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1. RESUMEN DEL PROYECTO.

En el mundo el Cancer (CA) de mama es la segunda causa de mortalidad y en
Colombia ocupa el segundo lugar de incidencia (30.3 x100.000) y el tercero en
mortalidad, con 629 casos nuevos en el afio 2006, reportados en el Anuario del
Instituto Nacional de Cancerologia (INC), lo que hace de esta patologia un
problema de salud publica (1).

Mediante pruebas genéticas (microarreglos), en los ultimos 8 afios se han
definido subtipos moleculares del CA de mama, entre ellos el basal-like cuyas
caracteristicas mas relevantes son ser friple negativo para receptores
hormonales y para el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER-2),
y tener un peor prondstico en supervivencia libre de enfermedad y global. Sin
embargo hace 30 afios ya se habia planteado la asociaciéon diagnostica entre
pruebas de inmuno-histoquimica y el subtipo basal-like, con una adecuada
correlacién con las pruebas genéticas.

La informacién anterior marca un punto muy importante en la identificacion con
intencion diagnostica del CA de mama basal-like, con pruebas mas accequibles
y menos costosas, comparadas con las técnicas genéticas, aplicables en
nuestra poblacién colombiana, lo que motiva la realizacién de este trabajo cuyo
objetivo principal es la medicion de la prevalencia de pacientes de CA de mama
basal-like utilizando técnicas de inmuno-histoquimica.

El tipo de estudio corresponde a un estudio descriptivo de corte transversal,
tomando una muestra representativa de las pacientes con diagnostico de CA
de mama de novo, atendidas en el INC y el Hospital San José (HSJ) en el afio
20086, y se realizaran los siguientes procesos:

- Seleccién y muestreo de los bloques de parafina.

- Revision de bloques de parafina de las muestras almacenadas en el archivo
de muestras de departamento de Patologia del INC y HSJ, con diagnoéstico de
CA de mama con hallazgos de triple negativo para receptor de estrégeno,
progesterona y HER-2, a las cuales se les aplicara marcadores de
inmunohistoquimica (citoqueratinas 5, 6, 14, factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), p63, $100).



- Revision de historias clinicas.

- Calculo de las prevalencias de tumores triple negativos y basal-like positivo o
negativo.

-Redaccién del Informe de investigacion y publicacion de los resultados en la
Revista Colombiana de Cancerologia.



2. DESCRIPCION DEL PROYECTO.

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

A nivel mundial el CA de mama es la segunda causa de mortalidad en las
mujeres (la primera es el CA del pulmén), y es la causa principal de mortalidad
debida a CA en mujeres entre los 40 y los 55 afios de edad. La American
Cancer Society (ACS) calcula que para el afio 2007 se diagnosticaron 178.480
nuevos casos de CA invasivo de mama en Estados Unidos y 40.910 muertes
en el mismo afio (3).

En Colombia el CA de mama ocupa el segundo lugar de incidencia y el tercero
en mortalidad después del CA de cuello uterino y gastrico. Segun el Registro
Poblacional de Cali se calcula una incidencia de 32 casos nuevos por cada cien
mil mujeres por afo, lo que representa cerca de 5.636 casos nuevos por afio
de CA de mama(2). En el INC en el afio 2006 se registraron 629 nuevos casos
de CA de seno, lo que represento el 12,2 % de todos los casos de CA
diagnosticados en mujeres (1).

Tradicionalmente los factores pronésticos mas importantes en CA de mama
han sido el compromiso de los ganglios linfaticos, tamafio tumoral, y el grado
histolégico. El nimero de ganglios axilares comprometidos ha sido demostrado
ampliamente como el factor Gnico mas importante para predecir la
supervivencia global y libre de enfermedad en pacientes con CA de mama (5).

Sin embargo, recientes estudios de analisis de expresion genética utilizando
técnicas de microarreglos en muestras de casos de CA de mama, han
demostrado una gran variabilidad en el pronéstico de estas pacientes, cuando
se han estratificado por los factores pronésticos clasicamente conocidos. Mas
bien, estos estudios genéticos han demostrado que existe una forma diferente
de clasificar los casos de CA de mama que se acopla aun mejor al desenlace
que los factores pronésticos utilizados hasta la fecha (6).

De estos nuevos subgrupos de CA de mama, el subgrupo denominado basal-
like 6 basaloide ha demostrado tener el peor pronéstico en términos de
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad (7) (8) (9). Si bien la
definiciobn explicita de este subgrupo se realiz6 con técnicas de expresion
genética, existen estudios que demuestran la concordancia para la deteccion



de tumores basal-like utilizando técnicas de inmuno-histoquimica con los
estudios genéticos. La ventaja de las técnicas de inmuno-histoquimica es la
facilidad de su realizacién asi como su menor costo, lo que permite en la
practica clinica la caracterizacién de pacientes con CA de mama del subtipo
basal-like (10).

En Colombia no existen estadisticas respecto a la prevalencia del CA de mama
basal-like, por lo que esta investigacion busca suplir esta deficiencia, al igual
que abre el camino para que en un futuro préximo se convierta en un estandar
la identificacién mediante inmunohistoquimica de casos de CA de mama basal-
like con el objetivo de ofrecer a las pacientes una informacién mas exacta
sobre su pronostico y eventualmente individualizar las terapias mas efectivas
contra este subgrupo de pacientes.

2.2 MARCO TEORICO.

Se ha descrito que los factores pronésticos mas importantes en CA de mama
han sido el compromiso de los ganglios linfaticos, tamafio de tumoral, y el
grado histolégico. El nimero de ganglios axilares comprometidos ha sido
demostrado ampliamente como el factor Unico mas importante para predecir la
supervivencia global y libre de enfermedad en pacientes con CA de mama. El
70% de los pacientes con ganglios axilares positivos recidivaran a los 10 afios

mientras que, en los pacientes con ganglios axilares negativos, el porcentaje de
recidivas se reducen a un 20-30% al mismo tiempo de seguimiento.
Igualmente, el tamafio tumoral tiene una correlacion alta con la supervivencia
libre de enfermedad y global. En los estudios de Rosen y colaboradores,
Carter, Allen y Henson, el tamaiio del tumor de 1cm con ganglios negativos con
98% a 99% resultaron sin enfermedad a distancia a un seguimiento de 10
anos (5).

Sin embargo en los ultimos 10 afios, las técnicas genéticas con microarreglos
han acelerado la investigacion en CA de mama y han transformado la
clasificacion morfologica clasica hacia una clasificacion molecular. Perou y
colaboradores fueron los primeros en establecer este concepto, que fue
publicado en el afio 2000. En este estudio se aplic6 microarreglos de DNA
sobre 40 pacientes con CA de mama, encontrando 4 subgrupos: tumores con
receptores de estrégenos positivos llamados grupo luminal (a su vez divididos
en luminal A, luminal B, y luminal C); tumores breast-like normal; tumores
HER-2 positivo; y tumores basal- like (6). La prevalencia de los tumores subtipo
basal-like, se ha establecido entre el 11.9% y 25%(7) (9) (11), mostrandose
ademas en el estudio de Carey que en algunos subgrupos poblacionales



especificos como las Afroamericanas y premenopausicas esta prevalencia
podia llegar incluso al 39%(8).

En el afio 2001, Sorlie y colaboradores asociaron estos subtipos moleculares a
la supervivencia global y encontraron que los tumores denominados basal —like
fueron los de peor pronéstico (12). Estos hallazgos fueron confirmados
posteriormente por Van't Veer y colaboradores (13) y por van de Rijn y
colaboradores (10) quienes encontraron adicionalmente que una expresion
genética especifica (mutacién del gen BCRA1 y expresion de citoqueratinas)
tuvieron un peor pronéstico. Igualmente estudios como el de Liedtke mostraron
una supervivencia libre de enfermedad de tumores friple negativo y no triple
negativo de 61% vs 70% y en la supervivencia global de 64% vs 81%
respectivamente (7) y el de Carey una supervivencia global de basal-like del
51% y los no basal-like del 83%(8). Con esta informacién se concluyé que
estos tumores representan una entidad biolégica diferente, de comportamiento
mas agresivo, que funcionan como un marcador independiente de otros
factores pronosticos conocidos como el estado ganglionar y el tamafio tumoral
y probablemente nos llevara a pensar en otros factores pronoésticos del CA de
mama de mayor importancia a los tradicionalmente conocidos.

Desafortunadamente, la aplicacién en nuestro medio de tecnologia de punta
como son los microarreglos genéticos y los analisis de expresion genética es
limitada debido a los costos y equipamiento técnico especifico. Sin embargo,
estudios clinicos han demostrado una correlaciéon de los estudios genéticos
con la expresion fenotipica proteica medida por inmuno-histoquimica (10),
técnica utilizada desde hace algun tiempo en Colombia.

Como antecedente, durante la década de los sesenta Wellings y Roberts (14),
Sarkar y Kallenbach (15) y Murad y Scharpelli (16) demostraron que una
proporcion de los CA de mama tenian un fenotipo similar a la célula
mioepitelial-basal. Esta hipotesis fue ratificada con un estudio clasico realizado
por Moll y colaboradores y publicado en 1980, mostrando perfiles de
citoqueratinas tanto en el epitelio simple, en tejido mamario normal y en tejido
mamario maligno. Este perfil de citoqueratinas de alto peso molecular con
fenotipo basal/mioepitelial fue demostrado en el 2 al 18% de todos los tumores
de mama y por encima del 25% de aquellos tumores con grado llI de
diferenciacion. Adicionalmente, fue reconocido que estos tumores eran
negativos para expresion de receptores hormonales tanto de estrogenos,
como de progesterona y de HER2. De esta informacién se concluye que este
fenotipo “basal’, ha sido descrito aun antes de la era de los microarreglos (17).

En 1987, Dairkee y colaboradores, reportaron el uso de anticuerpos
monoclonales para inmunohistoquimica que detectaron citoqueratina 14, y
encontr6 que su expresion fue asociada con recurrencia y muerte en una
pequefia cohorte de pacientes con CA de mama con un seguimiento de 2 a 3



aflos (18). Malzahn y colaboradores dos afios mas tarde, mostraron la
expresion de citoqueratina 14 en 8 de 103 casos de carcinoma ductal invasivo
(17%), con una co-expresion de otros componentes de membrana basal tales
como la laminina, presentando ademas, el valor clinico de la medida de perfiles
de citoqueratinas para CA de mama, observandose un pobre pronéstico para
pacientes con ganglios linfaticos positivos quienes expresaron estas
citoqueratinas caracteristicas del fenotipo basal (19).

Desde el afio 2000, los resultados de los estudios de microarreglos genéticos
han demostrado la importancia de la expresiéon de las citoqueratinas en el CA
de mama. Un estudio que validé los hallazgos de microarreglos del DNA,
encontr6 sobre casi 500 casos de CA de mama un pobre pronéstico para
casos que mostraron positividad para citoqueratinas 17 y/o citoqueratinas 5/6
(10). La correlacion con el pobre pronostico fue encontrado ser mas fuerte para
pacientes con ganglios linfaticos negativos que ganglios linfaticos positivos. En
la actualidad y basado en los estudios anteriores, las citoqueratinas basales
son el marcador de inmunohistoquimica mas frecuentemente utilizado y
evaluado para la deteccién de casos basal-like.

Las citoqueratinas 5/6 y el factor de crecimiento epidérmico (EGFR), por
revision general son consideradas por muchos como los marcadores mas utiles
para clasificar los tumores basal-like. Nielsen y colaboradores evaluaron el
desarrollo de los ensayos de inmuno-histoquimica para definir tumores basal-
like y estudiaron 21 casos, previamente identificados por expresion genética.
Este estudio encontré una asociacion entre citoqueratinas 5/6 con positividad
en el factor de crecimiento epidérmico y la negatividad de la sobre-expresién
del receptor HER 2 y negatividad del receptor estrogénico (20). Esta asociacion
demostro ser el mejor predictor para el patrén genético establecido como basal-
like, con una sensibilidad del 76% y una especificidad del 100%,
correlacionandose de igual manera con un decremento en la supervivencia
(20).

Por oftro lado, es importante mencionar que si bien una caracteristica
fundamental de los tumores basal-like es la combinacién de negatividad de los
receptores de estro6geno, progesterona y HER-2, conocida como “Triple
negativo”, no debe ser entendido que todos los tumores triple negativos son
sinénimo de tumores basal-like. Ha sido demostrado que no todos los tumores
triple negativos por inmunohistoquimica comparten el mismo perfil de expresion
genética y molecular que los tumores basal-like. El estudio de Kreike y
colaboradores demostré que solo el 91% de los tumores clasificados como
triples negativos mostraron una correlacion con las caracteristicas de tumores
basal-like al estudio molecular. Por el contrario, el restante 9% mostré
caracteristicas fenotipicas de tumores normal-like 6 no pudieron ser
clasificados (21). De hecho, en un comentario al articulo, Rakha y
colaboradores recomiendan siempre complementar el perfii de



inmunohistoquimica de los tumores triple-negativos con marcadores “basales”
como citoqueratinas 5/6, citoqueratina 14 y/o EGFR (22). Recientes estudios
publicados con un mayor nimero de casos y un extenso seguimiento clinico,
han utilizado la expresion de citoqueratinas 5/6 y/o citoqueratina 14, y
vimentina para definir los casos de tumores basal-like y han demostrado
también una gran correlacion con un pobre pronéstico. Los tumores restantes
no clasificados como basal-like han mostrado caracteristicas de células
mioepiteliales mostrando en cambio positividad para marcadores como CD10,
S 100, y actina de musculo liso que son entonces de utilidad para diferenciar
aquellos tumores triple negativos basal like de los no basal/like (23) (24).

Lo anteriormente expuesto muestra que el diagnéstico de tumores de mama
basal-like se puede hacer con inmuno-histoquimica, con una adecuada
correlaciéon con el patron de oro que es la expresion genética por microarreglos.

2.3 OBJETIVOS.

2.3.1 Objetivo principal.

Determinar la prevalencia de pacientes con CA de mama clasificado como
TRIPLE NEGATIVO en la poblacion de pacientes atendidas en INC y HSJ con
diagnéstico de novo de CA de mama en el afio 20086.

2.3.2. Objetivos especificos.

2.3.2.1. Establecer la prevalencia de pacientes con CA de mama basal-like
de las pacientes con cancer de mama friple negativo atendidas en el
INC y HSJ en el afio 2006.

2.3.2.2. Describir las caracteristicas demograficas y clinico-patolégicas de las
pacientes con CA de mama triple negativo basal-like y no basal-like.

2.4. METODOLOGIA.

2.4.1 Disefio del estudio:



Estudio descriptivo-no analitico de corte transversal en pacientes con
diagnéstico de novo de CA de mama atendidas en el INC y el HSJ en el afio
2006.

2.4.2 Criterios de seleccion.

Los criterios de seleccién de los pacientes son los siguientes:

Criterios de inclusion:

* Mujeres mayores de 17 afios
» Diagnéstico histolégico confirmado de adenocarcinoma de mama
durante el afio 2006, atendidas en el INC y/o HSJ.

Criterios de exclusion:

* Pacientes de las que no se conserven los bloques de parafina o no se
les pueda realizar todos los marcadores inmunohistoquimicos requeridos
por el estudio.
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2.4.3 Variables.

NOMBRE DE LA
VARIABLE.

DEFINICION.

CATEGORIZACION.

OPERATIVIZACI
ON.

Clasificacion
inmunohistoquimica del
CA mamario

NO TRIPLE
NEGATIVO:
(tumor positivo
para receptor
estrogénico y/o
receptor de
progesterona y/o
HER?2).

TRIPLE
NEGATIVO
BASAL-LIKE:
(negativo para
receptor
estrogénico,
receptor de
progesterona y
HER 2 y positivo
para
citoqueratinas 5
y/o 6 y/o 14 ylo
EGFR).

TRIPLE
NEGATIVO
MIOEPITELIAL:
(negativo para
receptores
estrogénicos, de
progesterona,
HER2,
citoqueratinas 14,
5,6, EGFRy
positivo para, p63,
y/o S100).

CUALITATIVA NOMINAL

0: NO TRIPLE
NEGATIVO,

1: SI TRIPLE
NEGATIVO BASAL-
LIKE

2: TRIPLE NEGATIVO
MIOEPITELIAL

23




NOMBRE DE LA

VARIABLE. DEFINICION. CATEGORIZACION. OPERATIVIZACION.
T (Tamario tumoral en 0: EL.
S centimetros), N (nimero 1: EN
Estadiaje tumoral (TNM) de ganglios implicados), M CUALITATIVA ORDINAL 2Elll
(compromiso metastasico.) 3 EIV
Sistema de clasificacion
Scarff Bloom y 0: GI
- " Richardson, evalia: grado :
Grado histolégico tumoral, porcentaje de CUALITATIVA ORDINAL 21 g’;’.
formacion de tubulos,
numero de mitosis
En afios cumplidos, escrito
Edad o histivia thinice CUANTITATIVA DISCRETA 18, 19, 20, ..., 80
Ciudad de residencia de la
2 paciente registrado en la 1.BOGOTA
FYoostenes historia linica al momento | CUALITATIVA NOMINAL 2.FUERA BOGOTA
del ingreso al estudio
Afiliacion al régimen de 1.CONTRIBUTIVO
i seguridad social al 2.SUBSIDIADO
Afiliacion Al S.G.S.S.S momento del Diagnostico CUALITATIVA NOMINAL 3.VINCULADO
de cancer de mama 4.SIN AFILIACION
. E 0:
B PREMENOPAUSICA
Menopausia por CUALITATIVA NOMINAL : -
asociado a la edad de 50 POSTMENOPAUSIC
afios 0 mayor A
Proliferacion maligna de
; 0: DUCTAL
Tipo de tumor células del ducto Mamaio, | o 14} ITATIVA NOMINAL 1: LOBULILLAR
y que atraviesa la 2: OTROS
membrana basal. :
Diametro mayor del tumor
s e =
Tamario Tumoral : ey CUALITATIVA ORDINAL 1: 2-5CM
la evaluacion clinica o por 2: MAYOR DE 5CM
imagenes cuando la 3
primera no se disponga
Confirmacion patoldgica .
Ganglios linfaticos ganglionar de CUALITATIVA NOMINAL ‘1'_’:%%?;'\‘/’8
compromiso tumoral 2
Presencia de células
tumorales en linfaticos y 0: SI
Invasion linfovascular | vasos sanguineos tomado | CUALITATIVA NOMINAL 1"NO

del reporte final de la
patologia

En todos los casos se utilizara el paquete estadistico STATA 10
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2.4.4 Tamaiio de la muestra y Muestreo para la seleccion.

De los 679 casos de ca de mama diagnosticada de novo en el afio2006, se
tomara como poblacién objetivo los canceres de mama diagnosticadas como
triple negativo, cuya prevalencia en la literatura mundial es del 17
%, que equivale a 120 casos. Se calculé un tamafio de muestra utilizando el
programa TAMAMO, con la opcién estimacion puntual de la prevalencia con los
siguientes parametros: tamafio de la poblacién igual a 120, una prevalencia
esperada de los basal-like dentro de los ftriple negativo del 0.9 con una
diferencia maxima esperada de 0.05, un error tipo 1 del 0.05, a dos colas y se
obtuvo una estimacién del tamafio de muestra de 65 casos para realizar
pruebas de inmunohistoquimica. Se hara una seleccion aleatoria de la muestra
utilizando un coordinado negativo.

2.4.5 Descripcion de las intervenciones.

Para el presente estudio, a las muestras patol6gicas (bloques de parafina) se
realizaran el siguiente perfii de inmunohistoquimica para receptores
estrogénicos (RE), receptores progestagenos (RP) y de Her2 (Técnica
Anexo1):

ANTICUERPOS PRIMARIOS DE LA MARCA NOVOCASTRA.

Citoqueratinas 5/6.
Citoqueratina 14.
-p63.

-S 100.

-EGFR.

2.4.6 Procedimientos.

Se revisaran los reportes de patologia de las pacientes incluidas en el estudio y
en base esto se determinara las prevalencias como se describe en el plan de
analisis. Adicionalmente se revisaran las historias clinicas correspondientes en
orden a extraer la informacién necesaria para la descripcion de las variables
clinicas.

2.4.7 Plan de analisis.

2.4.7.1 Se realizarda un andlisis descriptivo para las variables cualitativas (
cancer de mama friple negativo, cancer de mama basal-like y cancer de mama
no basal-like). Se presentaran en frecuencias absolutas y porcentajes.
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2.4.7.2 Se realizaran los siguientes cruces de variables:

Cancer de mama Triple-Negativo con la edad.

Cancer de mama Basal-like con la edad.

Cancer de mama No Basal-like con la edad.

Cancer de mama Triple-Negativo con estado menopatisico,.
Cancer de mama Basal-like con estado menopadusico.
Cancer de mama No Basal-like con estado menopausico.
Cancer de mama Triple-Negativo con estadiaje tumoral.
Cancer de mama Basal-like con estadiaje tumoral.

Cancer de mama No Basal-like con estadiaje tumoral.
Cancer de mama Triple-Negativo con grado histolégico.
Cancer de mama Basal-like con grado histolégico.

Cancer de mama No Basal-like con grado histolégco.
Cancer de mama Triple-Negativo con tipo de tumor.
Cancer de mama Basal-like con tipo de tumor.

Cancer de mama No Basal-like con tipo de tumor.

Cancer de mama Triple-Negativo con tamafio tumoral.
Cancer de mama Basal-like con tamario tumoral.

Cancer de mama No Basal-like con tamario tumoral.
Cancer de mama Triple-Negativo con nimero de ganglios.
Cancer de mama Basal-like con nimero de ganglios.
Cancer de mama No Basal-like con namero de ganglios.
Cancer de mama Triple-Negativo con invasion linfovascular.
Cancer de mama Basal-like con invasion linfovascular.
Cancer de mama No Basal-like con invasion linfovascular.

2.4.7.3. Los resultados se presentaran mediante cuadros de salida. Ver anexo—

2.4.7.4 El analisis estadistico se realizara en el software STATA 10.

2.4.8 Conducciodn del estudio.
2.4.8.1 Sitio de investigacion.

Esta investigacion se realizara en el INC y HSJ en los diferentes servicios
implicados para procesamiento y recoleccion de los datos de esta
investigacion. Las muestras de patologia se evaluaran en el laboratorio de
patologia del INC y se guardaran en el archivo correspondiente.
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2.4.8.2 Manejo de sustancias o especimenes bioldgicos.

Las muestras estan almacenadas en el archivo de muestras de patologia, a
una temperatura ambiente, las cuales pueden durar hasta 20 afios.

2.4.8.3 Archivo de datos y sistematizacion.
Los archivos de datos seran:

e Archivo con todos los formularios diligenciados en fisico, se mantendran
en una carpeta debidamente marcada que seran guardadas en el
archivo de la sala de juntas del servicio de mama y tejidos blandos. Se
creara una base de datos con la informacion recolectada, donde no se
incluiran datos que permitan la identificacion directa de los pacientes
incluidos en este estudio (confidencialidad) y sera protegida con
contrasefias por el investigador principal de este estudio.

Se mantendra un archivo debidamente clasificado de los siguientes
formatos de monitoria:

* Acuerdo de confidencialidad

En los casos pertinentes, declaraciéon de inhabilitacion.
Declaracion financiera de los investigadores.
Declaracion legal de los investigadores.

Delegacién de responsabilidades.

Firma de responsabilidades.

Sometimiento de protocolo y enmiendas.

La custodia de los documentos estara a cargo del grupo de mama y tejidos
blandos.

2.4.8.4 Seguridad.

El presente trabajo garantizara la seguridad de la informacién obtenida y su
publicacién hasta la revisién por el comité editorial y los pares evaluadores.
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2.4.8.5 Consideraciones éticas.

La realizacion del presente trabajo sigue las recomendaciones para investigar
con seres humanas promulgadas por el cédigo de Niiremberg, Declaracion de
Helsinki( Corea 2008) e Informe Belmont y por la legislacion Colombiana
Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, que establece
las normas académicas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud. De acuerdo a ésta resolucion, éste trabajo se considera sin riesgo
(unicamente se revisaran historias clinicas y no se hara ningun tipo de
intervencién sobre las pacientes evaluadas), por lo que a juicio de los
investigadores no se requiere consentimiento informado de las Instituciones
participantes. Este trabajo fue aprobado por el Comité de Investigaciones y
Etica de la Facultad de Medicina de la Fundacién Universitaria de Ciencias de
la Salud.

Los procedimientos de la investigacion seran efectuados por personas
calificadas y competentes desde el punto de vista clinico y metodolégico. La
responsabilidad del estudio recae en el investigador principal, quien cuenta con
los recursos técnicos y cientificos para hacerlo competente.

2.4.8.6 Confidencialidad.

La informacién sélo se socializara con los participantes como investigadores en
este trabajo. Todos los archivos se mantendran en el archivo de la sala de
juntas del servicio de mama y tejidos blandos.

2.4.8.7 Aseguramiento y control de calidad.

Con el fin de cumplir a cabalidad con la metodologia planteada, el proyecto de
investigacién estara bajo la supervisibn del sistema de monitoria de
investigacion institucional.
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2.5 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Recurso

Recurso Sitio de "
& Actividad Responsable humano : & B Tiempo
requerido tecnologico investigacion
DRA ANA
MARIA ARIAS
C(AMAC).
ELABORACION Y %'i\ggﬁ"s INSTITUTO DE
APROBACION OGA CUATRO COMPTUADOR, | CANCEROLOGIA 3
1 DEL (OGA). PERSONRS | PROGRAMAS DE | (INC), HOSPITAL |\ o
PROTOCOLODE |  pa MARIA WORD Y EXCEL. | DE SAN JOSE
INVESTIGACION e (HSJ)
BELTRAN (MIB)
DRA INGRID
AREVALO (IA)
REVISION EN
HISTORIAS AMAC e COMPUTADOR,
2| cuNICAS DE PERSONAS | PROGRAMAS: INC 1 MES
INFORMES DE OGA Excel, STATA 9
PATOLOGIA
REALIZACION
DE SEGUNDA o
5 | INMUNOHISTOQ s UNA MICROSCOPIO 3
UIMICA EN PERSONA | OLYMPUS CX 31 e MESES
BLOQUES DE
PARAFINA
Recurso i
#|  Actividad Responsable | humano te?ﬁ?br;:;o .nv:‘:i" dgén Tiempo
requerido s -
REVISION AMAC USRI ADGR, INC
DOS FORMULARIO,
4| HISTORIAS PERSONAS | PROGRAMAS: 1MES
CLINICAS OGA. : HSJ
(Excel, STATA 9)
: i COMPUTADOR,
ANALISIS DE DOS FORMULARIO,
5 DATOS " PERSONAS | PROGRAMAS: INC-HSJ 1MES
(Excel, STATA 9, )
OGA
REDACCION
DEL INFORME AMAC CUATRO | SOMPUTADOR 2
6 (PROGRAMAS INC-HSJ
DE S PERSONAS| 0 e TATAS) MESES
INVESTIGACION .

1A
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OGA

PUBLICACION AMAC CUATRO | COMPUTADOR
7 DE LOS PERSONAS | (PROGRAMAS INC-FUCS
RESULTADOS MIiB Excel, STATA 9),
1A

MESES

2.6 RESULTADOS/PRODUCTOS ESPERADOS.

Con el anterior proyecto de investigacion descrito se buscan los siguientes
resultados y productos esperados:

- Pretende brindar conocimiento acerca de las pacientes con CA de mama
basal-like en relacién con su prevalencia local con una técnica al alcance de
nuestra tecnologia como lo es a través de pruebas de inmunohistoquimica.

- Definiendo éstos datos se pretende consolidar en la practica clinica la
realizacion sistematicas de estudios de inmuno-histoquimica para
diagnosticar pacientes con CA de mama basal/like desde el momento del
diagnostico inicial de CA de mama.

- Realizar 1 publicacién en la Revista Colombiana de Cancerologia.

- Servira como trabajo de grado de la Dra. Ana Maria Arias Copete, para
obtener el titulo de Mastéloga.

- Generar hipétesis acerca del tema para futuros trabajos de investigacion.
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3. GRUPO DE INVESTIGACION.

El grupo de investigacion esta conformado por el investigador principal el DR
OSCAR GARCIA A. Cirujano de Seno y Tejidos Blandos del INC yHSJ y como
co-investigadores la DRA ANA MARIA ARIAS C, Ginecologa, Mastologa INC-
FUCS, el Dr. Carlos Andrés Ossa Goémez ,Ginecologo Especialista en
Entrenamiento Mastologia INC-FUCS , la DRA MARIA ISLENA BELTRAN
pat6loga oncéloga del INC, MIGUEL CANO Residente de patologia FUCS vy la
DRA Ingrid Arévalo , epidemibloga clinica de la FUCS, los cuales constituyen
un material humano muy capacitado para llevar a cabo éste protocolo, pues el
tema basico a tratar combina una clasificaciéon especifica del cancer de mama
con su diagnoéstico inmunohistoquimico para obtener su prevalencia en la
poblacion que maneja el INC y el HSJ, para lo cual la simbiosis entre
especialistas en mastologia junto con patologia oncolégica, ademas de la
asesoria epidemiol6gica, resulta esencial para respondernos ésta pregunta. La
linea de investigacion corresponde al diagnéstico y tratamiento del cancer de
mama en Colombia.
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4. PRESUPUESTO.

Presupuesto general de la propuesta por fuentes de financiacion.

FUENTES
RUBROS INC INC TOTAL
funcionamiento | inversion T e——

Personal 2.834.000 0 0 2.834.000
Servicios Técnicos 0 0 0 0
Equipos y Software 350.000 0 0 350.000
Gastos Operacionales 0 0 0 0
:ir'rl‘ﬁisaoc?ones 0 ? i 9
Viajes 0 0 0 0
Materiales y Insumos 267.000 5.045.900 100.000 5.412.900
o i : of 1T er 1%
Administracion 0 0 0 0
TOTAL 3.451.000 5.045.900 100.000 8.596.900




Descripcion de los gastos de personal.

Cargo

Perfil

Funcién

proyecto

Actividades

relacionadas

Valor

Dedicacion

Fuentes

Horas x
semana

INC
Funciona
miento

INC
inver
sién

Total

Médico
especialista

mama y

blandos

Cirujano de

Coordina

23.000

598.000

Especialista en
entrenamiento

aen

nto
Mastologia

Ginecobloga
Especialist

entrenamie

g

investiga
dor

18.000

1.170.000

Médico

Patbloga
Oncéloga

Co-

investiga

dor

Redaccion del
informe final.

Publicacién.

23.000

598.000

Médico
especialista

Epidemidlo
ga clinica

investiga

dor

Analisis de

Redaccién del
informe de
investigacion.

Publicacion.

18.000

468.000
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Descripcion y justificacion de los viajes.

—ee

Lugar/ -
N.“v? s Justificacion | Pasajes($) | Estadia($) | Total dias TOTAL
s “FUENTE 1 | FUENTE 2 | FUENTE 3
Ninguno 0
Descripcién de los equipos y software que se planea adquirir o arrendar.
EQUIPO O JUSTIFICACION FUENTES TOTAL
SOFTWARE
INC FUENTE 2 FUENTE 3
funcionamiento
(Utilizacion)
1 Computador Manejo de 0 0 250.000
Compaq con informacion, archivos
procesador pentium | de datos numero de
a 1500 horas
1 impresora HP Impresion 0 0 100.000
deskjet 940C documentos
Descripcion de servicios técnicos y asesorias.
FUENTES
e Tf CHCO| JusTIFICACION TOTAL
FUENTE 1 FUENTE 2 FUENTE 3*
Ninguno 0
Impresos y publicaciones: Descripcion de publicaciones.
FUENTES
PUBLICACIONES
PLANEADA JUSTIFICACION FUENTE 1 INC TOTAL
8 funcionamiento FUENTE 2 FUENTE 3*
INC
Una publicacién Revista del INC 0
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Impresos y publicaciones: Descripcion de material bibliografico.

FUENTES
et | s} = A
FUENTE 1 FUENTE 2 FUENTE 3*
Ninguno 0
Materiales e insumos.
FUENTES
aua’:.AmRAFTERlAIioo JUSTIFICACION NG
PR S INC inversion Investigador TOTAL
Impresion
e '""’:’s"’“ formularios y 16.000 0 0 16.000
papeleria
Fotocopias
Fotocopias formularios, 80.000 0 0 80.000
publicaciones
Diskette Archivar informacién 4.000 0 0 4.000
Carpetas y
wabetisias Us ishivo Archivar informacion 15.000 0 0 15.000
Ganchos legajadores | Archivar informacién 2.000 0 0 2.000
Impresion
Tinta para impresion N e 150.000 0 100.000 250.000
Citokeratina 5
NCL-CK5 Reactivos laboratorio 320.000 0 0 320.000
0.1ML
P63
Monoclonal(4°4).MO
USE,lgG2a Reactivos laboratorio 713.000 0 0 713.900
6ML
S-100 Protein
(READY TO USE) | Reactivos laboratorio 460.000 0 0 460.000
7ML
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Anticuerpo
Monoclonal EGFR
NCL-EGFR-384

0. 1ML

Reactivos laboratorio

380.000

380.000

ANTICUERPO
CITOKERATINA 14
CLONE LL002

0.1ML

Reactivos laboratorio

320.000

320.000

CITOKERATINA 6

NCL-CK6

0.1ML

REACTIVOS
LABORATORIO

320.000

320.000

SS POLYMER-HRP
MEGA VOLUME
DETECTION KIT/

DAB

500 SLIDES

1.390.000

1.320.000

EPITOPE
RETRIEVAL

SOLUTION PH 9( X
10 CONCENTRATE)

250 SLIDES

210.000

210.000

TRIS BUFFER,
CONCENTRATED
PH76

3000ML

40.000

40.000

NOVOPEN

1PEN

150.000

150.000

POWER BLOCK X
10

50 ML

330.000

330.000

EN IHQ SLIDETECH

74 ML

45.000

45.000
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Descripcién de gastos operacionales.

N° DE e
ACTIVIDAD Valor unitario TOTAL
ACTEDES FUENTE1 | FUENTE2 | FUENTE 3
Ninguno 0
Comunicaciones y transporte.
FUENTES
RECURSO JUSTIFICACION TOTAL
FUENTE 1 FUENTE 2 FUENTE 3'
Ninguno 0




8.
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ANEXO 1.

Descripcion técnica de pruebas de inmuno-histoquimica.

all ot ol 3 B

Revision del libro de registro de solicitud de la técnica.

Solicitud de los bloques de parafina respectivos al auxiliar de la morgue.
Obtencioén de los cortes necesarios y de los controles positivos y negativos.
Inicio de la técnica con enhancer y polimero.

Descripcién de la técnica enhancer-polimero:

Calentar las laminas en el horno a 60 grados centigrados por 2
horas.

Sacar las laminas del horno

Pasarlas por xilol en 4 pasos de 2 minutos por cada una

Pasarlas por etanol en 4 pasos iniciando el primero por una
concentraciéon del 100% luego usando el 90% y por ultimo el 80%
con una duracion de 2 minutos por cada una

Lavarlas con agua dejandolas resbalar sobre el tejido evitando
que el chorro caiga sobre el y lo desprenda

Colocar las laminas en un recipiente que contenga Citrato Buffer
cubriéndolas totalmente y posteriormente colocarlas en el
autoclave dejandolo hasta 15 libras de presion y finalmente se
dejan reposar hasta enfriar (este paso es para recuperacion de
antigenos).

Pasar las laminas a camara humeda, secando la lamina alrededor
del tejido.

Agregarle peroxido de hidrégeno al 3% (PBS 9.7 ML + H202 0.3
ML) por 10 minutos. Su funcién es bloquear la peroxidasa
endogena.

Lavarlas con PBS y colocarlas en la cAmara humeda con power
block que cubra el tejido por 10 minutos.

Decantar el power block sin lavar.

Agregar los diferentes anticuerpos primarios a las diluciones
correspondientes (marcadores) incubar por 30 minutos.

Lavarlas con PBS.

Secar alrededor del tejido, pasarlas a camara humeda, agregarle
1 a 2 gotas del reactivo enhancer e incubar por 20 minutos.
Lavarlas con PBS.

Secar alrededor del tejido, pasarlas a camara himeda, agregarle
1 a 2 gotas del polimero e incubar por 30 minutos

Lavarlas con PBS



6.

Bajo el extractor (con las medidas de bioseguridad) colocar las
laminas en camara humeda y cubrir con Diamino Bencidina (3mg
DAB + 10mi PBS + 20 a 30 gotas H202 3% no agitar). Lavar con
agua descartando el sobrenadante con hipoclorito para inactivar
la DAB

Colocar las laminas en canastillas suspendidas en agua corriente
y lavar varias veces.

Escurrir la canastilla y sumergirla en sulfato de cobre por 5
minutos

Sacar la canastilla colocando en agua y lavarla varias veces
Escurrir la canastilla y sumergirla en hematoxilina por 4 minutos
(dependiendo del tiempo de preparacion)

Sacar la canastilla colocandola en agua y lavar varias veces
Escurrir la canastilla y sumergirla en agua amoniacal 1 a varias
veces (dependiendo del tiempo que lleve la preparacién)

Sacar la canastilla colocarla en agua y lavarla varias veces
Escurrir la canastilla y sumergirla en los etanoles, en 4 pasos
iniciando en una concentracion del 80% y finalizando en el 100%
con una duracién de 2 minutos cada paso (sin lavar)

Escurrir la canastilla y sumergirla en los xiloles, 2 pasos, cada uno
con 2 minutos de duracion (sin lavar)

Sacar las laminillas dejar secar y montarlas con resina y laminilla.
Marcar cada lamina correctamente de acuerdo al registro previo
Valorar los controles al microscopio para pasar los casos al
patélogo revisor.

Llenar los registros.

Revision del libro de registro de solicitud de la técnica.

7. Solicitud de los bloques de parafina respectivos al auxiliar de laboratorio.
8. Obtencién de los cortes necesarios y de los controles positivos y negativos.

9.

Inicio de la técnica con enhancer y polimero.

10.Descripcién de la téenica enhancer-polimero:

Calentar las laminas en el horno a 60 grados centigradas por 2
horas.

Sacar las laminas del horno

Pasarlas por xilol en 4 pasos de 2 minutos por cada una

Pasarlas por etanol en 4 pasos iniciando el primero por una
concentracion del 100% luego usando el 90% y por ultimo el 80%
con una duracién de 2 minutos por cada una

Lavarlas con agua dejandoles resbalar sobre el tejido evitando
que el chorro caiga sobre el y lo desprenda

Colocar las laminas en un recipiente que contenga Citrato Buffer
cubriéndoles totalmente y posteriormente colocarlas en el
autoclave dejandola hasta 15 libras de presion y finalmente se



dejan reposar hasta enfriar (este paso es para recuperacion de
antigenos).

Pasar las laminas a camara humeda, secando la lamina alrededor
del tejido.

Agregarle peroxido de hidrégeno al 3% (PBS 9.7 ML + H202 0.3
ML) por 10 minutos. Su funcibn es bloquear la peroxidasa
endogena.

Lavarlas con PBS y colocarlas en la camara humeda con power
block que cubra el tejido por 10 minutos.

Decantar el power block sin lavar.

Agregar los diferentes anticuerpos primarios a las diluciones
correspondientes (marcadores) incubar por 30 minutos.

Lavarlas con PBS.

Secar alrededor del tejido, pasarlas a camara himeda, agregarle
1 a 2 gotas del reactivo enhancer e incubar por 20 minutos.
Lavarlas con PBS.

Secar alrededor del tejido, pasarlas a camara humeda, agregarle
1 a 2 gotas del polimero e incubar por 30 minutos

Lavarlas con PBS

Bajo el extractor (con las medidas de bioseguridad) colocar las
laminas en camara humeda y cubrir con Diamino Bencidina (3mg
DAB + 10mi PBS + 20 a 30 gotas H202 3% no agitar). Lavar con
agua descartando el sobrenadante con hipoclorito para inactivar
la DAB

Colocar las laminas en canastillas suspendidas en agua corriente
y lavar varias veces.

Escurrir la canastilla y sumergirla en sulfato de cobre por 5
minutos

Sacar la canastilla colocando en agua y lavarla varias veces
Escurrir la canastilla y sumergirla en hematoxilina por 4 minutos
(dependiendo del tiempo de preparacion)

Sacar la canastilla colocandola en agua y lavar varias veces
Escurrir la canastilla y sumergirla en agua amoniacal 1 a varias
veces (dependiendo del tiempo que lieve la preparacion)

Sacar la canastilla colocarla en agua y lavarla varias veces
Escurrir la canastilla y sumergirla en los etanoles, en 4 pasos
iniciando en una concentracion del 80% y finalizando en el 100%
con una duracién de 2 minutos cada paso (sin lavar)

Escurrir la canastilla y sumergirla en los xiloles, 2 pasos, cada uno
con 2 minutos de duracion (sin lavar)

Sacar las laminillas dejar secar y montarlas con resina y laminilla.
Marcar cada lamina correctamente de acuerdo al registro previo
Valorar los controles al microscopio para pasar los casos al
patélogo revisor.

Llenar los registros.



ANEXO 2. FORMULARIO RECOLECCION DE DATOS.

NOMBRE

H.CLINICA

ENTIDAD

EDAD

TAMANO TUMORAL

NUMERO GANGLIOS

METASTASIS

GRADO HISTOLOGICO

INVASION LINFOVASCULAR

TIPO DE TUMOR
ESTADO MENOPAUSICO




FORMATO DE HOJA DE VIDA DE INVESTIGADORES.

Marque con X su rol dentro del proyecto

X | Investigador principal

Co-investigador

IDENTIFICACION DEL INVESTIGADOR

Apellidos: GARCIA ANGULO

Nombres: OSCAR ARMANDO

Fecha de nacimiento:

NOV 23 DE 1972

Nacionalidad:

COLOMBIA

Documento de identidad:

CC 11320570

Correo electronico: osaga72@hotmail.com

Teléfonos: 6293667

Fax:

Entidad donde labora: Instituto Nacional de
Cancerologia, Hospital de San jose, Fundacion

Cardioinfantil

Cargo: Cirujano de Seno y Tejidos blandos

TITULOS ACADEMICOS OBTENIDOS

Titulo obtenido Universidad Ao
Medico y Cirujano Rosario 1994
Cirujano General Rosario / FUCS 2000
Cirugia de Mama y Tejidos U. Javeriana 2006
Blandos

CAMPOS DE LA CIENCIA Y LA TECNOLOGIA EN LOS CUALES ES EXPERTO

1. Cirugia General

4.

2.Cirugia de Mama y Tejidos Blandos o

CARGOS DESEMPENADOS (en los ultimos cinco afios)

Cargo o posicion Institucion Fecha de Fecha de salida
ingreso

Cirugia de Mama y Tejidos Instituto Nacional de Octubre 2006 Activo

Blandos Cancerologia

Cirugia General, mama y Hospital de San jose Febrero 2000 Activo

tejidos blandos

Cirugia General, mama y Fundacion Cardioinfantil Junio 2000 Activo

tejidos blandos
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FORMATO DE HOJA DE VIDA DE INVESTIGADORES.

Marque con X su rol dentro del proyecto

Investigador principal X | Co-investigador

IDENTIFICACION DEL INVESTIGADOR

Apellidos: ARIAS COPETE

Nombres: ANA MARIA

Fecha de nacimiento: Nacionalidad:

JUNIO 2 DE 1972 COLOMBIANA

Documento de identidad:

52082471

Correo electronico: Clipemol2001@gmail.com

Teléfonos: Fax:

3688375/cel 3002048720

Entidad donde labora: INSTITUTO NACIONAL | Cargo: MASTOLOGA

DE CANCEROLOGIA

TITULOS ACADEMICOS OBTENIDOS

Titulo obtenido Universidad Ano
Medica-Cirujana Nacional de Colombia 1996
Ginecologa y Obstetra Nacional de Colombia 2002
Especialista en Colposcopia El Bosque 2002

CAMPOS DE LA CIENCIA Y LA TECNOLOGIA EN LOS CUALES ES EXPERTO

1. Ginecologia 2. Cirugia de Mama

CARGOS DESEMPENADOS (en los Gltimos cinco afios)

Cargo o posicion Institucion Fecha de Fecha de salida
ingreso
Ginecologa Profamilia 2002 2007
Ginecologa Coomeva EPS 2003 2007
Ginecologa Clinica del Occidente 2002 2007

PUBLICACIONES RECIENTES (en los ultimos cinco arios)

31




FORMATO DE HOJA DE VIDA DE INVESTIGADORES.

Marque con X su rol dentro del proyecto

Investigador principal

X | Co-investigador

IDENTIFICACION DEL INVESTIGADOR

Apellidos: OSSA GOMEZ

Nombres: CARLOS ANDRES

Fecha de nacimiento:

FEBRERO 4 DE 1976

Nacionalidad: Documento de identidad:

COLOMBIA CC 71.773.098

Correo electronico: ANDRESOSSA76@hotmail.com

Teléfonos: 3136563828-3006184673 Fax:
Entidad donde labora: Instituto Nacional de Cargo: Especialista en entrenamiento Cirugia
Cancerologia Oncolégica De Mama

TITULOS ACADEMICOS OBTENIDOS

Titulo obtenido Universidad Ao
Medico y Cirujano Universidad Pontificia 2003
Bolivariana
Ginecdlogo Universidad Pontificia 2006
Bolivariana

CAMPOS DE LA CIENCIA Y LA TECNOLOGIA EN LOS CUALES ES EXPERTO

1. Ginecologia

2.

CARGOS DESEMPENADOS (en los tltimos cinco afios)

Cargo o posicién Institucion Fecha de Fecha de salida
ingreso
Cirujano Ginecologo Hospital San Rafael Itagui- 01/06/2007 15/07/2009
ant
Ecografia Obstetricia y
Ginecologica (coordinador)
Metrosalud 01/11/2007 15/07/2009
Ginecologo caja Comfama sede caldas 01/12/2006 30/05/2007
Compensacion Comfama Antioquia

PUBLICACIONES RECIENTES (en los ultimos cinco arios)
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| Margue con X su rol dentro del proyecto-programa |

FORMATO DE HOJA DE VIDA DE INVESTIGADORES.

Marque con X su rol dentro del proyecto

Investigador principal X | Co-investigador

IDENTIFICACION DEL INVESTIGADOR

Apellidos: BELTRAN SALAZAR

Nombres: MARIA ISLENA

Fecha de nacimiento: Nacionalidad: Documento de identidad:

DICIEMBRE 3 DE 1956 COLOMBIANA CC 41650863 BOGOTA

Correo electrénico: malebelsal@hotmail.com

Teléfonos: Cel : 3107647798 Fax:
Entidad donde labora: Cargo
INSTITUTO DE CANCEROLOGIA MEDICO ESPECIALISTA EN PATOLOGIA:

TITULOS ACADEMICOS OBTENIDOS

Titulo obtenido Universidad Afo
MEDICO CIRUJANO JAVERIANA 1980
MEDICA PATOLOGA JAVERIANA 1987
PATOLOGA ONCOLOGA  |JAVERIANA 2007

CAMPOS DE LA CIENCIA Y LA TECNOLOGIA EN LOS CUALES ES EXPERTO

1.PATOLOGIA ONCOLOGICA 2:

CARGOS DESEMPENADOS (en los ultimos cinco afios)

Cargo o posiciéon Institucion Fecha de Fecha de
ingreso salida
PATOLOGA ONCOLOGA |[INSTITUTO DE MAY0/1998 Activo
CANCEROLOGIA

PUBLICACIONES RECIENTES (en los tltimos cinco afios)
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X | Responsable | | Otro miembro del equipo

IDENTIFICACION DEL RESPONSABLE

Apellidos: Zamora Rangel

Nombres: Felipe

Fecha de nacimiento: 30 de Nacionalidad: Colombiano Documento de

julio de 1976 identidad: CC:
91490036 de
Bucaramanga

Correo electrénico: fzamora@cancer.gov.cp

Teléfonos: 8850737 Fax:

Entidad donde labora: Instituto Nacional de Cargo: Profesional Especializado

Cancerologia

TITULOS ACADEMICOS OBTENIDOS

Titulo obtenido Universidad Ao

Médico Universidad de la Sabana 2003

Magister en Ciencias basicas Universidad del Valle 2006

médicas

Magister en Epidemiologia Universidad Nacional 2009

Clinica

CAMPOS DE LA CIENCIA Y LA TECNOLOGIA EN LOS CUALES ES EXPERTO

1. Ciencias basicas con énfasis en Inmunologia | 4.

2. Epidemiologia Clinica B
3. Guia de Practica Clinica 6.
| CARGOS DESEMPENADOS (en los Gltimos cinco afios)
Cargo o posicién Institucion Fecha de Fecha
ingreso de
salida
Profesional Especializado 111 Instituto Nacional de Febrero de Actual
Grupo de Investigaciones Cancerologia 2008
Clinicas en cancer
Profesional Especializado Hospital Simodn Bolivar Febrero 2007 | Actual
ESE

PUBLICACIONES RECIENTES (en los ultimos cinco afos)

MYRIAM AREVALO-HERRERA, YEZID SOLARTE, FELIPE ZAMORA, FABIAN MENDEZ,
MARIA FERNANDA YASNOT, LEONARDO ROCHA, CAROLE LONG, LOUIS H. MILLER, AND
SOCRATES HERRERA. PLASMODIUM VIVAX: TRANSMISSION-BLOCKING IMMUNITY IN A
MALARIA-ENDEMIC AREA OF COLOMBIA. Am J Trop Med Hyg 2005 73: 38-43.

FELIPE ZAMORA, OSCAR RAMIREZ, JUANA VERGARA, MYRIAM AREVALO-HERRERA,

AND SOCRATES HERRERA. HEMOGLOBIN LEVELS RELATED TO DAYS OF ILLNESS, RACE,
AND PLASMODIUM SPECIES IN COLOMBIAN PATIENTS WITH UNCOMPLICATED
MALARIA. Am J Trop Med Hyg 2005 73: 50-54. :
FELIPE ZAMORA, DANIEL ANZOLA, ROSARIO ALBIS, MONICA BALLESTEROS, RICARDO
SANCHEZ. éCOMO SE HA EVALUADO LA CALIDAD DE VIDA EN PACIENTES CON CANCER
GASTRICO SOMETIDOS A TRATAMIENTO QUIRURGICO? REVISTA COLOMBIANA DE
CANCEROLOGIA 2008 VOL 12(4).
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PREVALENCIA DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA TRIPLE
NEGATIVO Y BASAL-LIKE ATENDIDAS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
CANCEROLOGIA Y HOSPITAL DE SAN JOSE EN EL PERIODO 2006 -2008
CON DIAGNOSTICO DE NOVO DE CANCER DE MAMA.

Autores: Garcia Oscar, Ossa Andrés, Beltran Maria Islena, Cano Miguel,
Villamizar Licet, Arias Ana Maria.

Términos MESH : Neoplasias de la mama, citoqueratina, basal, prevalencia

RESUMEN : OBJETIVOS : Determinar la prevalencia de pacientes con cancer
de mama Triple Negativo en la poblacién de pacientes atendidas en Instituto
Nacional de Cancerologia (INC) y Hospital de San José (HSJ) con diagnéstico
de novo durante el periodo 2006-2008, Establecer la prevalencia de pacientes
con cancer de mama basallike y no basallike usando técnicas de
inmunohistoquimica de las pacientes con cancer de mama friple negativo
atendidas en el INC y HSJ en el afio 2006- 2008, Describir las caracteristicas
demograficas y clinico-patolégicas de las pacientes con cancer de mama triple
negativo basal-like y no basal-like. METODOS: El tipo de estudio corresponde
a un estudio descriptivo de corte transversal, de las pacientes con diagnéstico
de cancer de mama de novo, atendidas en el INC y el Hospital San José (HSJ)
en el afio 2006-2008. Se ingresaron mujeres mayores de 17 afios con
diagnéstico histolégico confirmado de adenocarcinoma de mama. Se
excluyeron pacientes a las que no se conserven los bloques de parafina o no
se les pueda realizar todos los marcadores inmuno-histoquimicos requeridos
por el estudio y se procedid a realizar los marcadores de inmunohistoquimica
considerados en el estudio (EFGR, CK5, CK6, S100, P65, CK 14). Se
procesaron las muestras siguiendo las recomendaciones de la casa matriz. La
re-lectura de la patologia y la interpretacion se realizo por un patélogo
Oncélogo y se procedié a analizar la informacion con el programa estadistico
stata10 RESULTADOS : Un total de 1922 casos de cancer de mama invasor
fueron diagnosticados en el periodo comprendido 2006-2008 de los cuales
fueron identificados 154 casos de tumores triple negativos (RE negativo, RP
negativo, HER-2 Negativo ) mediante técnicas de inmunohistoquimica. De
estos casos se obtuvo informacién completa de 84 casos. 50 (59,52%)
corresponden a casos catalogados como basal-like, mientras que 34 (40,48%)
corresponden a tumores no basal-like. El 95,2% de los casos fueron pacientes
con tumores mayores de 2 cm de diametro, y en su mayoria correspondian a
tumores localmente avanzados T4a-d: 43 casos, (51,19%).presentaron
ganglios positivos el 79,7% (67 ) de los pacientes.

CONCLUSIONES: el presente estudio es el primero en Colombia que busca
determinar mediante inmunohistoquimica la prevalencia de cancer de mama
triple negativo de tipo basal like en poblacién colombiana, encontrando una
prevalencia de 8.01%, el cual se encuentra por debajo de lo reportado en la
literatura mundial (11.9-25%).Los tumores triple-negativos evaluados en este
estudio comparten en su mayoria factores de mal pronostico como alto grado
histolégico, invasion linfo-vascular, tumores mayores de 2 cm y compromiso
metastasico ganglionar semejantes a los reportados en la literatura mundial.
estos hallazgos permiten desarrollar a futuro una serie de estudios en



poblacion colombiana que evalien el pronostico y las sobrevida de pacientes
con cancer de mama triple negativo asi como opciones de tratamiento para

este grupo de pacientes.

Introduccién:

A nivel mundial el cancer de mama
es la segunda causa de mortalidad
en las mujeres y la causa principal
de mortalidad por cancer en
mujeres entre los 40 y los 55 afios
de edad. La Sociedad Americana
del Cancer (ACS pos sus Siglas en
Ingles) calcula que para el afio 2007
se diagnosticaron 178.480 casos
nuevos de cancer invasor de
mama en Estados Unidos y 40.910
muertes en el mismo afio (1).

En Colombia, el cancer de mama
ocupa el primer lugar de incidencia
y el segundo en mortalidad después
del cancer de cuello uterino. Segun
el Registro Poblacional de Cali se
calcula una incidencia de 32 casos
nuevos por cada cien mil mujeres
por afio. Segun los datos publicados
recientemente por Globocan 2008
se presentaron para el afio 2008,
6655 casos nuevos con una
incidencia de 31.2 por 100.000
habitantes (2). En el INC en el afio
2008, se registraron 637 casos
nuevos de cancer de mama, lo que
represento el 19,2 % de todos los
casos de cancer diagnosticados en
mujeres (3).

Tradicionalmente, los factores
pronésticos mas importantes en
cancer de mama han sido el
compromiso de los ganglios

linfaticos, el tamaifio tumoral, y el
grado histolégico. El namero de
ganglios axilares comprometidos ha
sido demostrado ampliamente como
el factor aislado mas importante
para predecir la supervivencia
global y libre de enfermedad en
pacientes con cancer de mama.

Sin embargo, estudios recientes de
andlisis de expresion genética
utilizando técnicas de micro-
seleccion en muestras de casos de
cancer de mama, han demostrado
una gran variabilidad en el
prondstico de estas pacientes
cuando se han estratificado por los
factores pronosticos clasicamente
conocidos. Mas bien, estos estudios
genéticos han demostrado que
podria existir una forma diferente de
clasificar los casos de cancer de
mama, que se acopla aun mejor al
desenlace que los factores
pronosticos utilizados hasta la fecha

(4) (5) (6).

De estos nuevos subgrupos de
cancer de mama, el subgrupo
denominado basal-like 6 basaloide
ha demostrado tener el peor
prondstico en  términos de
supervivencia global y
supervivencia libre de enfermedad
(7). Si bien, la definicion exacta de
este subgrupo se ha hecho con
técnicas moleculares de expresion
genética, existen estudios que



demuestran la concordancia para la
deteccion de tumores basal-like
utilizando técnicas de inmuno-
histoquimica. Clasicamente, se ha
considerado que los tumores basal-
iike muestran un perfil de
inmunohistoquimica caracterizado
por negatividad en la expresion de
tanto receptores de estrogeno,
progesterona como del receptor tipo
2 del factor de crecimiento
epidérmico (HER-2), perfil conocido
como ‘“triple-negativo”. La ventaja
de las técnicas de inmuno-
histoquimica es la facilidad de su
realizacion asi como su menor
costo, lo que permite en la practica
clinica la caracterizacion de
pacientes con cancer de mama del
subtipo basal-like (8).

Sin embargo, la presencia de un
perfil de inmunohistoquimica triple-
negativo no parece ser suficiente
para lograr una  adecuada
correlacion con la clasificacion
molecular de tumores basal-like (9)
por lo cual se ha propuesto la
adiciobn de otros marcadores como
son las citoqueratinas 5/6, 14, o el
receptor del factor de crecimiento
epidérmico tipo 1 (EGFR) que han
mejorado la tasa de concordancia.
Tumores triple-negativos que no
muestran expresion de estos
marcadores por el contrario,
parecen mostrar expresion de
factores vistos en diferenciaciéon
mioepitelial como el p83 o S-100
(10) (11) (12).

La informaciéon anterior marca un
punto muy importante en la
identificacion con intencion

diagnostica del cancer de mama
basal-like, con pruebas mas
accesibles y menos costosas,
comparadas con las técnicas
genéticas, aplicables en nuestra
poblaciéon colombiana, lo que motiva
la realizaciéon de este trabajo cuyo
objetivo principal es la medicion de
la prevalencia de pacientes de
cancer de mama basal-like en
pacientes con cancer de mama
atendidas en el Instituto Nacional de
Cancerologia, utilizando técnicas de
inmuno-histoquimica.

Materiales y Métodos :

El tipo de estudio corresponde a un
estudio descriptivo de corte
transversal, tomando una muestra
representativa de las pacientes con
diagnéstico de cancer de mama de
novo, atendidas en el INC y ei
Hospital San José (HSJ) en el afio
2006-2008. Se ingresaron mujeres
mayores de 17 afos con
diagnéstico histolégico confirmado
de adenocarcinoma de mama. Se
excluyeron pacientes a las que no
se conserven los bloques de
parafina o no se les pueda realizar
todos los marcadores inmuno-
histoquimicos requeridos por el
estudio.

Se realizaron los
procesos:

siguientes

Seleccion y muestreo de los
bloques de parafina: todos los
casos fueron revisados por un
patbélogo-oncélogo. Los bloques de
parafina se obtuvieron de los



archivos del servicio de patologia
del Instituto  Nacional De
Cancerologia y del servicio de
Patologia del Hospital de San José
previa aprobacion del comité de
ética de ambas instituciones. Los
andlisis y estudios de inmuno-
histoquimica se realizaron en el
Departamento de Patologia del INC.
Se tomo como punto de partida el
registro previo en la historia de
cancer de mama triple negativo
para realizar la lectura de la
inmuno-histoquimica A estos
bloques se les aplicaron
marcadores de inmunohistoquimica
(citoqueratinas 5, 6, 14, factor de
crecimiento epidérmico (EGFR),
p63, S100).

Todos Los tejidos fueron cortados
(4 ym) y adheridos a las laminas
posteriormente  se sumergen en
etanol en cuatro pasos iniciando el
primero por una concentracion del
100% luego usando el 90% y por
ultimo el 80% con una duracion de 2
minutos por cada una
posteriormente se sumergen las
laminas en citrato buffer vy se
introducen en el autoclave hasta 15
libras de presion dejandolas enfriar
para la recuperaciéon de antigenos.
Se agrega el perdxido de hidrégeno
al 3% (PBS 9.7 ML + H202 0.3 ML)
por 10 minutos. Su funcion es
bloquear la peroxidasa endogena vy
luego se agregan los diferentes
anticuerpos primarios a las
diluciones correspondientes
dejandose incubar por 30 minutos.
Se utilizaron para este estudio
pruebas de inmunohistoquimica con
EFGR, CK5, CK6, S100, P65, CK

14, en cortes histolégicos sobre
laminas cargadas (IHQ
SLIDETECH®), a cada uno de los
tejidos en bloques de parafina de
los pacientes seleccionados (6
Cortes por cada caso), manejando
los anticuerpos de la casa comercial
NOVOCASTRA con las siguientes
diluciones: EFGR (Dil 1:100 0.1 ml),
CK5 (1:100 0.1 ml), CK6 (1:20, 0.1
ml), , S100 (Ready to use), P63,
(Ready to use), CK 14 (Ready to
use), con el kit de deteccion
BioGenex Super Sensitive™. La
técnica utilizada fue la
recomendada por la casa comercial.
Se definié casos basal like cuando
expresaban CK 5/6 y/o, CK 14 y/o
EFGR, y casos no basal like cuando
expresaron p63 y/o S-100. Los
resultados fueron medidos por
analisis cuantitativo. se
consideraron positivos, con
intensidad leve, moderada o
intensa, de acuerdo al patron
especifico de marcacion.

- Revisiébn de historias clinicas: se
realizo analisis de los datos de la
historia clinica relevantes para el
estudio tales como ( edad, estado
menopausico, diagnostico
histologico, clasificacion  tumoral
segun TNM, presencia de invasion
linfovascular, y grado histologico
segun la clasificacion de
Scarff_Bloom-Richardson )

Analisis Estadistico

Se realiz6 el calculo de las
prevalencias de tumores ftriple
negativos basal-like y no basal
like. Se realizo andlisis de todas



las variables clinicas, patolégicas y
de inmunchistoquimica. los analisis
estadisticos se realizaron con el
programa Stata 10.

Resultados:

Un total de 1922 casos de cancer
de mama invasor fueron
diagnosticados en el periodo
comprendido 2006-2008 en el
servicio de seno del instituto
nacional de cancerologia y del
Hospital de San José, de los cuales
fueron identificados 154 casos de
tumores ftriple negativos (RE
negativo, RP negativo, HER-2
Negativo ) mediante técnicas de
inmunohistoquimica. De estos
casos se obtuvo informacion
completa y se encontraron los
bloques de parafina de 84 casos.
70 casos fueron excluidos porque
no hubo conservacion de los
bloques de parafina 0 no se pudo
realizar los nuevos marcadores de
inmunohistoquimica sobre ellos.

Entre los 84 casos ftriple-negativos
revisados, 50 (59,52%)
corresponden a casos catalogados
como basal-like, mientras que 34
(40,48%) corresponden a tumores
no basal-like. Las caracteristicas
socio-demograficas de estos
pacientes son presentadas en la
tabla 1. Todos los pacientes fueron
mujeres con una edad promedio de
54,15 afios con un rango entre 27 y
85 afos (DS 11,79). 44 casos
(52,38) fueron procedentes de
Bogota, mientras que 40 casos
(47,62%) fueron procedentes de
territorios fuera de Bogota. 30

(35,71%) de los casos pertenecian
al régimen contributivo, 33 (39,29%)
al subsidiado, 20 (23,81%) al
vinculado, y tan solo 1 no tenia
afiliacion al Sistema General de
Seguridad Social del Estado. Al
momento del diagnéstico, 33
mujeres (39,29%) eran
premenopausicas y 49 mujeres
(58,33%) postmenopausicas.

Las variables clinicas medidas se
muestran en la tabla 2. No se
encontraron pacientes en estado
clinico |. El estado Ill reine el mayor
numero de pacientes, siendo el
estado |lIb con 37 casos (44,05%)
el mas frecuentemente encontrado.
5 casos (5,95%) correspondian a
estados V. Ochenta tumores
(95,24%) fueron mayores de 2 cm
de diametro, y en su mayoria
correspondian a tumores
localmente avanzados (T4a-d: 43
casos, 51,19%). En el examen
clinico inicial se clasific6 como
ganglios positivos a 67 pacientes
(79,76%).

Las variables patolégicas son
mostradas en la tabla 3. La mayoria
de los pacientes fueron clasificados
como de alto grado histologico (50
casos, 59,52%). 32 pacientes
(40,47%) fueron clasificadas como
grado | y Il. Setenta y seis casos
(90,48%) fueron carcinoma ductal y
un caso (1,19%) corresponde a un
carcinoma lobulillar. El reporte
patolégico  definitivo  demostrd
compromiso ganglionar en 46
pacientes (54,76%), invasion
linfovascular presente en 52
pacientes (61,90%) y un tamafo



tumoral mayor de 5 cm en cuarenta

casos (47,62%)

Fig1. Citoqueratina S100. Se observa el patrén de marcacion nuclear y
citoplasmético en las células tumorales. Fig.2. EfGR. Grupos de células
tumorales con marcacién de membrana citoplasmética. Fig.3 Citoqueratina 5.
Tejido mamario comprometido por carcinoma ductal infiltrante con marcacion
citoplasmética.Departamento Patologia Instituto Nacional de Cancerologia

Bogota,Colombia 2011

Discusion:

Hace mas de tres décadas, varios
investigadores  describieron una
proporcion de tumores malignos
mamarios cuyas células compartian
hallazgos fenotipicos similares a los
observados en células basales-
mioepiteliales del epitelio mamario
normal. Este sub-grupo de tumores
comparte un perfil caracterizado
por la falta de expresién de
receptores de estrogenos,
progesterona y HER-2 y de
expresion de algunas
citoqueratinas como citoqueratina 5
y 6 (13) (14) (15). Se demostré

ademas una menor Ssupervivencia
libre de enfermedad y supervivencia
global comparado con ofros
tumores con caracteristicas
fenotipicas diferentes (18) (17).

Posteriormente, los estudios de
perfiles de expresibn genéticas
usando técnicas de microarreglios
genéticos llevados a cabo en la
Ultima década transformaron Ila
clasificacion morfolégica clasica
hacia una clasificacion molecular.
Se encontraron 4 subgrupos:
tumores con receptores de
llamados



grupo luminal (a su vez divididos en
luminal A, luminal B,); tumores
breast-like normal; tumores HER-2
positivo; y tumores basal- like (4).
Estos nuevos subgrupos tumorales
han mostrado diferencias
consistentes en la historia natural
de cada grupo molecular (5).

Especificamente, el grupo
denominado basal-like mostré un
peor pronostico, mas metastasis
pulmonares y cerebrales, una
supervivencia mas corta (6) (18) y

demostraba caracteristicas
previamente conocidas de
negatividad de receptores
hormonales y HER-2 (triple

negativo), asi como la expresion de
algunas citoqueratinas asociadas a
las células basales (8).

La prevalencia reportada en la
literatura de tumores de mama triple
negativos ha variado desde 11,9 a
25% (19) (20) y parecer variar de
manera importante segun el grupo
racial y el estado de menopausia,
llegando a ser tan alta como el 39%
en afroamericanas y pre-
menopausicas. La prevalencia
encontrada en el presente estudio
fue de 8.01%, el cual se encuentra
por debajo de lo reportado. No se
conoce la causa de esta menor
prevalencia pero diferencias
raciales pueden influr en el
resultado, dado que nuestra
poblacién desciende
fundamentalmente de una mezcla
entre poblacién caucasica,
indoamericana y africana. Sin
embargo, un reciente articulo de
Lara-Medina y colaboradores

encontraron una prevalencia de
23,1% en pacientes mexicanos,
siendo una poblacién étnicamente
similar a la nuestra. Ancestria
genética y  faclores  socio-
demograficas diferentes podrian
influir en estos resultados (21).

Los tumores triple-negativos
evaluados en este estudio
comparten en su mayoria factores
de mal pronéstico como alto grado
histolégico, invasion linfo-vascular,
tumores mayores de 2 cm y
COmpromiso metastasico
ganglionar. Este hallazgo es similar
a lo publicado en la literatura acerca
de las caracteristicas morfo-
patolégicas de los tumores triple-
negativos (22), Livasy y
colaboradores encontraron una alta
correlacion de tumores basal-like
por técnica de microarreglos con
ciertas caracteristicas histologicas
como alto grado nuclear, presencia
de mitosis, e infiltrado linfocitico
estromal (11).

Por otro lado, es importante
mencionar que si bien una
caracteristica fundamental de los

tumores basal-like es la
combinacion de negatividad de los
receptores de estrégeno,

progesterona y HER-2, conocida
como “Triple negativo”, no debe ser
entendido que todos los tumores
triple negativos son sinénimo de
tumores basal-like. Ha sido
demostrado que no todos los
tumores triple negativos por
inmunohistoquimica comparten el
mismo perfil de expresiéon genética
y molecular que los tumores basal-



like (23). El estudio de Kreike y
colaboradores demostré que solo el
91% de los tumores clasificados
como triples negativos mostraron
una correlacion con las
caracteristicas de tumores basal-
like al estudio molecular. Por el
contrario, el restante 9% mostrd
caracteristicas  fenotipicas  de
tumores normal-like 6 no pudieron
ser clasificados (24).

Torsten y Nielsen evaluaron el
desarrollo de los ensayos de
inmuno-histoquimica para definir
tumores basal-like y estudiaron 21
casos, previamente identificados
por expresion genética. Este estudio
encontr6 una asociacion entre
citoqueratinas 5/6 con positividad en
el factor de crecimiento epidérmico
y la negatividad de la sobre-
expresion del receptor HER 2 y
negatividad del receptor estrogénico
(25). Esta asociacion demostré ser
el mejor predictor para el patrén
genético establecido como basal-
like, con una sensibilidad del 76% y
una especificidad del 100%,
correlacionandose de igual manera

con un decremento en |la
supervivencia. Rakha y
colaboradores recomiendan

siempre complementar el perfil de
inmunohistoquimica de los tumores
triple-negativos con marcadores
“basales” como citoqueratinas 5/6,
citoqueratina 14 y/o EGFR (9).

Recientes estudios publicados con
un mayor nimero de casos y un
extenso seguimiento clinico, han
utilizado la expresion de
citoqueratinas 5/6 y/o citoqueratina

14, y vimentina para definir los
casos de tumores basal-like y han
demostrado también una gran
correlacién con un pobre prondstico.
(22) (11).

En nuestra serie, cuando se realizd
la diferenciacion de tumores triple-
negativos con perfil
inmunohistoquimico sugestivo de
basal like (expresion de CK 5/6 y
EGFR) con tumores no basal like
(expresion de p63 y S-100) se
encontré un porcentaje de 59,52%
de tumores basal-like y 40,48% de
tumores no basal-like. El porcentaje
de tumores basal like entre tumores
triple negativo es variado y parece
depender del tipo de marcadores de
inmunohistoquimica utilizado. Los
resultados de nuestro estudio son
similares a los de Choi vy
colaboradores que reportaron una
proporcion de 60,7% para tumores
basal-like dentro del grupo de
tumores ftriple negativos, basado en
un panel de RE, RP, HER-2, CK 5/6
y EGFR (22). Importante mencionar
de este estudio es que encontré
diferencias en la supervivencia
global y libre de enfermedad en los
dos subgrupos de triple negativos,
siendo peor para el grupo con
negatividad para las CK 5/6 y
EGFR, lo cual justificaria la
implementacion de utilizacion de
los marcadores de
inmunohistoquimica especificos
para definirlos.

La identificacion de los tumores
basal-like no solamente tiene
implicaciones prondésticas, sino que
la investigacion clinica ha generado



importante informaciéon relacionada
a la respuesta esperada en
diferentes regimenes de
quimioterapia en estos pacientes,
como por ejemplo una mayor
sensibilidad a esquemas a base de
antraciclinas (22) o compuestos con
platinos. Adicionalmente, los
nuevos conocimientos sobre la
biologia molecular que gobierna a
estos tipos de tumores ha abierto la
posibilidad de nuevas terapias
dirigidas como los inhibidores de la
PARP (poli ADP-ribosa polimerasa
tipo 1) (26).

Este tipo de estudios descriptivos
ofrece informacién de base para
generar nuevos  interrogantes
acerca del espectro de los tumores
triple-negativos basal-like y no
basal-like en poblaciones como las
nuestras. Se requiere mayor
investigacion cientifica para resolver
inquietudes sobre su relacién con
factores raciales, diferencias en su
historia natural y pronésticos, asi
como sus posibles implicaciones
clinicas terapéuticas.

Tabla 1. Variables socio-demograficas
—_Basal

v

59,52 34 40,48

Contributivo 30 3571
Subsidiado 33 39,29
Vinculado 20 2381
Sin afiliaciéon 1 ©1,19

38,00 11 32,35
40,00 13 38,24
22,00 9 26,47

0,00 1 2,94

Tabla 2. Variables clinicas

Datos No %

% No %




Tamario tumoral clinico

4% 1,19
-3 3,57
T2 24 28,57
™ 13 15,48

Al amh - e

ganglionar
Nx 2 2,38 4,00 0 0,00
NO 15 17,86 16,00 7 20,59
N1 39 4643 44,00 17 50,00
N2 22 26,19 28,00 8 23,53
N3 6 7,14 8,00 2 5,88
Tabla 3. Variables patolégicas
Total Basal No basal

Tipo histolégico
Ductal
Lobulillar

Invasion linfo-vascular
Presente

Conclusiones : el presente estudio
de cancer de mama triple negativo
en poblacion colombiana evalua la
frecuencia de tumores de
caracteristicas basal like mediante
inmunohistoquimica , encontrando
una prevalencia inferior a la
reportada en oftras series de la
literatura mundial e inclusive de
otras series en la region
latinoamericana como el estudio
mexicano publicado por Lara-
Medina (21). Sin embargo, esta
afirmacién requiere ser validada en
un estudio de tipo prospectivo vy
en diferentes poblaciones
latinoamericanas. A pesar de

desconocer las causas que
expliquen este hallazgo, los autores
consideran como hipétesis varios
factores entre ellos
étnicos/genéticos, ambientales y
factores reproductivos. Entre las
caracteristicas clinico patologicas
los autores encontraron que los
tumores de expresion basal-like
presentaban tamafo tumoral mayor
, alto grado de diferenciacion
tumoral y presencia de invasion
linfovascular caracteristicas
semejantes reportadas en la
literatura mundial y que se asocian
con mal pronostico
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