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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de Paget se encuentra asociada en un 98% de los casos a un carcinoma
mamario, en un 10% al intraductal y en un 90% de los casos al infiltrante. El grado de
diferenciacion tumoral de cada uno de estos relacionado con la enfermedad de Paget ha
sido descrito como de alto grado®.

El patron histologico distintivo de infiltracion epidérmica por células tumorales ha
conducido al uso del termino “diseminacion pagetoide” para indicar cualquier condicion
donde las células son distribuidas aisladas o en pequefios grupos a través de la epidermis;
este patron es visto en otras condiciones patologicas que pueden afectar la piel (en areas
donde la enfermedad de Paget ha sido reportada). En la mayoria de los casos el
diagnostico correcto puede ser alcanzado con cuidadosa evaluacion clinica e
histopatologica y la ayuda de un panel de marcadores de histoquimica e
inmunohistoquimica, los mas frecuentemente empleados son la CK7, HMFG, EMA,

CAMS,2 y HER2/neu. 3%,

Las tipicas células grandes  redondas u ovales con citoplasma amplio palido, nicleo
grande y nucleolo prominente con variable grado de pleomorfismo de la enfermedad de
Paget pueden ser un problema diagnostico y, la expresion de citokeratina 7, citokeratina
20 y PAS con y sin diastasa puede ser usada para distinguir entre enfermedad de Paget y

. , ’ . . 6.7
otras neoplasias con células de morfologia similar. ™.



La interpretacion de la positividad para citokeratina 7, ha sido controversial "; esta fue
inicialmente considerada 100% especifica y sensible como marcador de enfermedad de
Paget. Aunque los casos clasicos de enfermedad de Paget son facilmente diagnosticados
con base a su morfologia con hematoxilina y eosina, existen presentaciones histologicas
no tan clasicas que pueden ser un problema diagnéstico. *”'°. Inmunohistoquimica con
una amplia variedad de anticuerpos ha sido usada para la identificacion de células de Paget
con histologias no clasicas, y para su distincion de otras entidades como melanoma de

extension superficial y enfermedad de Bowen con patron pagetoide '’

La presencia de citokeratina 7 sola no es diagnostica de enfermedad de Paget mamario, sin
embargo, representa un importante soporte si se usa junto con la morfologia de
hematoxilina y eosina * y otros marcadores de histoquimica (PAS con y sin diastasa) e

inmunohistoquimica (citokeratina 20).

La realizacion de este estudio tiene como finalidad describir la presencia de los
marcadores citokeratina 7, citokeratina 20 y PAS con y sin diastasa en casos de
enfermedad de Paget mamaria diagnosticados en el Instituto Nacional de Cancerologia
entre los afios 1997 y 2002, y el grado de diferenciacion tumoral del carcinoma mamario

subyacente.

En el Instituto Nacional de Cancerologia se diagnostican anualmente un promedio de 400
casos de carcinoma mamario, si tenemos en cuenta que la incidencia de la Enfermedad de

Paget corresponde al 1,5% de los casos de carcinoma mamario, tendremos unos 6 casos



por afio, los que pueden presentar dificultades diagnosticas, y los marcadores de
histoquimica e inmunohistoquimica como Pas con y sin diastasa, Citokeratina 7 y
Citokeratina 20 constituyen una valiosa herramienta para realizar un diagnostico y

tratamiento oportuno.

La literatura mundial ha establecido en diferentes estudios la especificidad y sensibilidad
de estos marcadores en la Enfermedad de Paget y en el carcinoma mamario subyacente,
pero desconocemos la reactividad de estos marcadores en los casos de Enfermedad de
Paget entre nuestras pacientes quienes presentan estadios avanzados de carcinoma de seno
los cuales en un 80% son IIIb o IV. En el Instituto Nacional de Cancerologia el
diagnostico de la enfermedad de Paget se ha realizado con hematoxilina y eosina y se hace
necesario encontrar un método costo efectivo para el diagnostico diferencial en casos
problema. En el pais no se ha realizado ningun estudio con estas caracteristicas, por lo que

este se constituye en el primer estudio al respecto en el Instituto Nacional de Cancerologia.



2 JUSTIFICACION

La enfermedad de Paget del pezon esta caracterizada por la presencia de un tipo especial
de células neoplasicas en la epidermis, frecuentemente asociada con carcinoma ductal

(9,11,12,13)

subyacente , se considera que representan migracion de células tumorales hacia

5 . 4 . . . . y
la epidermis >'“'* las cuales son usualmente similares en apariencia histologica,

inmunohistoquimica y expresion a los oncogenes’.

La Citokeratina 7 se ha descrito como un sensible marcador de células de Paget, pero no

lo es en todos los casos!?

, puede ayudar en el diagnostico diferencial de enfermedad de
Paget con otros procesos neoplasicos y con células normales presentes en el pezon.
Estudios mas recientes han encontrado reactividad para citokeratina 7 en enfermedad de
Paget mamaria en mas del 95% de los casos. ' Smith y col * e Inokuchi y col'® reportaron
que la reactividad contra CK7 era la mas especifica en relacion con otras citokeratinas, y
que este marcador colorea todas las células de Paget difusa e intensamente, concluyendo

que la citokeratina 7 es el anticuerpo de eleccion en la deteccion de la enfermedad de

Paget.

En las células de Paget mamarias la Citokeratina 20 no muestra reactividad '° y entre un

50 y 60% han mostrado positividad para PAS sin diastasa. '*'"'*

En el presente estudio pretendemos realizar estudios de histoquimica como el PAS con y

sin diastasa y de inmunohistoquimica CK7 y CK20 en las células de Paget mamarias, con
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el fin de comparar la positiviodad y negatividad de la coloracion utilizando un método
economico y de facil acceso como el PAS con y sin diastasa en relacién con Citokeratina
7y Citokeratina 20 que no se encuentran facilmente disponibles en todos los laboratorios

de patologia y que representan un mayor costo.

Ademas teniendo en cuenta que el carcinoma mamario subyacente asociado a la
enfermedad de Paget ya sea in situ o infiltrante no ha sido relacionada con el grado de
diferenciacion tumoral, nos proponemos establecer el grado de diferenciacion tumoral de
cada uno de los carcinomas mamarios de acuerdo a la clasificacion de Van Nuys para el
carcinoma in situ , la de Bloom Richardson modificada para el carcinoma ductal

infiltrante y la especifica para las variantes.

Se escogio para el estudio el periodo comprendido entre los afios de 1997 y 2002, teniendo
en cuenta que la base de datos del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de

Cancerologia se encuentra sistematizada a partir de 1997.



3. MARCO TEORICO

3.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DE PAGET

Sir James Paget fue el primero en describir la enfermedad de Paget de mama en 1874. El
reportd una enfermedad eczematosa cronica de la piel del pezon y areola en 15 mujeres,
con un carcinoma intraductal asociado en la glandula mamaria subyacente'*°. En 1881
George Thin ilustro6 la primera descripcion microscopica de enfermedad de Paget. Crocker
describe el primer caso de enfermedad de Paget extramamaria (desorden dérmico que se
presenta clinicamente similar a enfermedad de Paget mamaria) en pene en el afio de 1889.
Darier en 1889 inform6 sobre las células caracteristicas de la entidad, las denomind
disqueratosicas y las asoci6 a una nueva forma de psorospermosis cuténea, y es lo que hoy
en dia se denomina universalmente como células de Paget. 2! En 1901, Dubreuilh reporta
un caso de vulva.*? El concepto que la enfermedad de Paget representa la diseminacion de
células tumorales hacia la epidermis desde un carcinoma mamario fue primero
desarrollado en 1904 por Jacobaeus; estas observaciones fueron confirmadas en 1927 por
Muir quien describe el fenomeno de enfermedad de Paget “secundaria”, la cual ocurre
cuando un carcinoma mamario se extiende directamente hacia la epidermis y se acompafa

de diseminacion intraepidermica de las células de Paget.

3.2 DEFINICION
El sistema de clasificacion de enfermedades de la Organizacion Mundial de la Salud

define la enfermedad de Paget del pezon como una “lesion en la cual células grandes de



coloracion palida estan dentro de la epidermis del pezon predominantemente en la mitad

profunda. ®

3.3 INCIDENCIA

La enfermedad de Paget mamaria es una enfermedad poco frecuente que representa el
2-3% de todas las neoplasias de seno, de 1 — 4% de las mujeres con carcinoma de mama
desarrollan enfermedad de Paget. Del 1% de los carcinoma mamarios masculinos, 7,4 —
10,6% presentan enfermedad de Paget,”” con una frecuencia mayor entre los hombres
con cancer mamario >'. Robledo y col en Colombia en el Instituto Nacional de
Cancerologia informaron 45 casos en 20 afios para una frecuencia de 1,5% de los canceres
mamarios, de los cuales 15 eran carcinomas intracanaliculares (14 sin tumor palpable y 1
con masa palpable) y 30 casos presentaban carcinoma infiltrante (10 sin tumor palpable y
20 con tumor palpable)** . Marquez y col de la Clinica San Pedro Claver de Bogota
informaron en un estudio de 10 afios una frecuencia de la enfermedad de Paget del 1,8%

. s 21
de los canceres mamarios” .

3.4 PRESENTACION CLINICA

La enfermedad de Paget mamaria no presenta predisposicion racial. El rango de edad
entre las pacientes femeninas se encuentra entre 24 y 84 afios con una edad promedio al
diagnostico de 55 afios. El rango de edad de presentacion entre los hombres es de 48 a 80
afios. >

La presentacion clinica de la enfermedad de Paget mamaria es igual en hombres y

mujeres, se presentan con una larga historia de lesiones eczematosas en la piel del pezon y
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areas adyacentes. Las lesiones eczematosas presentan signos y sintomas que incluyen:
eritema, descamacion, prurito, ardor, ulceracion, exudado con descarga serosanguinolenta,
sangrado en diferentes combinaciones. Los signos y sintomas mas tempranos estan dados
por excoriacion por rascado, resolucion y recurrencia de las pequefias vesiculas dentro de
la lesion dérmica. Al examen fisico se encuentra tipicamente descamacion, eritema, costra
y placas gruesas sobre el pezon que se diseminan a la areola; una placa eritematosa bien
definida a diferencia de las lesiones eczematosas es caracteristica de la enfermedad de
Paget. Retraccion del pezon o la presencia de nodulo palpable indican un carcinoma
mamario invasivo subyacente. La descarga serosanguinolenta puede ser evidente durante
el examen fisico. Mas de dos tercios de las pacientes tienen tumor de seno palpable, las
lesiones miden entre 3 mm y 15 cm, con un promedio de 2,8 cm. Invaginacion del pezon
algunas veces puede ser visto. Los cambios en el pezon estan asociados con carcinoma
mamario subyacente (in situ o infiltrante) en mas del 98% de los casos, de estos
intraductal 10% e infiltrante 90% .' En la mayoria de los casos los ductos lactiferos
directamente conectados a la enfermedad de Paget contienen comedocarcinoma. El
carcinoma ductal in situ asociado con enfermedad de Paget caracteristicamente tiene un
patron de crecimiento solido a comedo. Carcinomas cribiformes han sido encontrados en
alrededor del 10% de casos, y cerca del 40% de casos tienen tipos mixtos de carcinoma
ductal in situ.*® El compromiso unilateral es la regla; sin embargo, enfermedad de Paget
mamaria bilateral ocasionalmente ha sido reportada.”> Se han informado pocos casos de

pacientes femeninas con enfermedad de Paget en un pezon supernumerario. >'7#%%326.27
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3.5 APARIENCIA MACROSCOPICA

Ocasionalmente, los ductos lactiferos aumentados de tamafio pueden ser detectados si el
pezon extirpado y la mama subyacente son cuidadosamente examinados. Los tumores
clinicamente palpables no tienen caracteristicas macroscopicas especificas. Entre el 10 y
el 28% de las mujeres con enfermedad de Paget no tienen tumor al examen clinico y la
evidencia del tumor macroscopico es encontrado en la evaluacion de la mastectomia. El
tumor es usualmente localizado centralmente pero en ocasiones puede localizarse mas

cod s 2,17,22232527
periférico. = 747

3.6 HISTOPATOLOGIA

La epidermis exhibe hiperqueratosis, paraqueratosis y acantosis. Con infiltracion por un
variable numero de células grandes, redondas u ovoides, de apariencia maligna que se
encuentran en todas las capas de la epidermis. Las células tumorales contienen abundante
citoplasma eosinofilico o palido y un nicleo que varia de vesicular a hipercromatico con
nucleolo prominente. Pronunciada atipia nuclear y pleomorfismo estan presentes. %>
Las células de Paget se organizan aisladamente o en nidos, con ocasional formacion de
ductos. En las lesiones ulceradas de enfermedad de Paget mamaria, la epidermis es

totalmente reemplazada por células de Paget. La epidermis comprometida por células de

Paget no siempre se encuentra inmediatamente adyacente al carcinoma de mama.

2,8,17,22,23,27
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3.7 HISTOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA

El citoplasma de las células de Paget puede ser PAS positivo (acido peryodico de Schiff),
granulos diastasa resistentes, indicando la presencia de mucopolisacaridos neutros. Menos
frecuentemente, sialomucinas pueden ser identificadas por Alcian Blue ** En un estudio de
Ordofiez y col * 1a coloracion para alcian blue fue débilmente positiva en el 25% de los
casos de enfermedad de Paget mamaria y el PAS sin diastasa fue focalmente positivo en el
63% de los casos, pero invariablemente negativo para el PAS con diastasa. En otro estudio
Hitchcock y col '® encontraron débil positividad para PAS sin diastasa en solo 46% de los

casos y para alcian blue en el 61%.

La inmunoreactividad de las células de Paget es similar a la del carcinoma subyacente. La
enfermedad de Paget es frecuentemente negativa para receptores de estrogenos y
progesterona, porque el carcinoma subyacente tiende a ser pobremente diferenciado. Las
células de Paget fueron negativas para S-100 en dos estudios, pero positivas en un 18% de
casos en una tercera serie.  S-100 y HMB-45 son positivos en los melanomas y la
enfermedad de Paget es HMB-45 negativa. La inmumunorreactividad para antigeno
carcinoembrionario ACE se encuentra presente en muchos carcinomas mamarios. Ordofiez
y col reportaron reactividad para ACE en todos los casos de enfermedad de Paget
estudiados.  Las células neoplasicas en la enfermedad de Paget tienen propiedades
histoquimicas e inmunohistoquimicas en comiin con los adenocarcinomas de mama.** Las
células de Paget son tipicamente reactivas para citokeratinas de bajo peso molecular tales
como CAMS.2, antigeno de membrana epitelial EMA, globulos de grasa de la leche

humama HMFG , HER-2/neu y citokeratina 7 (CK7). CK?7 fue inicialmente considerado
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con una especificidad y sensibilidad del 100% para enfermedad de Paget, pero CK7 ha
sido descrita en células benignas de Toker y células de Merkel®; estudios mas recientes
han encontrado reactividad para CK7 en mas del 95% de los casos de enfermedad de
Paget.'’ Smith y col, concluyeron que CK7 es el anticuerpo de eleccion en la deteccion de
la enfermedad de Paget. " Zeng y col 7y Lundquist '° advierten acerca de la precaucion
de la interpretacion de la expresion de CK7, porque este marcador identifica células
epiteliales de derivacion glandular simple, las cuales estan presentes en pezones normales
(células de Toker), y no necesariamente indican malignidad, a menos que se observe
celulas intraepidermicas citologicamente malignas; el mismo autor refiere que las células

de Paget fueron negativas para Citokeratina 20 en todos los casos de 17 examinados.

3.8 HISTOGENESIS

Se han propuesto varias teorias para explicar el origen de las células de Paget:

La teoria epidermotropica es la mas ampliamente aceptada y considera que la enfermedad
de Paget del pezon es un adenocarcinoma que esta virtualmente asociado a carcinoma
mamario subyacente.”® Una continuidad demostrable entre la enfermedad de Paget del
pezon y el carcinoma de los ductos lactiferos esta presente en la mayoria de casos>'. Esta
continuidad soporta la hipotesis que la enfermedad de Paget representa una extension
directa 0o una migracion del carcinoma de mama subyacente a través de los ductos
lactiferos.®  Similaridad entre las células tumorales de la enfermedad de Paget y el
carcinoma subyacente en términos de apariencia citologica, inmunorreactividad y

expresion de oncogenes son también soporte de esta hipotesis. !
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La teoria de la metaplasia escamosa intraepitelial considera la célula de Paget como una
transformacion epidermica in situ sin ninguna conexion directa con un carcinoma
adyacente; es decir en la enfermedad de Paget del pezon se manifiestan dos carcinoma

! . ; . i . 29
independientes pero coexistentes: uno cutaneo y otro parenquimatoso mamario.

3.9 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

La definicion adoptada por la Organizacion Mundial de la Salud no es especifica porque
existen una variedad de condiciones en las cuales “células de coloracion palida” pueden
estar presentes en la epidermis del pezon, incluyendo enfermedad de Bowen, melanoma
maligno, linfoma cuténeo de células T, tumores de anexos, y ciertas lesiones inflamatorias
de la piel. Las llamadas células de Toker, keratinocitos glicogenizados y las células de

Merkel pueden también simular una enfermedad de Paget.®

Lesiones benignas proliferativas de los ductos lactiferos del pezon, tales como el papiloma
de los ductos del pezon y papilomatosis florida, ambas pueden estar asociadas con masa
palpable en el seno, descarga sanguinolenta por el pezon, erosion o costra del pezon, y aun
retraccion del pezon’. La distincion entre lesiones benignas proliferativas de los ductos
lactiferos del pezén y la enfermedad de Paget puede ser dificil, sin embargo las

caracteristicas citologicas blandas estan a favor de una lesion benigna.

La mucina intracelular, células en anillo de sello y estructuras glandulares presentes en la
enfermedad de Paget, se encuentran ausentes en la enfermedad de Bowen. En casos donde

la diferenciacion glandular se encuentra ausente, la inmunohistoquimica probablemente
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resuelva el problema, EMA, HMFG, CK7, CAMS5.2 y HER2/neu son positivos en

enfermedad de Paget y negativos en la enfermedad de Bowen. >*%*%%

Las células atipicas en el melanoma muestran prominentes cordones a lo largo de la
union dermoepidérmica, mientras en la enfermedad de Paget se encuentran difusamente
distribuidas. La formacion acinar no es vista en el melanoma y no se encuentra mucina
intracelular. S-100 y HMBA45 son positivos en la mayoria de caos de melanoma. HMB45
es negativo en la enfermedad de Paget y S-100 es positiva en una minoria de casos; los
melanocitos no son reactivos con los anticuerpos que usualmente reaccionan las células de

2,6,8,13,14,22,29
Paget.

Las células de Toker estan dispersas, predominantemente localizadas en la epidermis basal
alrededor de los orificios de los ductos lactiferos, son células pequefias a medianas con
citoplasma palido o claro, son mucina negativa, no presentan la atipia citologica de las
células de la enfermedad de Paget y no se asocian con carcinoma subyacente.” En un
estudio de Yao y col ® encontraron que todas las células Toker fueron negativas para

HER2/neuy el 44% mostro reactividad para CK7 y el 42% para CAMS5 .2

3.10 PRONOSTICO Y TRATAMIENTO
El pronostico es determinado por la extension del carcinoma asociado. El 50% de las
pacientes con enfermedad de Paget con o sin tumor palpable, presentan metastasis

sistémicas®* La mastectomia radical o modificada y el vaciamiento axilar constituyen un

.



tratamiento apropiado para pacientes con enfermedad de Paget y masa palpable con
carcinoma de mama invasivo. En los pacientes con masa palpable el 95% presenta
carcinoma infiltrante y un 5% carcinoma intracanalicular. En el grupo de pacientes con
enfermedad de Paget sin masa palpable, el 41% presenta carcinoma infiltrante en el
espécimen quirargico.?* Carcinoma in situ es encontrado en cerca del 65% de los pacientes
con enfermedad de Paget mamaria sin masa palpable. Manejo conservador de los casos
con carcinoma mamario in situ incluyen una combinacion de excision local del pezon,
reseccion en cufia de la mama subyacente y radioterapia.”> Robledo y col ** considerando
el alto indice de carcinoma microinfiltrante observado en pacientes clinicamente como
enfermedad de Paget sin tumor palpable en el seno, recomiendan la mastectomia simple
ampliada o la mastectomia radical modificada como procedimientos terapéuticos iniciales,
ya que €stos permiten un muestreo ganglionar que podra orientar el manejo postoperatorio

de este grupo de pacientes.

3.11 GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL DEL CARCINOMA DUCTAL
IN SITU

El carcinoma ductal in situ es una proliferacion de células epiteliales malignas dentro del

sistema ductolobular de la glandula mamaria que no muestra evidencia microscopica de

invasion a través de la membrana basal hacia el estroma circundante.® El carcinoma

ductal in situ constituye un espectro de lesiones epiteliales proliferativas no invasivas con

una predileccion por la unidad ducto lobular terminal de la glandula mamaria.*' El

concepto de espectro es basado tanto en los hallazgos moleculares y citogenéticos como en
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la evidencia clinica, mostrando una alta rata de recurrencia local en carcinoma ductal in

. . 32
situ con alto grado nuclear o comedonecrosis.

El carcinoma ductal in situ ha sido clasificado de acuerdo a la arquitectura, apariencia
citologica, presencia de necrosis, o una combinacion de estas caracteristicas. Aunque estos
sistemas pueden ser usados por la mayoria de patologos, la discordancia es comun, aan
entre expertos, y la clasificacion no siempre genera diferentes subgrupos prondsticos. **
Una clasificacion de carcinoma ductal in situ deberia ser simple, rapida y reproducible. En
un estudio realizado por Douglas y col ** encontraron que el sistema de Van Nuys mostro

cumplir estas caracteristicas con la menor variacion interobservador entre los diferentes

sistemas.

El sistema de Van Nuys define tres grupos de pacientes con carcinoma ductal in situ de
acuerdo al grado nuclear y a la presencia de necrosis. El grado nuclear es definido
teniendo en cuenta la forma y tamafio del nicleo de la célula tumoral. Esencialmente el
bajo grado nuclear (grado 1) fue definido como un nucleo con un tamafio entre 1y 1,5
veces el diametro de un eritrocito con cromatina difusa y nucleolo inaparente. El nucleo
de grado intermedio (grado 2) fue definido como un niicleo entre 1 y 2 veces el diametro
de un eritrocito con cromatina en grumos y nucleolo infrecuente. El alto grado nuclear
(grado 3) fue definido como un nucleo con un diametro mayor de dos veces el de un
eritrocito, con cromatina vesicular, y uno o mas nucleolos. >

La necrosis es calificada como la presencia o ausencia de necrosis y es definida como

detritos celulares eosinofilicos que contengan cinco o mas niicleos picnoticos. >
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El grupo 1 o de bajo grado comprende aquellos con grado nuclear bajo o intermedio sin
necrosis, el grupo 2 o de grado intermedio comprende aquellos con grado nuclear bajo o
intermedio y necrosis y el grupo 3 o de alto grado incluye alto grado nuclear con o sin

necrosis.> >4

3.12 GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL DEL CARCINOMA
INFILTRANTE

El grado de un carcinoma es un estimativo de diferenciacion. Varios sistemas de

graduacion histologica han sido descritos, el mas frecuentemente usado esta basado en el

de Bloom Richardson, modificado por Elston que valora la formacion de tubulos, el

pleomorfismo nuclear y la actividad mitética.

La formacion de tubulos es calificada como 1 cuando es > del 75%, 2 entre 10y 75% y 3
cuando es < del 10%.. El pleomorfismo nuclear es calificado como 1 cuando el nucleo es
pequefio, regular y uniforme, 2 con moderada variacion en la forma y medida y 3 con
marcada variacion en forma y medida. La actividad mitotica es valorada en 10 campos de
alto poder (40X) en un microscopio marca Olympus con un campo de 0,53 mm de
diametro y recibe un puntaje de 1 cuando las mitosis se encuentran entre Oy 7, 2 entre 8 y

15 mitosis y 3 cuando las mitosis son mayores de 16 en 10 campos de alto poder.”

El grado de diferenciacion tumoral esta dado por la sumatoria de la calificacion de cada
uno de los tres variables (formacion de tbulos, pleomorfismo nuclear y actividad

mitotica) y se denomina bien diferenciado (grado I) entre 3 y 5, moderadamente
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diferenciado (grado II) 6 y 7 y pobremente diferenciado (grado III) para calificaciones de 8

y935
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir la presencia de los marcadores Citokeratina 7, Citokeratina 20 y PAS con y sin
diastasa, en las células de Paget en la glandula mamaria, en el cancer subyacente y el
grado de diferenciacion de este en las pacientes con diagnostico de enfermedad de Paget

en el Instituto Nacional de Cancerologia entre 1997 y 2002.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la intensidad y extension de la reactividad para CK7 de las células de Paget

en la enfermedad de Paget del pezon y del carcinoma mamario subyacente.

- Establecer la intensidad y extension de la reactividad para CK20 de las células de

Paget en la enfermedad de Paget del pezon y del carcinoma mamario subyacente.

- Establecer la intensidad y extension de la reactividad para PAS con y sin diastasa de
las células de Paget en la enfermedad de Paget del pezon y del carcinoma mamario

subyacente.

- Identificar y establecer el grado de diferenciacion tumoral del carcinoma mamario
subyacente, de acuerdo a la clasificacion de Van Nuys para el carcinoma in situ y el
Bloom Richardson modificado para el infiltrante, para correlacionar el grado del

carcinoma con la enfermedad de Paget.
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S. VARIABLES

VARIABLE DEFINICION NIVEL DE NIVEL OPERATIVO
MEDICION
Citokeratina 7 Intensidad Ordinal Fuertemente positivo
(Contra un control interno) Débilmente positivo
Negativo
Extension Ordinal <30%
31 -60%
> 61%
Citokeratina 20 Intensidad Ordinal Fuertemente positivo
(Contra un control interno) Débilmente positivo
Negativo
Extension Ordinal < 30%
31 -60%
>61%
PAS sin diastasa Intensidad Ordinal Fuertemente positivo
(Contra un control interno) Débilmente positivo
Negativo
Extension Ordinal <30%
31 -60%
>61%
PAS con diastasa Intensidad Ordinal Fuertemente positivo
(Contra un control interno) Débilmente positivo
Negativo
Extension Ordinal < 30%
31 -60%
>61%
Enfermedad de Paget | Presencia de las tipicas células Ordinal Con tumor subyacente
Mamaria con | de Paget con un carcinoma Sin tumor subyacente
carcinoma mamario subyacente
subyacente
Grado de Clasificacion de Van Nuys Ordinal Bajo grado
diferenciacién Anexo # 4
tumoral para Grado intermedio
cgrcmoma ductal in Alto grado
situ
Grado de Clasificacion de Bloom Ordinal Bien diferenciado
diferenciacion Richardson modificada Moderadamente diferenciado
tumoral para Anexo #3 Mal diferenciado
carcinoma ductal
infiltrante
Carcinoma de otras Discriminacion de subtipos Nominal Lobulillar
variantes diferentes al ductal Tubular
Medular
Mucinoso
Escamoso
Papilar
Adenoide quistico
Secretor
Apocrino
Otros
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizara un estudio descriptivo retrospectivo para determinar la reactividad de las
células de Paget en el pezon de la enfermedad de Paget y en las células tumorales del
carcinoma mamario subyacente, y el grado de diferenciacion tumoral de este ultimo, con
marcadores de histoquimica (PAS con y sin diastasa) e inmunohistoquimica (Citokeratina

7y Citokeratina 20).

6.2 POBLACION Y MUESTRA

La muestra son todos los casos de enfermedad de Paget mamaria diagnosticados en el
INC entre 1997 y 2002, los cuales cumplen con los criterios de inclusion.

El calculo de la muestra es realizado teniendo en cuenta que en el Instituto Nacional de
Cancerologia se diagnostican 400 casos nuevos de carcinoma de mama por afio, para
2400 casos en 6 afios, si tenemos en cuenta que la Enfermedad de Paget mamaria presenta
una incidencia entre el 1 y el 2% de los carcinomas mamarios y en el Instituto Nacional de
Cancerologia representa el 1,5%! | tendremos 36 casos para el periodo de estudio
propuesto.

Calculo de la muestra:
N=36, o= 95%, Precision(D) = 5%, P (% de presencia de marcadores)= 50% vy ajuste
10% (por desgaste del bloque).

N total = 28

Programa EPI-6;6.04
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Si se halla un nimero de casos mayor al estipulado se tomaran todos los casos que se

presenten.

6.3  CRITERIOS DE INCLUSION
Protocolos con diagnostico de enfermedad de Paget del pezon con o sin carcinoma
mamario subyacente, que se tengan en el laboratorio de Patologia del I.N.C. laminas

histologicas y bloques de parafina para la realizacion de estudios de inmunohistoquimica.

6.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyen del estudio los casos de los cuales no esten presentes para la lectura de
coloraciones las células de paget y aquellos casos donde el bloque de parafina estuviese
agotado y no permita la realizacion de las coloraciones de histoquimica e

inmunohistoquimica.

6.5 METODOS E INSTRUMENTOS
La recoleccion y consignacion de los datos se realizara en el laboratorio de patologia del
Instituto Nacional de Cancerologia por parte del grupo investigador.

Los pasos a seguir son los siguientes:

¢ Revision de la base de datos en el computador con diagnéstico de enfermedad de

Paget.

¢ Busqueda de laminas y bloques de parafina
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¢

¢

Lectura de laminas y seleccion de bloques de parafina

Aplicacion de criterios de inclusion y exclusion.

Coloraciones de histoquimica e inmunohistoquimica a los bloques seleccionados
Interpretacion de coloraciones

Realizacion de la base de datos

Analisis de datos

Descripcion del resultado del analisis.

Los datos seran consignados en un formato disefiado para este fin, (anexo 1).

6.6 PROCEDIMIENTOS

Se realizaran los procedimientos descritos a continuacion:

¢ Revision de la base de datos del Departamento de Patologia del IN.C. del periodo

comprendido entre 1997 y 2002 por parte de la médica en formacion en patologia.
Revision de las laminas histologicas por parte de la médica en formacion en patologia
y la médica patologa que es la tutora tematica, para confirmar el diagnostico de
enfermedad de Paget y carcinoma mamario.

Graduacion histologica del carcinoma mamario subyacente mediante la escala de
Bloom Richardson Modificada (anexo 3) y Van Nuys (anexo 4) por parte de la médica
en formacion en patologia, con revision de la patologa que es la tutora tematica; y
consignacion de los datos obtenidos por parte de la médica en formacion en patologia

responsable del proyecto.
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¢ Aplicacion de las coloraciones de histoquimica (PAS con y sin diastasa) e
inmunohistoquimica (citokeratina 7 y citokeratina 20), por parte del personal de
histotecnologia, segiin procedimiento estandarizado en el departamento de patologia
del Instituto Nacional de Cancerologia..

¢ Interpretacion de las coloraciones de histoquimica e inmunohistoquimica por parte de
la médica en formacion en patologia y por la patologa que es la tutora tematica; y
consignacion de los datos obtenidos por parte de la médica en formacion en patologia
responsable del proyecto (anexo 1).

¢ Realizacion del informe final por el equipo investigador.

¢ Presentacion del informe final del proyecto por parte del equipo investigador.

Para la realizacion de CK7 y CK20 se utilizara el procedimiento estandarizado, un corte
del bloque se colocara en una laminilla de vidrio previamente tratada con adhesivo tisular,
los restos de parafina seran removidos con alcohol y xilol; la hidratacion del tejido se
realizara mediante alcoholes descendentes, agregando peroxido de hidrogeno para
desaparecer trazas de hemoglobina; la exposicion antigénica se lograra mediante una
solucion reactivante (refrieval solution), con posterior colocacion del material en

autoclave a una presion de 15 libras por 15 minutos.

Posteriormente se agregara a la lamina suero normal de caballo incubandose a temperatura

ambiente en camara de himeda por media hora, seguido de la aplicacion del anticuerpo o

suero primario (cifokeratina 7 y citokeratina 20 Dako) incubandose por 1 hora, se lavara
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con buffer de fosfatos (PBS) y se agregara suero de caballo anti-raton (suero de enlace o
anticuerpo secundario), incubandose por media hora y lavandose con PBS.

Luego se aplicara estreptavidina por media hora logrando hacer perceptible la reaccion
mediante diamino — benzidina, dando una coloracion café a las zonas positivas, el
contraste de color se realizara con hematoxilina de Harris, finalmente se deshidratara con

alcoholes ascendentes hasta llegar a xilol; se pondra resina y laminilla.

La expresion de CK7 y CK20, se interpretara como positiva tincion café citoplasmatica o
negativa (no tincion); los resultados obtenidos con las pruebas de inmunohistoquimica

seran consignados en el formulario de recoleccion de datos.

Para la realizacion del PAS sin diastasa un corte del bloque se colocara en una laminilla de
vidrio previamente tratada con adhesivo tisular, se procede a desparafinar e hidratar de
acuerdo a lo descrito anteriormente, posteriormente se aplica el acido peryodico al 0,5%
por 5 minutos, se lava con agua destilada y se aplica el reactivo de Shiff de 15 a 30
minutos, se lava en agua corriente por 5 minutos, se introduce en hematoxilina de Harris
por 30 a 60 segundos, se lava en agua corriente por 5 minutos, se pasa por agua amoniacal,
se deshidrata, se aclara y se monta; dando una caracteristica coloracion rojo fucsia cuando
es positiva. Para el PAS con diastasa antes de la aplicacion del acido peryodico se aplica
diastasa por 10 minutos , y el resto del procedimiento se continua igual que para el PAS

sin diastasa.
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7. PLAN DE TABULACION Y ANALISIS

Se disefiara una base de datos en SPSS.9 con las siguientes variables:

1. Numero del protocolo: Para los quirurgicos externos constara de la letra M seguida de 6
digitos los dos ultimos seran del afio en que llegod el quirirgico o lamina histologica al
INC. Los protocolos resultado de procedimientos realizados en el Instituto Nacional de
Cancerologia constaran de 6 digitos, los dos Gltimos seran del afio en que fue recibido el

quirargico.

2. Presencia de carcinoma mamario subyacente. Consta de dos variables: 1. Con tumor

subyacente y 2. Sin tumor subyacente.

3. Reactividad para citokeratina 7 de las células de Paget. Consta de dos variables:
intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el namero 1 si es fuertemente
positiva, el numero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado
contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el nimero 1 si es < del 30%, el

numero 2 si esta entre 31 — 60% y el nimero 3 si es > del 61%.

4. Reactividad para citokeratina 7 de las células tumorales en el carcinoma subyacente.
Consta de dos variables: intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el numero 1
si es fuertemente positiva, el numero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo
anterior valorado contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el numero 1 si es

< del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y el nimero 3 si es > del 61%.
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5. Reactividad para citokeratina 20 de las células de Paget. Consta de dos variables:
intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el namero 1 si es fuertemente
positiva, el numero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado
contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el numero 1 si es < del 30%, el

nimero 2 si esta entre 31 — 60% y el numero 3 si es > del 61%.

6. Reactividad para citokeratina 20 de las células tumorales en el carcinoma subyacente.
Consta de dos variables: intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el nimero 1
si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo
anterior valorado contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el nimero 1 si es

< del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y el nimero 3 si es > del 61%.

7. Reactividad para PAS sin diastasa de las células de Paget. Consta de dos variables:
intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el nimero 1 si es fuertemente
positiva, el numero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado
contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el nimero 1 si es < del 30%, el

nimero 2 si esta entre 31 — 60% y el namero 3 si es > del 61%.

8. Reactividad para PAS sin diastasa de las células tumorales en el carcinoma subyacente.
Consta de dos variables: intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el nimero 1
si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo
anterior valorado contra un control internc. B. Extension: Se le asignara el nimero 1 si es

< del 30%, el niimero 2 si esta entre 31 — 60% y el niimero 3 si es > del 61%.
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9. Reactividad para PAS con diastasa de las células de Paget. Consta de dos variables:
intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara el niumero 1 si es fuertemente
positiva, el namero 2 si es débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado
contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el nimero 1 si es < del 30%, el

numero 2 si esta entre 31 — 60% y el numero 3 si es > del 61%.

10. Reactividad para PAS con diastasa de las células tumorales en el carcinoma
subyacente. Consta de dos variables: intensidad y extension. A. Intensidad: se le asignara
el nimero 1 si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es débilmente positiva y 3 si es
negativa. Lo anterior valorado contra un control interno. B. Extension: Se le asignara el
numero 1 si es < del 30%, el numero 2 si esta entre 31 — 60% y el nimero 3 si es > del

61%.

11. La escala de Bloom Richardson consta de 3 variables: A. Formacion de tubulos, B.
Pleomorfismo nuclear y C. Numero de figuras mitdticas. A cada una de ellas se le asignara
una puntuacion de 1 a 3. El grado histologico (D) sera el resultado de la sumatoria de las
tres variables anteriormente citadas; grado 1 si la sumatoria esta entre 3 y 5 puntos al cual
se le asignara el nimero 1, grado 2 si la sumatoria esta entre 6 y 7 puntos al cual se le
asignara el nimero 2 y grado 3 si la sumatoria esta entre 8 y 9 puntos al cual se le

asignara el nimero 3.
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12. La escala de Van Nuys consta de dos variables: A. Grado nuclear , se le asignara el
numero 1 para bajo grado nuclear, 2 para grado intermedio y 3 para alto grado; B.
Necrosis, Se le asignara el numero 1 si se encuentra presente y 2 si esta ausente; C. El
grado histolégico, el grupo 1 o de bajo grado comprende aquellos con grado nuclear bajo o
intermedio sin necrosis, el grupo 2 o de grado intermedio comprende aquellos con grado
nuclear bajo o intermedio y necrosis y el grupo 3 o de alto grado incluye alto grado
nuclear con o sin necrosis, se le asignara el numero 1 para el grupo 1 o de bajo grado, el

numero 2 para el grupo 2 o de grado intermedio y el nimero 3 para el grupo de alto grado.

13. Carcinoma de otras variantes especificas, en caso de ser encontradas: Se le asignara el
namero 1 para el lobulillar, el nimero 2 para el tubular, el nimero 3 para el medular, el
nimero 4 para el mucinoso, el nimero 5 para el escamoso, el nimero 6 para el papilar, el
nimero 7 para el adenoide quistico, el nimero 8 para el secretor, el nimero 9 para el

apocrino y 10 para otrasvariantes.
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8. ANALISIS DE FACTIBILIDAD Y PRESUPUESTO

RECURSO HUMANO:EI grupo investigador esta conformado por la Doctora Mariam
Carolina Roloém, la Doctora Elvira Castro de Pabon y la Doctora Rita Maria Paez

Trujillo.

TIEMPO: Se ha calculado un tiempo de 24 meses para la ejecucion del proyecto

iniciando en Julio de 2002 y terminando en Junio de 2004. (Ver cronograma adjunto).

RECURSO FINANCIERO: Se realizara con los medios que dispone el investigador y el
Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia. Para realizar el analisis

financiero, se elaboro el siguiente presupuesto:

PRESUPUESTO
) HORAS VALOR ASUMIDO
RECURSO HUMANO NUMERO | DEDICADAS TOTAL POR
Director del proyecto 1 400 MD en MD en
formacion formacion
Asesor cientifico 1 100 $1.687.475 INC
Asesor epidemiologia 1 100 $1.687.475 INC
VALOR TOTAL RECURSO HUMANO $3.374.950 INC
INMUNOHISTOQUIMICA 36 $8.870.400 INC
Codigo laboratorio de patologia
20105 x 8 ($30.800 x 8) |
GASTOS DE OFICINA ' $1.200.000 MD en
formacion
GASTOS INDIRECTOS PENDIENTE
VALOR TOTAL DEL PROYECTO $13.445.350
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El valor de kit de CK7 y CK20 marca Dako, que incluyen: suero normal, suero de enlace
secundario y peroxidasa — antiperoxidasa tiene un costo de $ 790.000 cada uno; alcanza

para la realizacion de 1.000 pruebas por kit.

El valor de las coloraciones de histoquimica e inmunohistoquimica se calculd en el
presupuesta a tarifas del manual tarifario, sin embargo, el costo real es mucho menor si
tenemos en cuenta el valor en el mercado de los kits utilizados y que el LN.C. no necesita

adquirirlos porque se utilizaran existencias proximas a vencerse de los reactivos de CK7 y

CK20.

Los gastos de asesoria cientifica, epidemiologica y los marcadores de inmunohistoquimica
seran asumidos por el Instituto Nacional de Cancerologia como parte de las actividades
académicas e investigativas que se llevan a cabo en los programas de postgrado, sin que
esto implique gastos adicionales por parte del LN.C. ; los gastos de oficina seran asumidos

por la médica en formacion en patologia.
Al analizar los requerimientos de recurso humano, tiempo requerido y recursos financieros

necesarios, y contando con el apoyo del INSTITUTO NACIONAL DE

CANCEROLOGIA el proyecto se considera factible para su completa ejecucion.
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9. CRONOGRAMA

VALORACION DE LA REACTIVIDAD PARA CK7, CK20 Y PAS CON Y SIN DIASTASA Y GRADUACION DEL CARCINOMA MAMARIO SUBYACENTE EN LOS
CASOS DE ENFERMEDAD DE PAGET MAMARIA DIAGNOSTICADA EN EL INC ENTRE 1997 Y 2002

2002

2003

2004

Preparacion del protocolo

Ajustes al protocolo

Jul

Ago | Sep | Oct

Nov

Dic

Ene

Feb

Mar

Abr

May

Jun | Jul

Ago

Sep

Oct

Nov

Dic

Ene

Feb

Mar | Abr

May

Jun

G [N | == | H=

Presentacion en el dpto
patologia

AN

Ajustes al protocolo

W

Presentacion y aprobacién por
comité

Recoleccion  de
bloques de parafina

laminas vy

Revision de laminas y bloques
de parafina

Aplicacion de CK y PAS a
bloques de parafina

Revision de reactividad

10

Analisis de informacion

11

Preparacion del informe final

12

Presentacion de informe final a
los tutores

13

Presentacion del informe final
en el dpto de patologia

14

Ajustes al informe final

15

Presentacion y aprobacion del

informe final




10. BIBLIOGRAFIA y REFERENCIAS

1. Kao GF. Paget disease mammary. eMedicine Journal, Nov 1 2001, vol 2, number 11

2. Lloyd J, Flanagan A M. Mammary and extramammary Paget's disease. J Clin Pathol 2000: 53(10), 742-9

3. Watanabe S, Ohnishi T, Takahashi H, Ishibashi Y. A comparative study of cytokeratin expression in Paget
cells located at various sites. Cancer 1993;72(11),3323-30

4. Kohler S, Rose R V, Smoller B R. The differential diagnosis of pagetoid cells in the epidermis. Mod Pathol
1998--Abstracts; 11,79

5. Guldhammer B, Norgaard T. The differential diagnosis of intraepidermal malignant lesions using
immunohistochemistry. Am J Dermatopathol 1986--Abstracts;8(4),295

6. Shah K D, Tabibzadeh S S, Gerber M A. Immunohistochemical distinction of Paget's disease from Bowen's
disease and superficial spreading Melanoma with the use of monoclonal cytokeratin antibodies. Am J Clin
Pathol 1987, 88, 689-695

7. Zeng Z, melamed J, Symmans P, Cangiarella J, Shapiro R, Peralta H, Symmans F. Bening proliferative
nipple duct lesions frequently contain CAM 5.2 and anti-cytokeratin 7 immunoreactive cells in the overlying
epidermis. Am J Surg Pathol 1999; 23(11), 1349-1355

8.Yao D X, Hoda S A, Chiu A, Ying L & Rosen. Intraepidermal cytokeratin 7 imnunoreactive cells in the non-

neoplasic nipple may represent interepithelial extension of lactiferous duct cells. Histopathology 2002; 40, 230-
236.

9. Mai K T. Morphological evidence for field effect as a mechanism for tumor spread in mammary Paget's
disease. Histopathology 1999; 35, 567-576

~ 10. Lundquist K, Kohler S, Rouse R V. Intraepidermal Cytokeratin 7 expresion is not restricted to paget cells
but is also seen in toker cells and merkel cells. Am J Surg Pathol 1999, 23(2), 212-219

11. Cohen C, Guarner J, DeRose P B. Mammary Paget's disease and associated carcinoma. An
immunohistochemical study. Arch Pathol Lab Med 1993;117(3),291-4

12. Kariniemi A L, Forsman L, Wahistrom T, Vesterinen E, Andersson L. Expression of differentiation antigens
in mammary and extramammary Paget's disease. Br J Dermatol 1984--Abstracts;110(2),203-10

13. Mori O, Hachisuka H, Sasai Y. Immunohistochemical demonstration of epithelial membrane antigen
(EMA), carcinoembryonic antigen (CEA), and keratin on mammary and extramammary Paget's disease. Acta
Histochem 1989--Abstracts;85(1),93-100

14. Ordofiez N G, Awalt H, Mackay B. Mammary and extramammary Paget's disease. An imnunocytochemical
and ultrastructural study. Cancer 1987;59(6),1173-83

15. Smith K J, Tuur S, Corvette D, Lupton G P, Skelton H G. Cytokeratin 7 staining in mammary and
extramammary Paget's disease. Modern Pathology 1997--Abstracts: 10(11)1069

16. Inokuchi K, Sasai Y. Histochemical analysis of sialomucin in the Paget cells of mammary and
extramammary Paget's disease. Acta Histochem 1992--Abstracts;92(2),216-23

- B



17. Tavassoli F. Pathology of the breast. 2ed. Aplleton-Lange. 1999. Chapter 14. Pp 731-741

- 18. Hitchcock A, Topham S, Bell J, Elston C W, Ellis | O. Routine diagnosis of mammary Paget's disease. The
American Journal of Surgical Patholoay 1992;16 (1):58-61

19. Gémez M. D. Tratamiento quirdrgico conservador de la enfermedad de Paget en el seno. Instotuto
Nacional de Cancerologia; Bogota 1997

. 20. Holleb A, Braun M. Clasics in oncology. American Cancer Society. 1987:73-5

« 21. Abaunza, Facs, Andrade. Enfermedad de Paget del pezon. Revista Colombiana de Cirugia. 1995;
10(3),153-157

22. Rosen PP. Paget's disease of the nipple. In Rosen's breast pathology. 2nd edn. Philadelphia: Lippincott-
Raven, 2001;565-580.

23. Rosse P. Obermaud S. Tumors of the mammary Gland. Atlas of tumor Pathology, 3rd series, Fascicle 7.
Washington, DC, Armed Forces Institute of Pathology, 1993. Chapter 12. Pp 266-270

24. Robledo J. F, Gémez E J. Enfermedad de Paget del seno. Instituto Nacional de Cancerologia; Bogota
1987

25. Sahoo S, Green |, Rosen PP. Bilateral paget disease of the nipple associated with lobular carcinoma in
situ. Arch Pathol Lab Med 2002; 126(1),90-2

26. Martin VG, Pellettiere EV, Gress D, Miller AW. Paget's disease in an adolescent arising in a supernumerary
nipple. J Cutan Pathol. 1994 Jun--Abstracts;21(3):283-6

27. Elder D, Elenitsas R, Jaworsky C, Johnson B. Lever Histopathology of the skin. Eighth
Edition.Philadelphia:Lippicott Raven,2.000 Chapter 30. Pp 734-736

28. Dabbs DJ. Diagnostic immunohistochemistry. Churchill Livingstone.2002.Chapter 17. Pp 544-5
29.Vanstapel M, Gatter K C, De Wolf-Peeters C, Millard P R, Desmet V J & Mason D Y. Immunohistochemical

study of mamma and extra-mammary aget's disease. Histopathology 1984:8,1013-1023

30. Silverstein M. Ductal carcinoma in situ of the breast. Fortnightly review. Brithish Medical Journal
1998:317:734-9

31. The consensus conference committee. Consensus conference on the classification of ductal carcinoma in
situ. Cancer November 1, 1997/ volume 80 / number 9/ Pp 1798-1802

32. Silverstein M, Poller D, Waisman J, Colburn W, Barth A, Gierson E, Lewinsky, Gamagami P, Slamon D.
Prognostic classification of breast ductal carcinoma in situ. The Lancet 1995:345:1154-57

33. Douglas_Jones A G, Morgan JM, Appleton MAC, Attanoos RL, Caslin A, Champ CS. Consistency in the
observation of features used to classify duct carcinoma in situ (DCIS) of the breast. J Clin Pathol 2000;53:596-
602

34. Douglas_Jones AG, Logan J, Morgan JM, Johnson R, Wiliams R. Effect of margins of excision on
recurrence after local excision of ductal carcinoma in situ of the breast. J. Clin Pathol 2002;55:581-586

35. Sternberg S. Diagnostic Surgical Pathology. Third ed 1999, Chapter 9

2896 -



11. ANEXOS

ANEXO 1

VALORACION DE LA REACTIVIDAD PARA CK7, CK20 Y PAS EN ENFERMEDAD DE PAGET MAMARIA Y

GRADUACION DEL CARCINOMA MAMARIO SUBYACENTE EN EL INC

FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS

T 2. 3 7 5. 6. 2 8. 9. 10,
NUMER | PRESE |REACTI |REACTI |REACTI |REACTI |REACTI |REACTI |REACTI |REACTI
O DEL NCIA | VIDAD | VIDAD | VIDAD | VIDAD | VIDAD | VIDAD | VIDAD | VIDAD
PROTO DE CK7EN |CK7EN | CK20 CK20 PAS PAS PAS PAS GRADO HISTOLOGICO DEL CARCINOMA MAMARIO
COLO | CARCI |ENFER | CARCI EN EN SINEN | SINEN CON CON
NOMA |MEDAD | NOMA | ENFER |CARCI | ENFER | CARCI EN EN
MAMA DE MAMA | MEDAD | NOMA |MEDAD | NOMA |ENFER | CARCI 13
RIO PAGET RIO DE MAMA DE MAMA | MEDAD | NOMA OTRAS
SUBYA SUBYA | PAGET RIO PAGET RIO DE MAMA 5 o VARIARTES
CENTE CENTE SUBYA SUBYA | PAGET RIO . .
CENTE CENTE SUBYA ESCALA DE BLOOM RICHARDSON ESCALA DE VAN NUYS ESPECIFICA
CENTE CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE CARCINOMA DUCTAL IN SITU S DE
CARCINOMA
MAMARIO
A GRADO B. C.
A B/AB/A B/A|/B/A/B/AB|/A/B|A|B|A|B|A|B B, G . A AR Nt Enas s
PLEOMORFIS ACTIVIDAD GRADO HISTOLOGICO

MO NUCLEAR MITOTICA HISTOLOGIC
[¢]




ANEXO 2

VALORACION DE LA REACTIVIDAD PARA CK7, CK20 Y PAS EN
ENFERMEDAD DE PAGET MAMARIA Y GRADUACION DEL
CARCINOMA MAMARIO SUBYACENTE EN EL INC

INSTRUCTIVO PARA EL DILIGENCIAMIENTO DEL FORMATO DE
RECOLECCION DE DATOS

1. NUMERO DEL PROTOCOLO:

Los protocolos externos (quirurgicos, biopsias o laminas histologicas que lleguen al IN.C,
remitidas de otras instituciones) estan constituidos por la letra M y 6 digitos, los dos
ltimos corresponden al afio en que fue recibido el espécimen. Por ejemplo: M2103-00.
Los protocolos de intervenciones realizadas en el LN.C. constan de 6 digitos, siendo los
dos ultimos correspondientes al afio en que fue procesado. Por ejemplo: 6570-00. Coloque
en la casilla “NUMERO DEL PROTOCOLQ?”, de acuerdo con lo antes enunciado.

2. PRESENCIA DE CARCINOMA MAMARIO SUBYACENTE.
1. Con tumor subyacente
2. Sin tumor subyacente.

3. REACTIVIDAD PARA CITOKERATINA 7 DE LAS CELULAS DE PAGET.

Consta de dos variables:

A. Intensidad: Marque el nimero 1 si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.

B. Extension: Marque el numero 1 si es < del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y
el namero 3 si es > del 61%.

4. REACTIVIDAD PARA CITOKERATINA 7 DE LAS CELULAS TUMORALES

EN EL CARCINOMA SUBYACENTE, SI EXISTE. Consta de dos variables:

A. Intensidad: Marque el nimero 1 si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.

B. Extension: Marque el nimero 1 si es < del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y
el numero 3 si es > del 61%.

5. REACTIVIDAD PARA CITOKERATINA 20 DE LAS CELULAS DE PAGET.
Consta de dos variables:

A. Intensidad: Marque el nimero 1 si es fuertemente positiva, el numero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.
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B.

Extension: Marque el niimero 1 si es < del 30%, el numero 2 si esta entre 31 — 60% y
el nimero 3 si es > del 61%.

6. REACTIVIDAD PARA CITOKERATINA 20 DE LAS CELULAS TUMORALES
EN EL CARCINOMA SUBYACENTE, SI EXISTE. Consta de dos variables:

A

B.

10.

11.

Intensidad: Marque el numero 1 si es fuertemente positiva, el numero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.
Extension: Marque el nimero 1 si es < del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y
el nimero 3 si es > del 61%.

REACTIVIDAD PARA PAS SIN DIASTASA DE LAS CELULAS DE PAGET.
Consta de dos variables: intensidad y extension.

Intensidad: Marque el nimero 1 si es fuertemente positiva, el numero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.
Extension: Marque el nimero 1 si es < del 30%, el niamero 2 si esta entre 31 — 60% y
el numero 3 si es > del 61%.

REACTIVIDAD PARA PAS SIN DIASTASA DE LAS CELULAS
TUMORALES EN EL CARCINOMA SUBYACENTE, SI EXISTE. Consta de dos
variables: intensidad y extension.

Intensidad: Marque el nimero 1 si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.
Extension: Marque el namero 1 si es < del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y
el nimero 3 si es > del 61%.

REACTIVIDAD PARA PAS CON DIASTASA DE LAS CELULAS DE PAGET.
Consta de dos variables: intensidad y extension.

Intensidad: Marque el nimero 1 si es fuertemente positiva, el nimero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.
Extension: Marque el numero 1 si es < del 30%, el nimero 2 si esta entre 31 — 60% y
el numero 3 si es > del 61%.

REACTIVIDAD PARA PAS CON DIASTASA DE LAS CELULAS
TUMORALES EN EL CARCINOMA SUBYACENTE, SI EXISTE. Consta de dos
variables: intensidad y extension.

Intensidad: Marque el numero 1 si es fuertemente positiva, el numero 2 si es
débilmente positiva y 3 si es negativa. Lo anterior valorado contra un control interno.
Extension: Marque el nimero 1 si es < del 30%, el namero 2 si esta entre 31 — 60% y
el niumero 3 si es > del 61%.

ESCALA DE BLOOM RICHARDSON:

Consta de 4 items:

A. Formacion de tubulos: Coloque en la casilla los nimeros 1, 2 6 3 de acuerdo a la
valoracion histologica.
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B. Pleomorfismo nuclear: Coloque en la casilla los numeros 1, 2 6 3 de acuerdo a la
valoracion histologica.

.

D.

Numero de figuras mitéticas: Coloque en la casilla los nameros 1, 2 6 3 de acuerdo a
la valoracion histologica.

D. Grado histologico: Coloque grado 1, si la sumatoria de las tres casillas anteriores
esta entre 3 y 5 puntos; coloque grado 2 si la sumatoria esta entre 6 y 7 puntos y
coloque grado 3 si la sumatoria esta entre 8 y 9 puntos.

. LA ESCALA DE VAN NUYS consta de dos variables:

Grado nuclear , se le asignara el numero 1 para bajo grado nuclear, 2 para grado
intermedio y 3 para alto grado

B. Necrosis, Se le asignara el nimero 1 si se encuentra presente y 2 si esta ausente

C. El grado histologico: se le asignara el nimero 1 para el grupo 1 o de bajo grado, el
namero 2 para el grupo 2 o de grado intermedio y el niimero 3 para el grupo de alto
grado.

13. CARCINOMA DE OTRAS VARIANTES ESPECIFICAS, en caso de ser

encontradas:

Se le asignara el numero 1 para el lobulillar, el nimero 2 para el tubular, el nimero 3 para
el medular, el nimero 4 para el mucinoso, el namero 5 para el escamoso, el niimero 6 para

el papilar, el nimero 7 para el adenoide quistico, el nimero 8 para el secretor, el nimero 9
para el apocrino y el nimero 10 para otros.
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ANEXO 3

VALORACION DE LA REACTIVIDAD PARA CK7, CK20 Y PAS EN
ENFERMEDAD DE PAGET MAMARIA Y GRADUACION DEL
CARCINOMA MAMARIO SUBYACENTE EN EL INC

ESCALA DE BLOOM RICHARDSON PARA LA GRADUACION DE

DIFERENCIACION TUMORAL DEL CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE

(NOS)

L FORMACION DE TUBULOS
A. MAYOR DEL 75%: 1 PUNTO
B. DEL 10 AL 75%: 2 PUNTOS
C. MENOS DEL 10%: 3 PUNTOS

II. PLEOMORFISMO NUCLEAR
A. NUCLEO UNIFORME PEQUENO: 1 PUNTO
B. MODERADA VARIACION NUCLEAR: 2 PUNTOS
C. MARCADA VARIACION NUCLEAR: 3 PUNTOS

III.  NUMERO DE FIGURAS MITOTICAS (FM)

A. 0a7FMEN 10 HPF: 1 PUNTO
B.8 a 15 FM EN 10 HPF: 2 PUNTOS
C. MAS DE 16 FM EN 10 HPF: 3 PUNTOS
GRADO HISTOLOGICO:

I. 3 AS5SPUNTOS: BIEN DIFERENCIADO
I1. 6 A7PUNTOS: MODERADAMENTE DIFERENCIADO
III. 8 A9 PUNTOS: POBREMENTE DIFERENCIADO
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ANEXO 4

VALORACION DE LA REACTIVIDAD PARA CK7, CK20 Y PAS EN
ENFERMEDAD DE PAGET MAMARIA Y GRADUACION DEL
CARCINOMA MAMARIO SUBYACENTE EN EL INC

ESCALA DE VAN NUYS PARA LA GRADUACION DE DIFERENCIACION

TUMORAL DEL CARCINOMA DUCTAL IN SITU

L GRADO NUCLEAR

GRADOI: nucleo 1,0 - 1,5 diametro de un eritrocito con cromatina difusa y
nucleolo inaparente

GRADO II:  nucleo 1,0 — 2,0 diametro de un eritrocito con cromatina en grumos
y nucleolo infrecuente

GRADO II: nucleo > 2,0 diametro de un eritrocito con cromatina vesicular y
uno o mas nucleolos

II.  NECROSIS

A. PRESENTE: presencia de detritos celulares eosinofilicos que contengan
cinco o mas nucleos picnoticos.

A. AUSENTE: ausencia de detritos celulares eosinofilicos que contengan
cinco o mas nucleos picnoticos.
GRADO HISTOLOGICO:
L BAJO GRADO: grado nuclear bajo o intermedio sin necrosis

1I. GRADO INTERMEDIO: grado nuclear bajo o intermedio con necrosis
1. ALTO GRADO: alto grado nuclear con o sin necrosis

-47 -



L

wxAL, "

A

kAl

,’._\':‘ ¥
; L ..‘ y.
Ao

b Y

Instituto Nacional de Cancerologia

g

#=



