ARTICULO ORIGINAL

ISSN 0025-7680

MEDICINA (Buenos Aires) 1996; 56: 252-258

ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE BCL-2 Y MIB-1/KI-67 EN EL CARCINOMA DE MAMA

ANALISIS RETROSPECTIVO EN 238 CASOS

ALBERTO S. SUNDBLAD, CHUL AHN, HECTOR BATTIFORA
Hospital Privado de Comunidad, Mar del Plata; City of Hope National Medical Center, Duarte, CA, USA

Resumen Es de interés conocer si un indicador de proliferacién como el anticuerpo MIB-

1 contra el antigeno Ki-67 y la expresion de bcl-2, proteina relacionada con
el bloqueo de la apoptosis, tienen relacion entre si y con potenciales factores prondsti-
cos del cancer de mama. Para ello en este trabajo se estudian retrospectivamente 238
casos de carcinoma de mama en estadios | y Il con un seguimiento minimo de 5 anos.
Los resultados muestran que la alta expresion de MIB-1 se asocid con grados nuclear e
histologico altos (p < 0,001 para ambos), con receptores de estrogenos y de progesterona
negativos (p = 0,009 y p = 0,004 para cada uno respectivamente) y con poblacién menor
de 60 anos (p = 0,014). La alta expresion de bcl-2 se relacioné con tumores mas peque-
nos (p = 0,001); receptores de estrégenos y de progesterona positivos (p < 0,001 para
ambos), grado nuclear bajo (p < 0,001), grado histolégico bajo (< 0,002), estadio | (p =
0,01) y baja expresion de MIB-1 (p = 0,025). La regresiéon univariada de Cox demostro
una significativa asociacion de la alta expresion de MIB-1 y de la baja expresion de bcl-
2 con menor sobrevida global (p = 0,002 y p = 0,04 para cada uno respectivamente). Por
otra parte el analisis multivariado de seleccién por pasos de Cox mostré que la expre-
sion de MIB-1 fue un factor pronéstico independiente.
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En el desarrollo de las neoplasias intervendrian
tanto fallas de los mecanismos que regulan la
proliferacion celular como defectos de los desti-
nados a eliminar las células anomalas'-2. El indi-
ce de mitosis, la medicién de la fase S y la ex-
presion de antigenos ligados a la proliferacion
celular son entre otros, elementos destinados a
evaluar la proliferacion de células neoplasicas. En
este sentido el anticuerpo MIB-1/Ki-67 es un ele-
mento que se ha utilizado con este fin®*®,

Por otra parte, en la eliminacién de células
supernumerarias o defectuosas interviene la
apoptosis, mecanismo de muerte programada
destinado a erradicar las células anémalas®’. La
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alteracion de este programa biologico de muerte
celular podria ser, en el desarrollo de las
neoplasias, un factor de una importancia similar
a la proliferacién de células atipicas® °. El proto-
oncogen bcl-2 es un gen comprometido en la re-
gulacion de la apoptosis' '' y su expresién per-
mitiria obtener informacién sobre la pérdida de los
mecanismos destinados a la eliminacion de ele-
mentos anormales.

En este trabajo se analizan expresiones de
ambos procesos, es decir de la proliferacion y de
la eliminacion de células neoplasicas. Para ello
determinamos la presencia de la expresion de
MIB-1/Ki-67 y de la oncoproteina bcl-2 determi-
nadas por inmunohistoquimica en una serie de
carcinomas de mama en estadios | y |l estudia-
mos la relacién de ambos antigenos entre sj y
con algunos factores considerados de valor pro-
nostico.
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Material y métodos

De un total de 414 casos de carcinoma de mama re-
secados entre 1972 y 1984 en el Hospital Privado de
Comunidad se incluyeron para este estudio 238 en
estadios | y Il. Los restantes fueron excluidos por no re-
unir los requisitos clinicos 0 anatomopatolégicos requeri-
dos para este estudio. Todos habian sido tratados con
mastectomia radical modificada; 8 recibieron quimiotera-
pia adyuvante y 209 radioterapia externa en el sitio pri-
mario y en la cadena ganglionar mamaria. El seguimien-
to en todos los casos fue de un minimo de 5 anos. Se
tabularon los siguientos datos de cada caso: la edad,
estadio, el tamano tumoral, estado de los ganglios
axilares, grado histologico'?, grado nuclear' ', presen-
cia de receptores hormonales determinados por
inmunohistoquimica, sobreexpresion de oncoproteina c-
erbB-2 y de bcl-2 y MIB-1/KI67. Tambien se considera-
ron la recidiva de la enfermedad y la sobrevida global a
los 5 anos.

En todos los casos el tejido fue fijado en formol buffer
al 10% e incluido en parafina. Los anticuerpos primarios
utilizados para este estudio estan indicados en la tabla 1.
Luego de esta incubacion se aplico un anticuerpo secun-
dario biotinilado 1:200 y finalmente complejo ABC 1:150.
Se reveldo con diaminobenzidina y se contrasto con
hematoxilina. Para la evaluacion de MIB-1 se utilizé un
meétodo semicuantitativo basado en la estimacion del por-
centaje de nucleos tenidos inequivocamente: de 0 a 10%
de las celulas positivas se consideré como bajo grado y
mas del 10% como alto grado®. Para bcl-2 se considera-
ron solo los cambios de coloracion citoplasmatica en las
celulas neoplasicas. La ausencia de color fue catalogada
como negativa, una coloracion muy tenue como 1+, la
coloracion franca como 2+ y el color intenso como 3+. Los
tumores negativos y 1+ fueron considerados como baja
expresion mientras que los 2 y 3+ como alta expresion'®,

Para el analisis estadistico se utilizo el test del chi
cuadrado con el fin de identificar a los factores que se
asociaron significativamente con alta expresion de bcl-
2 y de MIB-1. Para determinar cuales factores pronés-
ticos fueron predictivos de la sobrevida libre de enfer-

TABLA 1.— Anticuerpos primarios utilizados en este

estudio
Anticuerpo Clon Origen  Dilucion
MIB-1 MIB-1 AMAC 1:50
bel-2 124 Dako 1:100
c-erbB-2 Policlonal  Triton 1:30
Receptor estrégenos ER1D5 AMAC 1:40
Receptor progesterona 1A6  Novocastra 1:40
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medad (SLE) y de la sobrevida global (SG) se uso la
regresion univariada de Cox. También se establecieron
las vanables prondsticas independientes mediante la re-
gresion de Cox de seleccion por pasos.

Resultados

La expresion de MIB-1 pudo determinarse en
236 casos como puede observarse en la tabla 2.
De ellos 184 tuvieron baja expresién mientras que
en 52 hubo alta expresion. La alta expresion de
MIB-1 se asocio de manera muy significativa con
grados nuclear e histolégico altos (p = 0,001 para
ambos) con receptores de estrogenos negativos
(p = 0,009), receptores de progesterona negativos
(p = 0,004) y edad menor de 60 anos (p = 0,01).
Por su parte, el estado de los ganglios linfaticos,
el estadio clinico, el tamano tumoral y la
sobreexpresion de c-erbB-2 no mostraron asocia-
cion estadisticamente significativa con la expre-
sion de MIB-1.

Con respecto a bcl-2 el analisis pudo realizar-
se en los 238 casos. Del estudio de las células
neoplasicas se observé que en 100 casos habia
alta expresion de la oncoproteina y 138 tenian
baja expresion. La alta expresion se asocié de
manera significativa con tumores mas pequenos
(p = 0,001), estadio | de la enfermedad (p = 0,01),
grado histologico bajo (p = 0,002), grado nuclear
bajo (p < 0,001), presencia de receptores de
estréogenos y progesterona (p < 0,001 para am-
bos) y baja expresion del MIB-1 (0,02). La edad,
el estado de los ganglios linfaticos axilares y la
sobreexpresion de c-erbB-2 no se relacionaron
con la expresion de bcl-2.

Cuarenta y nueve (21%) de las pacientes ha-
bian fallecido por la enfermedad. La tabla 3 sin-
tetiza la comparacion de grupos basados en fac-
tores clinico-patolégicos y su relacion con la SLE
y la SG segun la regresion univariada de Cox. Los
factores que se asociaron a menor SLE y menor
SG fueron: ganglios linfaticos positivos (p =
0,0001 para ambas); tumores mayores de 2 cm
(p = 0,0007 para SLE y p = 0,002 para SG);
estadio Il (p = 0,0005 para SLE y p = 0,0007 para
SG); grado nuclear alto (p = 0,004 para SLE y p
= 0,003 para SG); sobreexpresién de c-erbB-2 (p
= 0,02 para ambos); grado histoldgico alto (p =
0,04 para SG); baja expresion de bcl-2 (p = 0,04
para SG) y alta expresion de MIB-1 (p = 0,002
para SG). Los factores pronésticos independien-
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TABLA 2.— Analisis de factores asociados con la expresion de MIB-1 y de bcl-2

Factor - n MIB-1 alto (%) p bcl-2 alto (%) p
Edad

< 60 afos 56 19 (34) 21 (38)

60 + anos 182 33 (18) 0,014 79 (43) 0,43
Estadio

| 65 12 (18) 36 (55)

1l 173 40 (23) 0,41 64 (37) 0,01

Ganglios linfaticos
Negativos 142 31 (22) 62 (44)
Positivos 96 21 (22) 0,93 38 (40) 0,53

Tamarno tumoral
<2cm 58 10 (18) 32 (55)
2+cm 180 42 (23) 0,35 68 (38) 0,02

Grado nuclear
Bajo (G1y G2) 120 13 (11) 64 (53)
Alto (G3) 118 39 (33) < 0,001 36 (31) < 0,001

Grado histologico
Bajo (G1 y G2) 146 21 (14) 73 (50)
Alto (G3) 92 31 (34) < 0,001 27 (29) 0,002

Recept. estrog.
Positivos 164 28 (17) 89 (54)
Negativos 74 24 (32) 0,009 11 (15) < 0,001

Recept. progest.

Positivos 120 35 (30) 68 (27)

Negativos 118 17 (14) 0,004 32 (57) < 0,001
c-erbB-2

Positivos 53 16 (30) 24 (45)

Negativos 185 36 (20) 0,10 76 (41) 0,58
MIB-1

Bajo 184 85 (46)

Alto 52 15 (29) 0,025

tes de menores SLE y SG (tabla 4) fueron: el es- y p = 0,02) y el tamafo tumoral (p = 0,02 y p =
tado de los ganglios linfaticos (p = 0,0001 para 0,01). La expresién de MIB-1 fue un factor pro-
ambos); la sobreexpresion de c-erbB-2 (p = 0,006 nostico independiente sélo para la SG (p = 0,002).
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TABLA 3.— Andlisis univariado de factores asociados con sobrevida libre de enfermedad (SLE) y con
sobrevida global (SG)

Factor n SLE p SG p
RR RR

Edad

< 60 yr 56

60 + yr 182 1,20 0,51 1,05 0,89
Estadio

| 65

I 173 3,48 0,0005 7.59 0,0007

Ganglios linfaticos
Negativos 142
Positivos 96 4,46 0.0001 4,86 0,0001

Tamano tumoral
< 2cm 58
2 +cm 180 3,58 0,0007 6,70 0,002

Grado nuclear
Bajo (G1 y G2) 120
Alto (G3) 118 2,02 0,004 2,52 0,003

Grado histologico
Bajo (G1 y G2) 146
Alto (G3) 92 1,37 0,18 1,80 0,042

Recept. estrog.
Positivos 164

Negativos 74 0,95 0,85 1,13 0,68

Recept. progest.

Positivos 120

Negativos 118 1,17 0,51 1,31 0,35
c-erbB-2

Positivo 53

Negativo 185 1,80 0,022 2,00 0,024
MIB-1

Bajo 184

Alto 52 1,43 0,18 2,40 0,002
bcl-2

Bajo 138

Alto 100 1,48 0,11 1,90 0,04
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TABLA 4.— Andlisis multivariado de factores prondsticos asociados con sobrevida libre de enfermedad (SLE)} y
con sobrevida global (SG)

Factor Paso RR p Paso RR p
Ganglios 1 3,99 0,0001 1 4,54 0,0001
c-erbB-2 2 1,99 0,006 4 2,04 0,022
Tamano tumoral 3 2,34 0,024 3 4,15 0,019
MIB-1 2 2,58 0,002
Discusion En coincidencia con observaciones previas*¥’

La expresion de antigenos ligados a la prolife-
racion celular son, entre otros, elementos desti-
nados a evaluar el grado de multiplicacion de las
celulas neoplasicas'®'®. La marcacion del antigeno
Ki-67 con el anticuerpo MIB-1 parece un medio
confiable como indicador de la actividad
proliferativa para tejidos rutinariamente procesa-
dos e incluidos en parafina® * ©2°. Este antigeno
nuclear se expresa en las fases G1, S, G2 y M
del ciclo de proliferacion celular pero esta ausen-
te en la quiescente fase G0?'.

Por otra parte, en los ultimos anos se ha pues-
to en evidencia la importancia del bloqueo del
mecanismo de apoptosis como parte del creci-
miento de las neoplasias’ % 2 %, La sobreexpre-
sion del proto-oncogene bcl-2 bloquea la apotosis
y proteje a las células de una muerte programa-
da'® '-2¢ anulando asi un mecanismo normal de
los tejidos que previene la supervivencia de ceé-
lulas con anomalias genéticas?. Una alta concen-
tracion de esta proteina ha sido observada en
linfomas foliculares como consecuencia de una
translocacion t(14:18)?, aunque esta sobreexpre-
sion puede ser generada también por otros me-
canismos?. Mientras la mayor parte de los estu-
dios de este gen han sido relacionados con las
proliferaciones linfoides?, es relativamente menor
la informacién sobre el significado de la presen-
cia de la sobreexpresion de este proto-oncogen
en tumores sélidos™ 2%,

Resulta entonces de interés analizar si estas
dos expresiones de produccion y eliminacién de
células neoplasicas tienen relacion entre si 'y con
otros factores pronésticos.

los resultados de este estudio muestran una re-
lacion entre la expresion de MIB-1 con el grado
nuclear alto, el grado histolégico alto y con pacien-
tes menores de 60 anos. La asociacion con re-
ceptores hormonales negativos esta de acuerdo
con algunos estudios®: *® pero discrepa con
otros®3¢, Concordando con trabajos anteriores no
encontramos relacion entre la expresion de MIB-
1 con el tamano de los tumores ni con el estado
de los ganglios linfaticos®: %*. Sin embargo Wintzer
y colab. hallaron una asociacion entre estos fac-
tores*. Como lo habian mostrado Sahin y colab.*
en nuestra serie tampoco la amplificacion del c-
erbB-2 tuvo relacion con MIB-1. Los analisis
univariado y multivariado de Cox demostraron una
significativa asociacion entre la expresiéon de MIB-
1y la SG, como ya lo habfan publicado otros au-
tores®:*. Esta asociacion reviste interés clinico ya
que la expresion de MIB-1 podria ser de utilidad
para orientar la conducta terapéutica en los ca-
sos en que la informacion clinico-patologica no
sea concluyente para decidir la aplicaciéon de un
tratamiento adyuvante.

Se encontré una vinculacién muy significativa
entre bcl-2 y receptores hormonales, lo que resul-
ta razonable considerando la expresion normal de
bcl-2 en epitelios glandulares hormonodepen-
dientes®. La positividad del epitelio mamario nor-
mal en casi todos nuestros casos confirman este
dato. La alta proporcién de células positivas para
receptores de estrégenos y progesterona que
expresan un alto grado de bcl-2 ya fue observa-
da por Chan y colab.®® y por Leek et al**, siendo
estos Ultimos quienes plantearon la hipotesis que
bcl-2 podria ser una proteina regulada por los
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receptores de estrogenos. Esta fuerte asociacion
podria explicar por qué una baja expresion de bcl-
2 se relaciono con una menor SG. Como en es-
tudios anteriores’ la expresion de bcl-2 tuvo po-
sitiva correlacion con tumores menores de 2 cm
y con grado histolégico bajo y grado nuclear bajo,
pero, inesperadamente, dada su importancia
como factor prondstico, no se relacion6 con el
estado de los ganglios linfaticos.

En esta serie bcl-2 no demostro relacionarse
con la amplificacion de c-erbB-2 a diferencia de
Leek y colab. al que encontraron una mayor am-
plificacion en los casos bcl-2 negativos™.

De acuerdo con otros autores' se encontré una
relacion inversa entre las expresiones de MIB-1
y de bcl-2, en contraste con Segal y colab.* quie-
nes observaron una relacion directa entre expre-
sion de Ki-67 y bcl-2 en células neuroendocrinas
de carcinomas de prostata.

En conclusidn, la alta expresion de MIB-1 se
asocio con algunos factores pronosticos desfavo-
rables y puede contribuir a predecir la SG, mien-
tras que la alta expresion de bcl-2 tuvo una clara
asociacion con algunos factores pronésticos favo-
rables pero no resulté un valor prondstico inde-
pendiente para predecir la evolucion del cancer
de mama.

Summary

Immunohistochemical detection of bel-2 and
MIB-1/Ki-67 in breast cancer. Retrospective
analysis of 238 cases

We considered of interest to determine the
possible interrelationship between the prolifera-
tion-related marker MIB-1/Ki-67 and the bcl-2, a
protein involved in the blockage of apoptosis, and
whether they contributed to the prognosis of breast
cancer. For this purpose we carried out a retro-
spective immunohistochemical study of 238 cases
of stage | and Il breast carcinomas with a follow
up of at least 5 years. The study revealed that high
expression of MIB-1 was associated with high
nuclear and histological grades (p < 0,001 for
both), negative estrogen receptor status (p =
0.009) and progesterone status (p = 0.004), and
younger age (p = 0.014). High bcl-2 expression
was associated with smaller tumor size (p =
0.001); positive estrogen and progesterone
receptors (p< 0.001 for both); low nuclear grade
(p < 0.001), low histological grade (p < 0.002),
stage | disease (p = 0.01) and low MIB-1 expres-

bel-2 y MIB-1/Ki-67 EN CANCER DE MAMA

sion (p = 0.025). The univariate Cox regression
showed a significant association of high MIB-1 ex-
pression (p = 0.002) and low bcl-2 expression (p
= 0.04) with shorter OS. Furthermore, MIB-1 ex-
pression was a significant independent predictor
of OS (p = 0.002) as showed by stepwise Cox re-
gression analysis.
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