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ORIGINALES

Morfologia e inmunofenotipo
del cancer de mama y ovario
en pacientes portadoras de
mutaciones BRCA-1y BRCA-2

Morphology and immunophenotype
of cancer of the breast and ovary in
patients with BRCA-1 and BRCA-2
mutations

SUMMARY

The objective was to define morphology and immunophenotype in hereditary
breast-ovarian carcinomas of BRCA-1-BRCA-2 germline mutation carriers.
Macroscopy and optical definition were done according Bloom-Richardson
score. Inmunohistochemistry (IHCH) methods include ENVISION variation and
heat antigen retrieval; a complete panel of monoclonal and polyclonal
antibodies against hormone receptors, bcl-2, p53, proliferation (MIB-1), c-erb-2
oncogene and BRCA-1, was performed, adding CEA, Ca 19.9 and Ca 125 in
ovarian tumours. Nineteen cases of hereditary breast-ovary carcinomas were
reviewed, eleven BRCA-1 germline mutated (all female patients, eight breast
and three ovarian tumours) and eight with BRCA-2 germline mutation (five
female and two male patients, all breast tumours and one ovarian carcinoma).
BRCA-1 group corresponds to young female patients with invasive ductal
carcinoma (IDC), poorly differentiated (grade II-lll, one medullar variant), high
proliferation, low p53 expression, lack of hormonal receptors, negative

c-erb-2 negative; three cases were bilateral and one multifocal. BRCA-2 group
shows also predominantly invasive ductal neoplasias some with in situ
component [one case corresponds to invasive lobular carcinoma (ILC)], the
differentiation was poor (lI-lll grade), minor proliferation, variable hormonal
receptor status, low p53 and weak c-erb-2 expression. Neither bilateral nor
multifocal cases were found. The majority of tumours shows infiltrative
margins (71 % of BRCA-2 cases and 50 % BRCA-1), only 25% of BRCA-1 cases
had well defined contour.

Ovarian tumours in both groups were aggressive and poorly differentiated,
with high proliferation and p53 expression.

We cannot define a specific morphologic and immunohistochemical pattern
in these germline-mutated neoplasias. However, all BRCA-1 cases, are poorly
differentiated carcinomas with high proliferation, lack of hormonal markers,
moderate expression of mutated p53 protein and c-erb-2 oncogene negative.
In contrast, BRCA-2 group shows variety in morfology and
immunophenotype.
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INTRODUCCION

El 5-10 % de los carcinomas mamarios son heredita-
rios, es decir, presentan antecedentes familiares multi-
ples de primero y segundo grado con un patrén de he-
rencia autosémico dominante. En la ultima década se
han descrito dos genes cuya mutacion esta relacionada
con el desarrollo de un alto porcentaje de los casos he-
reditarios de cancer mamario, los genes BRCA-1y
BRCA-2. Se encuentran en 17921 y 13q12-q13, codifi-
cando proteinas de 1.863 y 3.418 aminoé&cidos respecti-
vamente, ambas relacionadas con la regulacién del ciclo
celular y la reparacién de ADN'™.

En las familias portadoras de mutacién en BRCA-1 se
ha descrito carcinoma de mama en edades mas jovenes
y con frecuencia bilateral, asi como tumores de ovario y
prostata. La mutacién en BRCA-2lleva asociada un ma-
yor riesgo de carcinoma de mama en hombres*®.

El conocimiento de las caracteristicas morfologicas e
inmunohistoquimicas de las variantes tumorales en los
portadores de ambas mutaciones podria establecer un
patrén morfoclinico de identificacion. Las referencias de
la literatura a este respecto coinciden en que se trata
de carcinomas ductales infiltrantes (CDI) poco diferen-
ciados, con alta proliferacion, variando la incidencia del
subtipo medular en la mutacion BRCA-1y de lobulillar
en la BRCA-271° En algunas series se comenta que el
pronéstico y evolucién de estos pacientes es mejor que
el de aquellos sin mutacion, aunque compartan datos
clinicos y grado histol6gico®®1".

El propdsito de este trabajo es la revisién de un gru-
po de pacientes de ambos sexos, con tumores de mama
y ovario, portadores de ambas mutaciones, con el fin de
establecer el patrén morfolégico e inmunohistoquimico
(IHQ). Se definiran los tipos histoldgicos de las neopla-
sias, el grado de malignidad 6ptico y la correlacion in-
munohistoquimica con un panel de estudio que incluye
anticuerpos mono y policlonales relacionados con re-
ceptores hormonales, agresividad, expresién del onco-
gén c-erb-2en mama, y BRCA-1, afadiendo otros mar-
cadores en los casos de carcinoma de ovario (CEA,
Ca 125y Ca 19.9).

MATERIALY METODOS

Se estudian 19 casos familiares de carcinoma de
mama y ovario de pacientes portadores de mutacién en
BRCA-1 (11 casos) o BRCA-2 (8 casos) tras analisis ge-
nético. Quince de las enfermas fueron diagnosticadas,
intervenidas y tratadas en la Fundacion Jiménez Diaz
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(FJD). Otros 4 casos se remitieron de otros hospitales
de la Comunidad de Madrid, tras su estudio molecular
en el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas
(CNIO)™.

De los casos propios (FJD) se reconsidera el estudio
histopatolégico completo (tamafo tumoral, nédulos Uni-
cos o multiples, uni o bilateralidad de la neoplasia y lin-
fadenopatias axilares; asi mismo uni o bilateralidad y ex-
tension de los tumores ovaricos). De los casos de
consulta (CNIO) con estudio molecular positivo, s6lo se
dispone de bloque de parafina y algunos datos clinicos.
De cada caso se revisaron los cortes tefidos con he-
matoxilina-eosina (HE), eligiendo para estudio IHQ el
bloque de parafina més representativo de la lesion tu-
moral. El diagnéstico morfologico fue revisado por dos o
mas patélogos. El grado de diferenciacién se valora se-
gun la escala de Bloom-Richardson utilizada en la
practica diaria, para los CDI de mama, que considera la
formacioén de tubos, atipias y mitosis (estas se cuantifi-
can épticamente en diez campos microscopicos de gran
aumento [cga)).

El estudio IHQ incluye tincién con anticuerpos mono-
clonales para receptores estrogénicos (Novocastra, dilu-
cion 1:30, nuclear), receptores de progesterona
(Novocastra, 1:30, nuclear), MIB-1 (DAKO, 1:30, nu-
clear), BRCA-1 (Oncogene Res. Product, 1:50, nuclear)
y el anticuerpo policlonal antioncogén c-erb-2 (DAKO,
1:2000, membrana). Se afiade la proteina del gen supre-
sor p53 (Novocastra-DAKO, 1:50, nuclear) para valorar
una mayor agresividad si la positividad es alta y la
bcl-2 relacionada (DAKO, 1:80, citoplasma) para confir-
mar la positividad para receptores hormonales. En los tu-
mores ovaricos se suman otros marcadores: CEA
(DAKO, 1:10000, citoplasma), Ca 19.9 (Novocastra,
1:100, membrana) y Ca 125 (Novocastra, 1:100, mem-
brana).

Se utiliza la técnica de Estreptavidina-biotina, se-
gun variante ENVISION con el autotenidor TECH-
MATE (Dako), obteniendo resultados fidedignos tanto
de los marcadores nucleares como de membrana. La
cuantificacién de MIB-1 y p53 se realiza tras contaje
de 10 campos Opticos de gran aumento, consideran-
dose tres grupos, los que muestran positividad en mas
del 50 % del tumor, los que estan entre 49y 10% y
aquellos que son positivos en menos de un 10 % del
tumor. Tanto en los marcadores nucleares como de
membrana, se considera la intensidad de la tincién,
siendo negativa (), débil (+) o fuerte (++), correlacio-
nandose ademas con el porcentaje de células tefidas.
C-erb-2 s6lo se considera positivo si tife mas de



Cazorla A, et al. Morfologia e inmunofenotipo del cancer de mama y ovario en pacientes portadoras de mutaciones BRCA-1y BRCA-2

TABLA 1

RESUMEN CASOS CARCINOMA DE MAMA

TABLA 2
RESUMEN ESTUDIO IHQ

BRCA-1 BRCA-2 BRCA-1 BRCA-2
HQ
Mujeres Mujeres Hombres Mama Ovario Mama Ovario
N2 de casos 8 5 2 RE + 2(25%) 1(333%) 5(71,4%) 0
+ 1(125%) 2(66,6%) 1(14,3%) 1(100%)
Edad (media) 29-51 (40) 25-46 (35,8)  74-67 (70,5) - 5 (62,5%) 0 1(14,3%) 0
. RP + 1(12,5%) 0 1(14,3%) 0
Tipo s + 2(25%) 2(66,6%) 4(57,2%) 0
g:g . . 2950/ 1 (ggojo) » 800/ - 5(62,5%) 1(33,3%) 2(28,5%) 1(100%)
ol 7 587’50/3 2 E400/3 (00%) M1 >50%  4(50%) 0 1(143%) 1(100%)
cLl 0 1(20%) 0 49-10%  3(37,5%) 2(66,6%) 1(14,3%) 0
Otros 0 0 0 <10%  1(125%) 1(33,3%) 5(71,4%) 0
Mitosis p53 >50%  3(37,5%) 1(33,3%) 0 1(100%)
<10/10 cga 2 (25%) 2 (40%) 1 (50 %) 49-10%  1(125%) 1(33,3%) 1(14,3%) 0
10_19/10 Cga 1 (12’50/0) 1 (20 o/o) 1 (50 OA]) < 100/0 4 (500/0) 1 (33,30/0) 6 (85,70/0) 0
>20/10 cga 5 (62,5%) 1 (20%) 0 c-erb-2 + 0 0 3 (42,8%) 0
No valorable 0 1(20%) 0 - 8(100%) 3(100%) 4(57,2%) 1(100%)
Grlado 0 0 0 BRCA-1  ++ 8(100%) 3(100%) 7(100%) 1(100%)
I 3(37,5%) 0 (0%) 2 (100%) Otros . .
I 4 (50 %) 2 (40 %) 0 CEA+ 7 2 (66,6 %) ) 1(100%)
No gradado* 1 (12,5%) 3 (40%) 0 Ca 125+ 3 (100%) 0
Margenes Cal19.9+ * 2 (66,6 %) . 0
Infiltrativo 4 (50 %) 5 (71,4 %) “No roalizada teion
Nodular 2 (25%) 1 (14,3%) r tincion.
No conocido 2 (25 %) 1(14.3%) IHQ: inmunohistoquimico.
Tamano 5-1,5cm 3-0,9cm
Bilaterales 3 (37,5%) 0
Multifocales 1(12,5%) 0 Tumores de mama (tabla 3)

*Casos de carcinoma in situ, microinfiltrantes y CLI.
CID: carcinoma intraductal; CDI: carcinoma ductal infiltrante; CLI: carcinoma
lobulillar infiltrante; cga: campos microscépicos de gran aumento.

un 70 % de las células con expresion completa en

membrana.

RESULTADOS

Casos con mutacion en BRCA-1

Los 11 casos con mutacién en BRCA-1, pertenecian
a mujeres, ocho presentaron carcinomas de mamay
tres carcinoma de mama y ovario (tablas 1y 2).

Las edades de estas pacientes estaban comprendidas
entre los 29 y los 51 afos, con una media de 40 afios,
apareciendo los tumores de mayor grado en mujeres j6-
venes de 34 y 36 afnos; no obstante, la paciente mas jo-
ven, de 29 anos, mostré un CDI grado Il. Cinco casos
eran unilaterales y tres bilaterales. La localizacién fue va-
riable, cuatro derechos, dos izquierdos, y uno bilateral si-
multéaneo; predominando en el cuadrante superoexterno.
El tamafo tumoral oscil6 entre 5y 1,5 cm. Todos los ca-
sos fueron tumores Unicos a excepcién de un CDI grado
Il multifocal unilateral, midiendo el foco mayor mas de
1,5 cm de diametro. Cuatro mostraron bordes estrellados
infiltrativos y dos buena delimitacion. Aparecieron metas-
tasis axilares en cuatro CDI de grados Il y Ill.

Una de las pacientes con CDI grado Il presenté simul-
taneamente al diagndstico una masa en ovario izquierdo,
diagnosticada de teratoma quistico maduro y no incluida
en este estudio por tratarse de una neoplasia benigna de
estirpe germinal, en principio no relacionada con el sin-
drome de carcinoma de mama-ovario hereditario.
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TABLA 3
CARCINOMA DE MAMA EN PACIENTES CON MUTACION BRCA-1

Caso Origen Mutacion Sexo Edad Bilateral Pieza Tamafio  Histologia ng;': Embolos Patron  Mts axila gf:gz
1 FJD 185delAG Mujer 34 No  M+N, CSlizqdo. Multifocal CDI 25 Si Cordonal Si 8, Il
6 FJD G1706E Mujer 44 No Tumorectomia,  5cm  CID con micro 5 No Cribiforme, No  No valorable
CSE dcha. infiltracion micropapilar
7 FJD 185delAG Mujer 36 No T+N, 1,5cm  CDI, teratoma 15 Si Nidos sélidos,  Si 8, Il
CIE izqdo., OD maduro Cordonal
11 FJD 589delCT Mujer 36 Si T+N, 3,2cm CDlvar. Medular 55 No Sélido No 8,1l
CSE izqdo.
12 FJD 185delAG Mujer 43 No T+N, 1,5cm  CDI comedo 25 No Comedo No 7,11
CCSS izqdo.
15 FJD 5396+1G/A Mujer 51 Si T+ N fuera NC  CDlenganglio 20 Si Cordonal Si 8, lll ganglio
6, Il mama
18 CNIO 5272-1G/A Mujer 29 NC Bloque NC  CDlenganglio <10 Si Mts Si 6,1l
19 CNIO 185delAG Mujer 48 Si Bloque 3,7¢cm CDI 30 No Nidos NC 6, Il

cga: campos microscépicos de gran aumento; M + N: mastectomia més niveles axilares; CSI: cuadrante inferoexterno; CSE: cuadrante superoexterno; CID: car-
cinoma intraductal; T + N: tumorectomia mas niveles axilares; CIE: cuadrante inferoexterno; OD: ovario derecho; CDI: carcinoma ductal infiltrante; CCSS: cua-
drantes superiores; Comedo: comedocarcinoma; MTS: metastasis; FJD: Fundacién Jiménez Diaz; CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas; NC:
no conocido.

«.cﬂ} ..

Fig 1Ay B. Carcinoma de mama-ovario BRCA-1. A) Carcinoma ductal infiltrante (HE, x 40); B) carcinoma de ovario poco dife-
renciado (tincién para p53, x 40).
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TABLA 4
ARGUMENTO DE MODIFICADOR DESCONOCIDO: CARCINOMA DE MAMA BRCA-1. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Caso Origen Mutacion Tumor Organo RE RP bcl-2 MiB-1 p53 c-erb-2 BRCA-1
1 FJD 185delAG CDI, Gl Mama - - - ++60% ++70% - ++ difuso
6 FJD G1706E CDI+CID Mama ++80% ++80% ++90% +10% +3% - ++ difuso
7 FJD 185del AG CDI, Glll Ganglio - +2-5% - ++10-30% ++90% - ++ difuso

11 FJD 589delCT CDI, Gl Mama - - - ++ 80 % - - ++ difuso

12 FJD 185delAG CDI, Gl Mama - - - ++75% ++90% - ++ difuso

15 FJD 5396 + 1G/A CDI. Glll Ganglio - - - +50% focal +1-2% - ++ difuso

18 CNIO 5272-1G/A CDI, Gll Ganglio ++60% + débil focal ++ 65-70% ++25-30% ++2% +/+ 1-2% focal ++ difuso

19 CNIO 185delAG CDI,GII Mama +5% ++5-10% - ++20-15% +40-65% - ++ difuso

FJD: Fundacién Jiménez Diaz; CDI: carcinoma ductal infiltrante; CID: carcinoma intraductal; CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas.

Microscopia dptica. Siete de los casos fueron CDI:
cuatro de grado Il con alto numero de mitosis (mas de
20/10 cga) uno de ellos subtipo medular, tres grado Il de
los que dos mostraron también alto indice mitético (entre
10-26 c.g.a.) El patrén es cordonal y en nidos sélidos
(fig. 1A); cuatro presentaron émbolos tumorales linfaticos.

El restante correspondié a un carcinoma intraductal
(CID) con un foco de microinfiltracion, de patron cribifor-
me y micropapilar con microcalcificaciones, de bajo gra-
do nuclear con escasas mitosis.

Inmunohistoquimica (tabla 4). Los receptores estrogé-
nicos (RE) fueron negativos o se expresaron débilmente
en 6 casos de CDI, de grados Il y lll. Tan s6lo existio po-
sitividad en un caso de CDI grado Il y en el CID con mi-
croinfiltracion. La tincion citoplasmica para el anticuerpo
bcl-2 fue paralela a la tincion para RE.

Los receptores de progesterona (RP) fueron negati-
vos en cuatro CDI, débilmente positivos en tres e inten-
samente positivos en el intraductal.

Una proliferacion (MIB-1) alta, mayor del 50 % existia
en 4 casos (tres de grado Il y uno de grado Il). En los
cuatro restantes era menor de 30 %; el CID mostré una
proliferacién menor a un 10 %.

La expresién de proteina p53 fue muy variable: cua-
tro casos mostraron positividad mayor del 50 %, dos CDI
grado Il y dos grado lll. Los otros 4 casos resultaron ne-
gativos o mostraron débil tincion en menos del 5%. La
tincion para p53 no se correlaciona con la proliferacion
ya que dos de los casos positivos muestran baja prolife-
racion y dos de los casos negativos muestran alta proli-
feracion.

C-erb-2 fue negativo; s6lo uno de los casos mostré
tincion débil e incompleta de membrana en 1-2 % de las
células (no valorable).

TABLA 5
CARCINOMA DE OVARIO CON MUTACION EN BRCA-1Y BRCA-2

Caso Origen Gen  Mutacion Edad Mama Clinica Tipo histolégico Grado Extension
4 FJD BRCA-2 936delAAAC 54 Si (88, Caalto grado) Masa ovaricabilat+  Adenocarcinoma 3, poco Peritoneo
nédulos peritoneales ovarico bilateral  diferenciado
9 FJD BRCA-1 185delAG 55 Si (NC) Masa ovarica bilateral ~ Adenocarcinoma 2-3,poco  Metastasis dseas por
poco diferenciado  diferenciado  carcinoma de mama
;endometrioide?
10 FJD BRCA-1  G1706E 46 Si (CDI, Gl Masa bilateral Poco diferenciado, 3
metastasis de mama
13 FJD BRCA-2 185delAG 53 Si(NC) Masa OD + implantes, Cistoadenocarcinoma 3 Serosas
1 CEA papilar seroso

FJD: Fundacién Jiménez Diaz; CDI: carcinoma ductal infiltrante; bilat: bilateral; Ca: carcinoma mamario; OD: ovario derecho; NC: no conocido.
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TABLA 6
ESTUDIO IHQ DE CARCINOMAS OVARICOS CON MUTACION EN BRCA-1Y BRCA-2

Caso Origen Mutacion Tumor RE RP  bcl-2 MIB-1 p53 c-erb-2 Cal125 CEA Ca19.9 BRCA-1

4 FJD 936delAAAC Cistoadenocarcinoma + ocasional - - +50% ++60% - + focal - - ++difuso
BRCA-2 bilateral poco

diferenciado

9 FJD  185delAG Adenoma +70% ++20% +<5% ++10% ++30% - ++mbfocal +focal -  +++difuso
BRCA-1 poco diferenciado

10 FJD G1706E  Metéstasis carcinoma  +40% - - +40% ++60% - +mb  +focal -  +++difuso
BRCA-1

13 FJD  185delAG Carcinoma +5% +10% +510% ++30% +++75% - ++30-40% - + mb +++ difuso
BRCA-1 papilar seroso focal focal

glandular glandular

FJD: Fundacion Jiménez Diaz; mb: membrana.
Tumores ovaricos

Presentados por 3 pacientes, todas con cancer ma-
mario previo, intervenidas en otros centros hospitala-
rios (tabla 5). La edad oscila entre 46 y 55 afos. Dos
fueron masas ovéricas bilaterales con carcinomatosis
peritoneal y la tercera una masa ovarica unilateral dere-
cha con implantes pélvicos y abdominales.

En el estudio histolégico los dos primeros casos co-
rrespondieron a adenocarcinomas poco diferenciados
con alto numero de mitosis, uno con histologia compati-
ble con “metéstasis de tumor mamario”; el tercero, de
origen celomdgeno mostr6 un patrén de adenocarcino-
ma papilar seroso poco diferenciado.

En el estudio IHQ (tabla 6) los dos primeros casos
mostraron positividad del 70 y 40 %, respectivamente,
para RE, mientras que el carcinoma papilar seroso fue
positivo focalmente (5 %) en areas de aspecto glandu-
lar. Los RP fueron positivos débilmente en el 20 % en
el primer caso de adenocarcinoma poco diferenciado,
y focalmente, al igual que los estrégenos, en el papilar
seroso; siendo negativos en el caso metastésico. La tin-
cién para el anticuerpo bcl-2 fue positiva débil en el
adenocarcinoma poco diferenciado y en el papilar sero-
so; fue negativa en el caso metastasico. El alto indice
mitético éptico se correlacion6 con la expresion de
MIB-1, de 10, 40 y 30 %, respectivamente. La tincion
para el anticuerpo p53 demostré también positividad
alta: 30, 60 y 75 % (fig. 1B). C-erb-2 fue negativo en to-
dos los casos.

El CEA fue positivo focal en dos casos, Ca 125 asi
mismo positivo focal en los tres casos y Ca 19.9 positi-
vo focal en un caso.

La tincién para BRCA-1 fue positiva en todos los ca-
s0s (mama y ovario) en nucleo, o nucleo/citoplasma sin
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relacién con la diluciéon del antisuero o con los métodos
de recuperacién antigénica.

Casos con mutacion en BRCA-2

Los 8 casos con mutacion en BRCA-2 correspondian
a 6 mujeres (cinco con carcinoma mamario y una con
carcinoma ovarico y mamario previo) y a dos hombres
con cancer de mama (v. tablas 1y 2).

Tumores de mama (tabla 7)

Las edades de las pacientes con tumores mamarios
estaban comprendidas entre 25 y 46 afios (media de
35,8 anos). Los hombres eran de 74 y 67 afios.

Ningun caso fue bilateral o multifocal. La localizacion
fue izquierda en 3 casos y derecha en uno, dos en cua-
drante superoexterno, dos inferiores y uno retroareolar.
El tamafio varié entre 3 y 0,9 cm. Cinco casos mostraron
contornos estrellados infiltrativos y uno bien delimitado.
So6lo uno de los casos reveldé metéstasis ganglionares
axilares.

Microscopia éptica: cinco fueron CDI (tres con com-
ponente intraductal asociado), uno carcinoma lobulillar
infiltrante (CLI) y el restante CID tipo comedocarcinoma
con microcalcificaciones de alto grado nuclear. De los
CDI dos casos eran grado lll, dos grado Il y en el res-
tante no se evalué el grado por tratarse tan sélo de pe-
queno foco infiltrativo. El indice mitético oscil6 entre 5y
30/10 cga (fig. 2A-2B). Los CDI tenian un patrén de cre-
cimiento cordonal o en nidos. El CLI presenta infiltra-
cion en hileras de células monomorfas. Todos los casos
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TABLA 7
CARCINOMA DE MAMA EN PACIENTES CON MUTACION EN BRCA-2

Mitosis Metastasis

Caso Origen Mutacion Sexo Edad Bilateral Pieza Tamafo Histologia 10 cga Embolos  Patrén axila Grado
2 FJD  3009del5 74 Hombre No T+Nizqdo. 1,5c¢cm CDI+CID 9 Si Cordonal Si 7,1
micros
3 FJD 936delAAAC 33  Mujer  No T,CCllizgdo. >3cm CDI+CID 9 Si Sodlido, comedo No  No gradado
5 FJD 2370delAA 67 Hombre No M+ Nretroareolar >2cm  CDI+CID 20 Si Cordonal No 6,1l
8 FJD 936delAAAC 34  Mujer No T+N,CClldcho. 2cm CLI 5 No Hileras No  No gradado
14 FJD 936delAAAC 46  Mujer No T+N,CSEizqdo. 1,8cm CDI 30 Si Cordonal, sélido No 9,1
16 CNIO vsd 25  Mujer NC Bloque NC CDI 15 Si Cordonal, nidos NC 8, Il
17 CNIO 936delAAAC 41 Mujer NC Bloguedcha.  09cm CDImicros 9 No  Solido, comedo No No gradado,
Il nicleo

cga: campos microscoépicos de gran aumento; FJD: Fundacién Jiménez Diaz; CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas; CDI: carcinoma ductal in-
filtrante; CID: carcinoma intraductal; micros: microcalcificaciones; CCII: cuadrantes inferiores; CLI: carcinoma lobulillar infiltrante; vsd: variante de significado des-
conocido; NC: no conocido; comedo: comedocarcinoma.

excepto el CID y el CLI mostraban multiples emboliza- ron positivos intensos en méas del 80 % del tumor en

ciones tumorales linfaticas. 1 caso de grado lll, positivos débiles en menos del
En la inmunohistoquimica (tabla 8) los RE mostraron 20-15% en 3 casos y negativos en el mismo caso ne-

positividad variable entre 20 y 95% en los CDI, intensa gativo para RE. La tincién para bcl-2 se correlacioné con

en dos de grado lI-1ll'y CID con microinfiltracién; débil en los RE, a excepcién de 1 caso.

uno grado Ill; un caso grado Ill fue negativo. Los RP fue-

Fig 2A y B. Carcinoma de mama BRCA-2. A) Carcinoma intraductal-carcinoma ductal infiltrante (HE, x 10); B) carcinoma lobuli-
llar infiltrante (HE, x 40).
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TABLA 8
CARCINOMA DE MAMA CON MUTACION EN BRCA-2: ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Caso Origen Mutacion Tumor  Organo RE bcl-2 MiB-1 p53 c-erb-2 BRCA-1
2 FJD  3009del5 CDI+CID,GIl Mama ++95% ++80% + focal +5% Ocasional - ++ difuso
débil
3 FJD 936delAAAC CDI+CID Mama ++70% +5-10% ++70% 5-10 variable - + mb difuso  ++ difuso
5 FJD 2370delAA CID + CDI, GlIl Mama  ++95% +510% ++95% ++20% +<2% +1% ++ difuso
8 FJD 936delAAAC CLI Mama ++80% ++40% ++70% ++5/10% +ocasional  +focal ++ difuso
14 FJD 936delAAAC  CDI, GllI Mama - - + aislada +70% - - ++ difuso
16 CNIO vsd CDI, GllI Mama ++20% ++1520% ++80% ++10% ++15% - ++ difuso
17 CNIO 936delAAAC CID,Gllinc Mama ++85-90% ++focal10% ++90%  ++10% +5% +5% ++ difuso

FJD: Fundacién Jiménez Diaz; CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas; CDI: carcinoma ductal infiltrante; CID: carcinoma intraductal;

mb: membrana; nc: nicleo; vsd: variante de significado desconocido.

La tincién para MIB-1 fue positiva débil, pero en mas
del 70% en 1 caso de grado Ill, mientras que en el res-
to oscila entre un 5-20 % del tumor. p53 es positivo en
el 15 % del tumor en un caso de grado llI; el resto mues-
tra positividad ocasional débil o negatividad. C-erb-2 es
débilmente positivo en 2 casos.

El CID muestra intensa positividad en méas del 90 %
para RE y bcl-2, en menos del 10 % para RP, una proli-
feracion del 10 %, con p53 del 5 % débil y focos positivos
débiles para c-erb-2.

El CLI es positivo para RE y bcl-2 en més del 75 %,
para RP en el 40 %, muestra una proliferacion del
5-10% (MIB-1), ocasional y débil tincion para p53 y focal
para c-erb-2.

Los casos de carcinoma masculinos (2 y 5 de la tabla)
corresponden a CDI de grado Il, con intraductal asocia-
do, émbolos linfaticos y con metastasis axilares en un
caso. En el estudio IHQ uno de ellos muestra alta ex-
presion de RE, menor de RP, proliferacion del 20 %
(MIB-1) y ocasional p53 y c-erb-2; el otro tiene intensa
positividad para receptores hormonales, con débil y fo-
cal expresion de bcl-2, baja proliferacion, p53 ocasional
y débil y c-erb-2 negativos.

Tumor ovarico

El Unico caso de tumor ovérico asociado a mutacion
en BRCA-2 pertenece a una mujer de 54 anos; se trata
de un carcinoma bilateral con carcinomatosis peritoneal
(tabla 5) poco diferenciado, que apareci6 8 afos des-
pués un carcinoma mamario unilateral. Tras revisiéon de
la puncién-aspiracién con aguja fina (PAAF) diagndstica
del tumor mamario, se trata de un CDI de alto grado ci-
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tolégico sin receptores hormonales. El estudio IHQ del
carcinoma ovarico (tabla 6) revelé una proliferacion del
50 % y expresion de p53 de mas del 60 %, los RE débi-
les y ocasionales, los RP, bcl-2, c-erb-2, CEA y
Ca 19.9 negativos y Ca 125 débilmente positivo focal.

Al igual que el grupo anterior, la tincién con el anti-
cuerpo BRCA-1 de este grupo, fue siempre positiva
(comprobadas distintas concentraciones con controles
de tejido mamario normal) e independiente de la muta-
cion presentada, con expresién a nivel nuclear y cito-
plasmico, tanto del tumor como del parénquima normal
acompariante. Excepcionalmente, algin caso mostraba
areas con pérdidas focales de tincion.

DISCUSION

La mutacién en BRCA-1 se presenta en un grupo de
mujeres jovenes (media de edad 40 afios), con tumores
unilaterales (62,5 %), o bilaterales (37,5%) y con un tama-
Ao maximo de 5 cm; predominan en cuadrantes externos y
el contorno liso no infiltrativo sélo aparece en un 25%.

Desde el punto de vista histolégico los mas frecuen-
tes son CDI (87,5%). En un 12,5 % asociado a compo-
nente intraductal. Son poco diferenciados, grado II-111,
score de Bloom 6-8, con alta proliferacion (62 %). S6lo
existe un caso de carcinoma medular (12,5%) y no hubo
ningln carcinoma lobulillar. Un 62,5 % no expresa re-
ceptores hormonales. La agresividad tumoral es alta,
con p53 y MIB-1 positivos en un 50 y 40 %. No existe ex-
presion de c-erb-2.

La aparicién de tumores ovaricos en este grupo es
posterior a carcinoma de mama; son poco diferencia-
dos, con alta agresividad, no exhiben marcadores
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especificos tisulares que permitan identificarlos como
primarios ovaricos, y algunos, a pesar de la desdiferen-
ciaciéon, muestran una leve expresion de receptores hor-
monales, hecho que no es frecuente en los carcinomas
ovaricos. Parece por ello posible plantear de que se tra-
tara de tumores secundarios o0 quiza multicéntricos.

Con relacién a los carcinomas mamarios, los hallazgos
de esta serie concuerdan con los publicados® 4%, que
resaltan mas la citologia y agresividad que los grados his-
topatoldgicos segun la variante de Bloom Richardson, ha-
bitualmente utilizados en nuestro medio para facilitar el
entendimiento entre morfélogos y terapeutas.

Los tumores mamarios en las mujeres con mutacién
BRCA-2 muestran un espectro mas amplio. La edad me-
dia es de 35 afios (menor que en el grupo anterior). Los
casos masculinos se presentan a partir de la séptima dé-
cada. En ambos sexos predominan los ductales infiltran-
tes (71,4 %), poco diferenciados (grado ll-Ill, score de
Bloom entre 6-9), con sélo 1 caso lobulillar infiltrante
(14,3 %). Todos los tumores son de alto grado citolégico
conservando la expresion de receptores hormonales
(71,4%), bajo p53 (85,7%) y débil expresiéon de
c-erb-2 (42,8 %).

El Unico caso ovarico en este grupo es muy agresivo
clinica y morfolégicamente con alta proliferacién y ex-
presion de p53, asi como negatividad para receptores
hormonales y citologia semejante al mamario.

Estos hallazgos concuerdan también con los publica-
dos®%®, aunque en algunas series se cita un mayor na-
mero de lobulillares e intraductales y ausencia de medu-
lar en relacién a los aparecidos en los casos de
mutacion BRCA-151617,

Especificando los hallazgos histolégicos diferenciales,
en los casos con ambas mutaciones la serie presentada
no comparte la mayor incidencia de carcinoma medular
descrita por otros autores®7:%17:18 en los BRCA-1. Este
subtipo medular exhibe caracteristicas macro y micros-
copicas particulares. Se presenta como nédulo Unico de
contorno liso, no infiltrativo (tumor circunscrito) y los cri-
terios citohistolégicos para su diagndéstico son muy es-
trictos. Por tanto, pueden existir distintos diagnosticos se-
gun diferentes pat6logos y casos de carcinoma medular
atipico ser interpretados como CDI de grado lll, ya que
ambos tipos tumorales comparten alto grado nuclear,
tasa mitética, margenes compresivos, ausencia de com-
ponente intraductal y una mayor agresividad histoldgica,
aunque parece que esto no conlleva peor evolucion™®.

En cuanto al componente no infiltrativo o in situ tumo-
ral, muchas de las series afirman una menor frecuencia
en los BRCA-1 mutados y mayor en los BRCA-2, bien
aislado o acompafnando a tumores infiltrantes®°15.17,

Este hecho parece confirmarse en nuestros casos, con
solo un CID con microinfiltracién (12,5%) en BRCA-1y
dos (uno puro y otro asociado a CDI) en los BRCA-2
mutados (28,5 %).

Los hallazgos IHQ concuerdan con los publica-
dos'6192021 y definen los dos grupos tumorales. La muta-
cién en BRCA-1 tiene menor o nula expresion de recep-
tores hormonales (ausencia de hormonodependencia)
con alta proliferacion, expresién variable de p53 y nega-
tividad para c-erb-2. Los casos mutados en BRCA-2
muestran inmunotincién variable preservando a veces la
positividad para receptores hormonales'®'®, ademas de
expresar débilmente c-erb-2 (42 %).

Ambos tipos son de crecimiento rapido, con alta proli-
feracion tanto en éptica como en IHQ con MIB-1. Este
rasgo difiere del cancer de mama esporadico, neopla-
sia generalmente madura con escasas mitosis y MIB-1
entre 2-5%.

Tal vez asociado a la excesiva proliferacién, se ha de-
mostrado por citogenética® que la mutacién BRCA-1 con-
lleva mayor aneuploidia que los controles esporadicos
asi como una mayor angiogénesis®, ambas caracteristi-
cas de mayor agresividad tumoral. No obstante, no esta
demostrada una peor evolucién de estas pacientes, muy
al contrario, para algunos grupos el pronéstico es mejor
en los BRCA-1 mutados que en los casos esporadicos?®.

No hay rasgos diferenciales macroscépicos entre los
mutados y los esporadicos en cuanto a la forma infiltrati-
va predominante en ambos, la variabilidad de tamafio
tumoral, la mayor unilateralidad y la localizacién mas fre-
cuente en cuadrantes externos. La edad de presenta-
cién es inferior a la de los carcinomas de mama-ovario
en mujeres no portadoras.

En cuanto a los carcinomas mamarios del sexo mas-
culino, los dos casos presentados son, moderadamente
diferenciados, con expresién de receptores hormonales,
p53 bajo y proliferacion variable. Estos hallazgos coinci-
den con los publicados en otras series®*, por lo que al-
gunos autores sugieren incluso una patogenia y evolu-
cion?® diferente a los femeninos. Este hecho no es
compartido por otros, considerandolos similares en am-
bos sexos, aunque resaltan la expresién constante de
receptores hormonales en los casos masculinos?.

Con respecto a los tumores ovaricos existe uniformi-
dad inmunomorfolégicas. Son de estirpe epitelial, poco
diferenciados, de alto grado citolégico, elevada expresion
de p53 y MIB-1 y de alta agresividad clinica. Estos datos
coinciden con los publicados en la literatura donde se
resalta sobre todo la sobreexpresion de la proteina mu-
tada p532728 En alguno de estos estudios'"?® se demues-
tra que la supervivencia y evolucién de las pacientes con
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mutacion en BRCA-1 son mejores que las no mutadas,
hecho que debera comprobarse con series mas amplias.

Desde el punto de vista genético ambos genes se han
relacionado con el ciclo celular y la reparacion de ADN'3,
El gen BRCA-1 sintetiza una proteina que parece inter-
venir en el control de la proliferacion celular y la estabili-
dad genética, por ello su mutacién provoca tumores con
alto indice mitético. El gen BRCA-2 esta relacionado ade-
mas con una proteina tisular cuya alteracién provoca una
mala interaccion celular con menor diferenciacion histo-
[6gica’®30-33. La oncogénesis podria ademas estar in-
fluenciada por la interaccion*34 entre las proteinas sinte-
tizadas por estos genes con las proteinas Rad-51 y p53.

No se ha podido demostrar una correlacién genotipi-
ca-IHQ, que pueda ayudar a identificar los casos porta-
dores en tejido. El anticuerpo anti-BRCA-1 utilizado
(AB1-MS110) es el mejor de los comercializados actual-
mente, tifie en parafina, y la correcta valoracion debe es-
tablecerse por la positividad nuclear. No obstante, en
nuestra experiencia todos los casos (incluyendo contro-
les y BRCA-2) son positivos en nucleo, o nucleo/cito-
plasma sin relacion ni con la dilucién ni con la recupera-
cion antigénica. Son escasos los trabajos con este
anticuerpo, y las valoraciones aleatorias®-, por lo que
no creemos que los resultados obtenidos sean valora-
bles. Los anti-BRCA-2 disponibles (AB-2) tifien s6lo en
congelacion por lo que no han sido utilizados en este es-
tudio, realizado en muestras incluidas en parafina.

Los datos aportados con esta serie confirman que los
carcinomas de uno y otro grupo BRCA-1y 2 mutados no
son totalmente distintos en el fenotipo citohistoldgico e
IHQ. Sin embargo, puede afirmarse que la mayoria de los
casos con mutacién en BRCA-1 corresponde a tumores
de mujeres mas jovenes, pobremente diferenciados, sin
expresion de receptores hormonales, con alta reduplica-
cién, a veces compartida con elevada expresion de p53 y
sin positividad para c-erb-2. La mutacién BRCA-2 es me-
nos caracteristica, puede conservar receptores hormona-
les y c-erb-2, y sus distintos patrones morfo-IHQ recuer-
dan mas a los carcinomas esporadicos.

No existe un marcador de identificacion a priori ni por
rasgos de morfologia macro y microscépica ni por IHQ,
a excepcion de un grupo de portadoras de BRCA-1. Tal
vez, trabajos posteriores amplien el actual conocimien-
to, sobre todo si se cuenta con anticuerpos monoclona-
les especificos ante las dos mutaciones. Esto significa-
ria poder identificar a las pacientes portadoras y
proponerles un correcto estudio genético, tanto a ellas
como a sus familias, para ulterior profilaxis.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo ha sido el establecimiento del
patron morfo-IHQ de los carcinomas de mama y ovario
familiares, asociados a mutacion de los genes BRCA-1
y BRCA-2.

Revision éptica con tipificacion y clasificacion segin
grados de Bloom-Richardson de 19 casos de cancer de
mama y ovario familiares, 11 (8 tumores de mamay 3
ovaricos) con mutacion en BRCA-1y 8 (5 tumores ma-
marios en mujeres, 2 en hombres y 1 tumor ovarico) en
BRCA-2. Se realiza estudio IHQ mediante variante EN-
VISION con recuperacion antigénica por calor, que in-
cluye tincién con anticuerpos mono y policlonales anti-
rreceptores hormonales, bcl-2, p53, oncogén c-erb-2,
proliferacion (MIB-1) y BRCA-1, ahadiendo CEA.
Ca 19.9 y Ca 125 en los tumores ovaricos.

En el grupo BRCA-1 predomina el CDI mamario con
escaso componente intraductal o in situ (CID), en eda-
des jévenes, de alto grado morfolégico (ll1-11), con alta
proliferacion, baja expresion de p53, receptores hormo-
nales y c-erb-2 negativos. Tres son bilaterales y uno mul-
tifocal. En el grupo BRCA-2 predominan los CDI con CID
asociado con so6lo un CLI, de grado II-1ll, de menor proli-
feracién, expresion variable de receptores hormonales,
baja expresion de p53y c-erb-2 focalmente positivo; nin-
guno es bilateral ni multifocal. En ambas mutaciones pre-
dominan los tumores con margenes infiltrativos (71 % en
BRCA-2y 50% en BRCA-1), s6lo en un 25 % de los
BRCA-1 los nédulos estan bien delimitados.

Los tumores ovaricos de ambos grupos son poco di-
ferenciados y agresivos con alta proliferacion y expre-
sion de p53.

En los carcinomas de mama asociados a mutacion
BRCA-1 predominan los tumores poco diferenciados
con alta proliferacion, baja expresion de receptores hor-
monales y moderada de p53, con negatividad de
c-erb-2. El grupo BRCA-2 muestra un patréon mas cam-
biante desde el punto de vista multifactorial considerado.
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