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Resumen

El carcinoma lobulillar de la mama es una neoplasia que muestra escasa formacién de glandulas y
un modo de infiltracion caracteristico, relacionado con la pérdida de la expresion de la glicoproteina
de superficie E-Cadherina (EC). La heterogeneidad y multifocalidad del carcinoma lobulillar in situ
(CLIS) e infiltrante (CLI), resulta de mutaciones somaticas en el gen de la EC. En ocasiones, en el
estudio histolégico de rutina es dificil precisar la biologia del CLIS y el estudio inmunohistoquimico
puede ayudar a conocer su evolucidén y prondstico. Examinamos con EC y con anticuerpos para
células mioepiteliales, diez casos de CDIS y de CLIS seleccionados por mostrar invasion focal o
extensa. Detectamos la presencia de EC en algunos casos de CLIS. Cuando observamos
presencia focal de EC e invasion del tejido conectivo y de la grasa en CLI, las células neoplasicas
mostraron positividad marcada para EC y el arreglo histolégico fue caracteristico del carcinoma
ductal infiltrate. Destacamos la importancia del estudio inmunohistoquimico con la EC para poder
determinar el prondstico y la evolucion de estas formas hibridas de carcinoma lobulillar.
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Title
Lobular carcinoma of the breast and E-cadherin gene inactivation; an immunohistochemical review
on the origin of that neoplasia.

Summary

Lobular carcinoma of the breast show scanty glands and an infiltrative characteristic pattern. It is
related to loss of Ecadherin (EC) expression. In situ lobular carcinoma (LCIS) and infiltrating
lobular carcinoma (CLI) reveal a heterogeneous cellular pattern with a multicentric arrangement as
result of somatic mutations in the E-cadherin gene. In routine histologic studies, it may be difficult to
elucidate the biology CLIS and immunohistochemistry might help to predict its evolution and
prognosis. We examined EC and antibodies for myoepithelial cells in ten cases of CLIS and CDIS
with focal or extensive invasion. The presence of EC in cases of CLIS was observed. Focal
presence of EC was detected in some cases of CLIS, and when CLI was present, conective and
adipose tissue invasion with EC was similar to infiltrating ductal carcinoma. The importance of



immunohistochemistry in determining the prognosis and mode of development of these hybrid
forms of lobular carcinoma, is discussed.

Introduccién

Para explicar el origen del carcinoma de la mama, a diferencia de lo que ocurre en otros tumores
como en algunos sarcomas y en los linfomas, se han encontrado escasas evidencias de
alteraciones moleculares o genéticas puntuales. La excepcion de esta regla es el carcinoma
lobulillar de la mama, una neoplasia multicéntrica y frecuentemente bilateral, la cual se observa a
menudo en mujeres premenospausicas, con escasas evidencias mamogréficas ni caracteristicas
macroscopicas especificas (1,2,3). Esta neoplasia lobulillar (NL) que va desde la hiperplasia
lobulillar atipica (HLA), al carcinoma in situ (CLIS) y hasta el carcinoma lobulillar infiltrante (CLI), se
ha caracterizado por una morfologia y un comportamiento clinico muy particular (4,5). La génesis
de la NL se ha relacionado directamente con una alteracion molecular especifica en el gen CDH1
que sufre una pérdida alélica localizada en el cromosoma 16 y ubicada en la sub banda 1 de la
region 2 del brazo largo de ese cromosoma ( 16g22.1 ), donde se codifica la expresién de una
molécula de adhesion epitelial, la E-cadherina (EC) (6,7,8).

En el tejido mamario fijado en formol e incluido en parafina, la EC se expresa en la membrana de
las células epiteliales de los ductos, e igualmente se detecta en los carcinomas ductales in situ
(CDIS) e invasivos, aunque su expresién parece disminuir cuando los tumores son poco
diferenciados (9). Se ha sefalado que existe de un 4 a un 14% de CLIS que pueden expresar
focalmente EC y se ha planteado este hecho como una posible evidencia de diferenciacion ductal
(10). En este trabajo, se discute sobre el origen de carcinoma lobulillar de la mama y su relacion
con la expresion de EC a través del estudio inmunohistoquimico de una serie de casos de CDIS e
infiltrante y de CLIS y CLI.

Material y Métodos

En este trabajo se examina once casos de tumores de la mama provenientes de pacientes con
edades comprendidas entre los 35 y los 60 afios. Las biopsias se recibieron ya incluidas en
parafina. Se hicieron cortes de dos a tres micras y se procesaron por métodos de rutina y
finalmente se tifieron con hematoxilina y eosina, y se examinaron con un microscopio de luz. Se
separaron los casos recibidos en dos grupos de acuerdo con el diagndstico clinico y patoldgico
previamente hecho. Cinco casos habian sido diagnosticados como CLIS con areas de CLI, y los
seis casos restantes eran carcinomas ductales con areas de carcinoma in situ y zonas donde el
tumor infiltraba el tejido conjuntivo y adiposo periférico. El estudio del material luego de haberse
procesado para su estudio inmunohistoquimico, se hizo a ciegas, y los resultados se cotejaron a
posteriori con los diagnosticos previamente hechos en las laminas tefiidas con hematoxilina eosina.

Algunos casos seleccionados para su estudio histolégico e inmunohistoquimico eran del material
del Laboratorio de Patologia Molecular NOVAPATH, en Caracas, Venezuela, pero la mayor parte
fue facilitado por el Laboratorio de Patologia de la Policlinica Santiago de Leoén, en Caracas. Los
diagnésticos originales se conservaron para su examen luego del estudio inmunohistoquimico.
Después de la evaluacion diagnéstica y cotejados los datos clinicos, se decidié en cada caso hacer
el estudio inmunohistoquimico utilizando el anticuerpo la E-cadherina de DAKO. Los cortes de dos



a tres micras, fueron hechos en un micrétomo rotatorio y recogidos en laminas sialinizadas o
recubiertas con Poli-L-lisina, previo bloqueo de la peroxidasa enddgena con perédxido de
hidrogeno-metanol. La dilucion utilizada para la E-cadherina fue de 1:50. Se utilizé para la
recuperacion antigénica una solucion de citrato de sodio a pH 4.2, en una olla de presion dentro de
un horno de microondas para elevar la temperatura a 100°C durante varios minutos. Se usé como
camara humeda un sistema de capilaridad de la casa Shandon y el revelado se hizo con el sistema
de LSAB+System HRP de DAKO.

Resultados
La data de los casos utilizados en este trabajo fue la siguiente:

Biopsia#  Diagndéstico anatomopatolégico. -Sitio-
1-980-2004.1 Carcinoma Lobulillar infiltrante e in situ DER
2-2894-2004.1 Carcinoma Lobulillar infiltrante e in situ 1ZQ
3-2532-2003.1Carcinoma Lobulillar infiltrante e in situ 1ZQ
4-4695-2003.1Carcinoma Lobulillar infiltrante e in situ DER
5-5383-2003.1Carcinoma Lobulillar infiltrante e in situ 1ZQ
6- 957-2004 Carcinoma ductal infiltrante e in situ 1ZQ
7-2023-2004 Carcinoma ductal infiltrante e in situ DER
8-4846-2004 Carcinoma ductal infiltrante e in situ 1ZQ
9-4587-2004 Carcinoma ductal infiltrante e in situ 1ZQ
10-2823-2004 Carcinoma ductal infiltrante e in situ 1ZQ

Las imagenes de los resultados estan al final del trabajo:

Discusion

La heterogeneidad del carcinoma mamario, ha servido para clasificarlo en varios tipos morfologicos
y presentar igualmente diversos grados de diferenciacion. Tanto el carcinoma mamario ductal
como el lobulillar, son producto de la proliferacion del epitelio del ducto terminal del lobulillo
mamario (11). La HLA y el CLIS son proliferaciones del epitelio mamario que muestran positividad
a los receptores de estrogenos en un 60 a 90%, y pocas veces expresan HER2/neu o proteina p53
en sus células, las cuales estan caracterizadas por perder la expresion de EC presente en las
neoplasias ductales (12,13,14).

No existe un acuerdo tacito sobre la mejor manera de clasificar las lesiones intraepiteliales del
cancer mamario. Algunos carcinomas in situ, sobretodo los de apariencia sélida, tanto ductales
como lobulillares, presentan grandes similitudes histolégicas. Hay quienes afirman que a pesar de
que la mayor parte de las veces es posible categorizar las lesiones in situ como ductales o
lobulillares con la coloracién de hematoxilina-eosina (H&E), existen casos de neoplasias hibridas o
combinadas (15,16,17) y estos no pueden precisarse sin hacer inmunohistoquimica, y en particular
detectar la expresion de EC (18,19 ). Las relevancia de este planteamiento es grande por cuanto
el tratamiento para ambos tipos de neoplasias mamarias intraepiteliales (CDIS y CLIS) es diferente



(20,21,22,23) y se hace mas complejo si consideramos la posibilidad de ambas neoplasias,
ductales y lobulillares, coexistan. (24).

Desde un punto de vista morfolégico, el CLIS esta formado por masas sélidas de células pequefias
y uniformes que ocluyen los lobulillos mamarios, pueden mostrar luces intracitoplasmaticas, y en
ocasiones muestran apariencia de anillo de sello (2). En el CLIS las células que obliteran los
ductos terminales estan limitadas en su conjunto por una lamina basal y esta condicion
intralobulillar, puede mantenerse durante mucho tiempo (1,25 ). Sabemos que en las células de la
HLA del CLIS, y el CLI no expresan la EC, lo que hace pensar que su ausencia en la membrana
celular no es un factor determinante para la capacidad de invasion de la NL.

Estas neoplasias de apariencia ambigua deben estudiarse con la ayuda de la inmunohistoquimica,
una técnica que ha progresado con los métodos de recuperacién antigénica y con la cual es
posible detectar alteraciones moleculares tan puntuales como la amplificacién y sobrexpresion de
oncogenes como HER2/neu y p53, (26), detectar factores de proliferacion como Ki67, y PCNA o
precisar la existencia de receptores de estrdgenos y de progesterona que puedan orientar una
terapia moduladora de estas hormonas.

En este trabajo se examina el inmunomarcaje para la deteccibn de E-cadherina (EC), una
glicoproteina transmembranosa que interviene en la adherencia celular mediada por Ca2+, y la
cual no se expresa en el CLIS ni en el CLI (6,7,8). Cuando el CLIS se hace infiltrante (CLI), las
células adoptan una disposicion espacial denominada “en fila india” e infiltran el tejido conectivo
con una apariencia caracteristica. Este modo de invadir los tejidos esta relacionado con las
alteraciones de la adhesividad entre las células del carcinoma lobulillar, provocada por el defecto
genético mencionado y se manifiesta en una disminucién del nimero de desmosomas y de las
moléculas de EC en las uniones tipo macula adherens (9). Resulta evidente que la EC, es una
glicoproteina indispensable para mantener la adhesividad e integridad de las células normales de
los ductos mamarios y que esta presente también en los carcinomas ductales, tanto in situ como
infiltrante (27). El gen CDH1 que codifica para la E-cadherina, es un gen supresor de tumores y
por ello, provoca la disminucidén o ausencia de expresion de la EC. Este hecho esté asociado a las
caracteristicas de multicentricidad, invasividad, metéstasis y mal pronéstico del carcinoma lobulillar.

Los mecanismos moleculares implicados en la disminucién o pérdida de la expresion de EC en el
CL, pueden ser variables, mutaciones, pérdida de wo de los alelos con pérdida de heterocigosis
(LOH) y procesos de metilacién en el promotor del gen CDH1. La deteccién de las mutaciones del
gen CDH1 en la NL no es facil, debido a que en las muestras a ser analizadas usualmente existen
numerosas células tumorales y células normales, y por otra parte a que no existen zonas de “hot-
spot” en el gen CDHL1. Esta circunstancia dificulta el andlisis de sus 16 exones con sus transiciones
exon-intron o de las proteinas generadas, quizas con defectos en algun aminoacido, o proteinas
incompletas. La alteracién mas frecuente en la NL es la LOH la cual esta presente en mas del 75%
de los casos. Este fendmeno se observa en 17p, 13q y en un 50% de los casos de CLIS y de HLA
se observa en 17q (28). También se ha observado LOH utilizando microdiseccién del ADN en
11913 para el CLIS y el CLI. Es importante sefialar que la incidencia de LOH para 17q y 17q del
CLIS es semejante a la descrita para el CDIS (29). La metilacion es un proceso que se observa en
la secuencia de nucle6tidos en donde se inicia la transcripcion. En este sector promotor del gen, la



metilacion provoca la supresion de la actividad transcripcional, por lo cual el ADN metilado no
puede transcribirse y no se expresa la proteina, en este caso la EC.

La presencia de estos cambios en la HLA y el CLIS sefialan como en las etapas tempranas ya se
puede detectar el efecto de la alteracion del gen CDH1. Es un hecho conocido que para que se
exprese la EC son necesarias las moléculas de cateninas a, b y g, asi como de la aparicion de la
proteina 120. El dominio de unién de las cateninas a la porcion intracelular de la EC refuerza la
estructura del citoesqueleto de actina (9). En este fenédmeno, la proteina 120 es una molécula
moduladora de las funciones de la EC (30), cuya expresion en el citoplasma del CLIS y en la HLA
se ha sefialado como un hecho precoz en la aparicién de la NL (18), aunque posiblemente esta
aparece secundariamente a la pérdida de la expresién de la EC. La pérdida de EC y de beta
catenina se observa con mayor frecuencia en el CL difuso que el CLI sdlido (31).

Ciertos casos de CLIS y de CLI pueden mostrar necrosis o focos cribiformes dentro de los lobulillos
neoplasicos, y algunos autores (32,33) han considerado que neoplasias con estas caracteristicas
morfolégicas, puedan ser denominadas indeterminadas, formando especie de hibridos de
neoplasias intraepiteliales con diferenciacién lobulillar y ductal (9,15,16,34). Fisher y colaboradores
(35), decidieron, tras afios de observaciones, denominar a estas neoplasias ambiguas, carcinomas
ductolobulillares in situ. Afios mas tarde Maluf y colaboradores (16) establecieron que cuando no
se observa la expresion de EC en las lesiones mamarias in situ, ellas van a progresar a CLI y
cuando la EC es positiva, los casos son CDIS que progresaran a carcinoma ductal infiltrante. Estos
hallazgos inmunohistoquimicos ofrecen resultados precisos sin que para algunos investigadores
medie la apariencia histolégica, la cohesividad de las células, las luces intracitoplasmaticas, ni las
areas de necrosis (27). Estos criterios histoldgicos planteados inicialmente por la Dra. Tavasoli no
parecen ser siempre indicadores seguros para considerar una neoplasia in situ como de origen
ductal (24).

Se han descrito casos de carcinomas tubulares coexistiendo con CLIS, ambos sin expresién de EC
y llama la atencién este hecho, ya que un carcinoma con apariencia ductal como es el tubular,
pueda no expresar EC y que se vean hibridos de estas neoplasias llamadas carcinomas tubulo-
lobulillares (20,36). Esta combinacion de nuevo plantea una situacion, en la cual ante estimulos
que van a provocar una LOH, se produce la aparicion de clones diferentes de células neoplasicas,
y estas pueden explicar el origen de estos carcinomas mamarios hibridos, como los demostrados
en este trabajo, todos provenientes de una sola célula madre ductulobulillar.
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