeres cuyos tumores presen-
taron expresion negativa del marcador. Igual-
mente, la reduccion de la expresion nuclear de
BRCAT1 en los subtipos moleculares se asocid
con menor SG, pero sin significancia estadistica
(p=0,131). Estos resultados coinciden amplia-
mente, por ejemplo, con lo reportado por Kim y
col. (61), quiénes reportaron un pronostico des-
favorable al disminuir la expresion de BRCA1
en el nucleo y citoplasma de las células tumora-
les de la mama.

Al respecto, existen datos contradictorios en
la literatura, dado que muchos estudios realiza-
dos incluyen un nimero poco amplio de mujeres
con cancer o carecen del analisis del significado
de la localizacion subcelular de la proteina y su
relacion con la supervivencia. Por ejemplo, en
el estudio de Stoppa-Lyonnet y col. (62) encon-
traron diferencias significativas en cuanto a la
supervivencia, siendo peor en portadoras de la
mutacion BRCA con respecto a los controles sin
mutacion del gen. Otros estudios como Johan-
nsson y col. (63) y Rennert y col. (64) no encon-
traron diferencias entre ambos grupos y otros
como el de Marcus y col. (65), identificaron una
mayor supervivencia en las mujeres portadoras
de la mutacion. Existe un metaanalisis realizado
por Lee y col. (66), el cual concluye que existe
una peor supervivencia global de la enfermedad
en mujeres con cancer de mama portadoras de
BRCA1 mutado.

Por estas razones, cada vez mds se pone de
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manifiesto la necesidad de incorporar el patron
fenotipico del cancer de mama a los modelos
actuales de prediccion de mutacion germinal
BRCAI. Para tal fin, se puede decir que la IHQ
es una técnica viable de aplicar para la determi-
nacion de la expresion de BRCA1 en muestras
de tejido de carcinoma mamario. Uniendo esta
técnica con la implementacion de las matrices
de tejidos, se reduce considerablemente el costo
de la prueba, haciéndola bastante accesible a la
poblacion.

En base a los resultados de expresion en le-
siones proliferativas de la mama y considerando
lo reportado por diversos investigadores (67-
71), quienes han descrito que un componente
intraductal es menos probable de ser observado
en mujeres con carcinoma de mama asociados
a BRCA1 mutado, se hace necesario realizar el
andlisis de la expresion de BRCAI, principal-
mente en aquellas lesiones que lleven implicita
un riesgo aumentado de cancer de mama, como
por ejemplo, la hiperplasia ductal atipica e hi-
perplasia lobulillar atipica.

En Venezuela, deben adecuarse los criterios
utilizados para seleccionar a las mujeres con
predisposicion genética a desarrollar cancer de
mama, al observar disminucion de la expresion
de BRCAL1 y peor supervivencia en mujeres con
carcinoma de mama.

A las mujeres diagnosticadas de cancer de
mama TN antes de los 50 anos, incluso en au-
sencia de historia familiar de riesgo, se les debe
ofrecer la realizacion de estudio de expresion
de BRCAI. La presencia de un cdncer de mama
TN aumentaria la probabilidad de detectar una
mutacion en BRCA1 y justificaria la realizacion
del estudio en determinado tipo de mujeres en
las que por los criterios habituales no serian can-
didatas.

Finalmente y considerando los resultados
obtenidos en el presente estudio, similares a los
encontrados en algunas otras publicaciones y de
acuerdo a lo anteriormente expuesto, se sugiere

contemplar la posibilidad que en el algoritmo
para el abordaje de mujeres con riesgo de pade-
cer cancer de mama, se incluya el estudio de la
expresion de BRCA1 por [HQ, para ofrecer un
seguimiento estricto que permita un diagnostico
precoz de la enfermedad.
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