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RESUMEN

En el cancer de mama, la determinacion del infiltrado inflamatorio peritumoral (lIT) se realiza
en la mayoria de los casos sobre bases subjetivas. El objetivo del presente trabajo es aplicar
un sistema cuantitativo semiautomatico, el indice linfoide, para el calculo del [IT y compararlo
con el lIT subjetivo. Se seleccionaron 124 pacientes diagnosticados y tratados en el Instituto de
Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefo”, de Valencia, Venezuela, entre los afios de 1987 a 1996.
Se analiz6 la correlacion existente entre las valoraciones subjetivas del infiltrado inflamatorio
en cancer de mama, realizada por el patélogo que efectué el diagnéstico en su momento, con
las efectuadas en el momento de la captura de la imagen. Se compararon ademas estas
mediciones subjetivas con la determinacién semiautomatica en computadora del indice
linfoide. La confrontacion de las intensidades del IIT entre los observadores, mostro
desacuerdo en el 46 % de los casos (p < 0,01). El indice linfoide, se relaciond con la
apreciaciéon de ambos observadores subjetivos. Este indice, es una manera mas objetiva,
precisa y reproducible de valorar la respuesta inflamatoria; por lo que su uso seria interesante
ya que contribuiria a disminuir las discrepancias existentes entre los distintos observadores
que evaluan el infiltrado de manera subjetiva.

Palabras clave: Infiltrado inflamatorio peritumoral, indice linfoide, sistemas de cuantificacion.
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ABSTRACT

Comparing subjective evaluation of inflammatory infiltrate with lymphoid index in breast
cancetr.

In breast cancer, determination of peri-tumoral inflammatory infiltrate (1IT) is made in most of
the cases on subjective bases. The objective of the present work is to apply a semiautomatic
quantitative system, the lymphoid index, to estimate IIT and to compare it with the subjective
[IT. With this aim, 124 patients diagnosed and treated in the Oncology Institute "Dr Miguel
Perez Carrefio" in Valencia, Venezuela, between 1987 and 1996, were selected. The existing
correlation between subjective evaluations of inflammatory infiltrate in breast cancer was
analyzed, and the evaluations made by the pathologist at the time of diagnosis were compared
with those at the moment of capturing the image. In addition, subjective measurements were
compared with the semiautomatic computer determination of the lymphoid index. Confrontation
of IIT intensities between observers showed discrepancy in 46 % of the cases (p < 0.01). The
lymphoid index was related to the appreciations of both subjective observers. This index is a
more objective, accurate and reproducible way of estimating inflammatory response. The use of
this index would contribute to diminish existing discrepancies between observers evaluating
subjectively inflammatory infiltrate.

Key words: Peritumor inflamatory infiltrate, lymphoid index, quantification systems.

INTRODUCCION

El cancer de mama ocupa el primer lugar en Venezuela como causa de mortalidad por cancer
en las mujeres y su incidencia ha aumentando en los Ultimos anos, no solo en Venezuela sino
a nivel mundial (1,2).

Se puede afirmar que el carcinoma de mama es una enfermedad heterogénea en cuanto a su
evolucion. Como ejemplo de ello cabe citar, que de las pacientes sin metastasis en los
ganglios linfaticos axilares, un 20 a 30 % de ellas presentaran recidivas o morirdn en los 10
anos subsiguientes a la terapia local inicial.

Para evitar el sobre tratamiento, morbilidad y el alto costo del tratamiento en el 70 a 80 %
restante de las pacientes, deberian existir parametros que permitieran identificar cuales son las
pacientes con riesgo de recaida y/o muerte (3). Este comportamiento clinico a veces
impredecible de muchas neoplasias, ha estimulado la busqueda de factores pronésticos con el
fin de poder discriminar, dentro de un mismo estadio clinico, las pacientes que evolucionaran
favorablemente de las que no; para asi individualizar el tratamiento segun sea el caso (4-6). El
cancer de mama es una de estas neoplasias en la cual se han realizado los mayores esfuerzos
para la determinacién de factores pronésticos utiles (7-9).

En sistemas experimentales, se ha documentado la presencia de resistencia del huésped
contra el desarrollo de neoplasias, sugiriendo que la inmunidad juega un papel clave en el
desarrollo tumoral (10-12). La infiltracion linfocitaria intra y peritumoral, como expresion de las
defensas inmunolégicas, es comun en diferentes tumores humanos. Existe evidencia que en
algunos tipos de cancer, como los de cavidad oral, pulmén, estdmago y en los melanomas
malignos, la intensidad del infiltrado inflamatorio peri-tumoral (IIT) se relaciona con el
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prondstico (11,13-15).

Asi mismo, la mayoria de los carcinomas invasores mamarios presentan un |IT de intensidad
variable. En la literatura, la significacion del [IT en mama es controversial en cuanto a su papel
prondstico. Moore y Foote lo interpretaron como una respuesta favorable contra la neoplasia,
basados en su presencia e intensidad en el carcinoma medular, el cual posee un relativo mejor
prondéstico (16). Reportes posteriores al de An, Carter, Wernicke y Whiteside apoyan esta
hipétesis (4,17-19). Sin embargo, otros informes como los de Champion y Fisher afirman todo
lo contrario, es decir que los tumores con menor IIT presentan menos metastasis ganglionares
y una supervivencia mayor (20,21). El IIT favoreceria la angiogénesis y por consiguiente la
proliferacion neoplasica (22).

Por otro lado, el lIT se calcula habitualmente de una forma subjetiva, sefialando el pat6élogo su
intensidad (leve, moderada o severa), de acuerdo a su apreciaciéon (22,23). Hay estudios que
han propuesto diferentes formas de reportar el infiltrado inflamatorio, de acuerdo al patrén de
infiltracion (24,25), al conteo absoluto de células por campo (26,27) o estableciendo escalas
cuantitativas o semicuantitativas (28,29). Lee y col, utilizaron el indice linfoide (relacion entre
células linfoides inflamatorias/células neoplasicas) en el cancer de pulmén, con resultados que
tuvieron significacion pronéstica (14). La discrepancia reportada sobre el valor del infiltrado
inflamatorio, pudiera estar relacionada con el hecho de no existir un método estandar y objetivo
para su calculo y reporte.

El objetivo del presente trabajo es comparar la valoracién del lIT subjetivo clasico con el indice
linfoide, para evaluar las posibles discrepancias entre observadores del informe subjetivo y la
utilidad de un sistema semiautomatico objetivo.

METODOS

En el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio” (IOMPC) de Valencia, entre los afnos
de 1987 a 1996, se diagnosticaron y trataron 356 pacientes con cancer de mama. De ellos, a
los propdsitos del presente estudio, fueron seleccionados 124 pacientes que cumplian los
siguientes criterios: sexo femenino; diagnédstico histolégico de carcinoma ductal infiltrante sin
otra especificacion; tratamiento quirdrgico consistente en mastectomia en cualquiera de sus
variedades (parcial oncoldgica, simple, radical modificada o radical, es decir, casos en los
cuales se disponia del tumor en su totalidad); preparacion histolégica y/o bloque de parafina,
en condiciones aceptables, que contenga muestra del borde del tumor y pacientes sin
quimioterapia neoadyuvante. Estos criterios se fundamentaron en la premisa de tratar de
disminuir en lo posible la influencia de otras variables que pudieran afectar la valoracién del IIT.
Por ello se escogieron casos de un solo tipo histoldgico, la variedad mas frecuente y sin
quimioterapia previa (inusual en el IOMPC antes de 1996).

Se registré la intensidad del IIT que se encuentra en el informe de la biopsia, realizada
subjetivamente por el patélogo que efectud el diagnéstico en su momento, registrandose un
total de 8 patdlogos que realizaron estas valoraciones.

Se selecciond una preparacion histologica de cada caso, de la periferia del tumor,
efectuandose una segunda determinacion de la intensidad del IIT en el momento de la captura
de la imagen. Esta la realiz6 el mismo observador en todos los casos (AR).

El indice linfoide se calcul6 segun método descrito por Lee y col. (14), con la diferencia de
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realizar la cuantificacion de células linfoides y neoplasicas con imagenes digitalizadas, de
forma semiautomatica.

Se procedié a la captura y digitalizacién de al menos dos imagenes de cada caso a 400x de
magnificacion. Para ello se utilizd un microscopio Zeiss Axiostar, cdmara de video Sony
modelo ExwaveHAD adaptada al microscopio y conectada con computadora Pentium IV Intel
3.0 GHz, de 1 GByte de memoria RAM y disco duro de 80 GByte, con monitor super VGA de
17 pulgadas y tarjeta de video D-Link, modelo DUB-T210. Las imagenes se capturan en
formato bit map (BMP), de un tamaro de 640 x 480 pixeles, en color verdadero (RGB), ya que
es el formato de captura automatico de la tarjeta. Luego, mediante el programa Photo Shop
version 6.0 se abren y guardan en formato JPEG, el cual ocupa menos espacio en disco duro,
para su posterior andlisis. La resolucion utilizada de la pantalla del monitor fue de 1152 por 864
pixeles. Es de hacer notar, sin embargo, que este tipo de calculo puede realizarse con
resoluciones menores. La determinacion semiautomatica en computadora del indice linfoide de
cada caso, se realiz6 valiéndose del programa (software) llamado “Bronce”, creado para tal fin
por uno de los autores (VB). La imagen a ser analizada se desplaza segun cursores inferiores
y laterales; con el ratdbn (mouse) se van contando las células inflamatorias (linfo-plasmocitarias)
y neoplasicas, quedando en cada célula un punto del color previamente seleccionado, a fin de
no contar la misma célula varias veces. Automaticamente aparece en la ventana
correspondiente su nimero absoluto y porcentaje. El indice linfoide se obtiene posteriormente
de la division del numero total de células inflamatorias del caso entre el de células neoplasicas
(Figura 1).
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Figura 1. Programa Bronce. Imagen de la periferia de un carcinoma ductal infiltrante. Con el
punto rojo se encuentran marcadas las células linfoides (288 células) y con el azul las
neoplasicas (28 células). El indice linfoide de este caso seria de 10,29 (288/28).

El indice linfoide se dividid en tres grupos, (< 1,5; entre 1,6 a 3; > 3), con el fin de poder
correlacionar con las tres categorias habituales del calculo subjetivo. Para el andlisis e
interpretacion de los resultados, los cuales fueron procesados a través del programa
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estadistico SSPS — 10, por técnicas estadisticas univariables: de frecuencia y porcentaje, asi
como también utilizando el coeficiente de concordancia Kappa y la matriz de correlacion de
Spearman segun el caso.

RESULTADOS

Los 124 casos del estudio representaron 34,8 % del total de casos (356 pacientes) con cancer
de mama diagnosticados en el Instituto de Oncologia “Dr. Miguel Pérez Carrefio” de Valencia,
entre los afios de 1987 a 1996, constituyendo por lo tanto una muestra representativa. El rango
de edad del total de pacientes oscil6 entre 20 a 91 anos, con una media de 50,6 anos. Los
casos incluidos en el presente estudio presentaron un rango de 23 a 89 anos, siendo la media
de 51,2 anos. 45,97 % (n = 57) de las pacientes eran menores de 50 afos y 54,03 % (n = 67)
iguales o mayores de 50 afnos.

La Tabla 1 presenta la distribuciéon de los casos objeto de estudio de acuerdo a la intensidad
del infiltrado inflamatorio. Esta determinacién es la que se encuentra en el informe de la
biopsia, realizada subjetivamente por el patélogo que efectué el diagnéstico en su momento.
Como se observa, las categorias de leve y moderada tuvieron una frecuencia igual,
representando cada una 41,1 % de los casos.

Tabla 1. Infiltrado inflamatorio tumoral determinado por el observador que
diagnosticoé el cancer de mama

55 n %
Leve 51 41,1
Moderada 51 41,1
Severa 22 17,8
Total 124 100

Una segunda determinacion de la intensidad del infiltrado inflamatorio tumoral se realizé en el
momento de la captura de la imagen, por el mismo observador para todos los casos. Los
resultados de esta medicion, de caracter subjetivo, se muestran en la tabla 2. Se observa
predominio de los casos con infiltrado inflamatorio leve, con una frecuencia de 72 casos, que
representaron 58,1 %.

Tabla 2. Infiltrado inflamatorio tumoral determinado por el observador que realizé la
captura digital de los casos de cancer de mama

Intensidad n %
Leve 72 58,1
Moderada 38 30,6
Severa 14 11,3
Total 124 100
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La comparacion de las intensidades del infiltrado inflamatorio tumoral de las determinaciones
del observador que efectud el informe original del caso y las del patélogo en el momento de la
captura de imagenes para su digitalizacion y analisis, se muestran en la tabla 3. Hubo acuerdo
entre los dos observadores en 67 casos, representando 54 % y por lo tanto, en 46 % de los
casos, casi la mitad de ellos, hubo desacuerdo, significando un alto porcentaje de variacién
interobservador. La mayor variacion se aprecié en los casos que el observador 1 catalogé
como moderado y el observador 2 como leve, siendo éstos 27 casos (37,5 %) de los casos
leves del observador 2. El coeficiente de concordancia Kappa rechaza la hipoétesis nula, acepta
que existe una concordancia débil entre ambos observadores (Kappa = 0,213) pero la misma
es estadisticamente significativa (p<0,01), es decir no se debe al azar.

Tabla 3. Comparacion de la intensidad de los infiltrados inflamatorios tumorales determinados por
el observador que diagnostico el cincer de mama y el del observador que realizé la captura digital

Observador 2 Total
leve | moderado severo
Observador 1 leve 38 12 1 51
moderado 28 18 5 51
severo 5 9 8 22
Total 71 39 14 124

Nota: Los numeros de las columnas y filas representan la coincidencia entre los observadores.
Kappa = 0,213; p<0,01; Error tipico asinténico = 0,070; T aproximada = 3,255

La tabla 4 presenta la matriz de correlacion de Spearman entre el indice linfoide y sus
elementos constitutivos, es decir el conteo absoluto y objetivo de células inflamatorias y el
conteo absoluto de células neoplasicas, con los IIT subjetivos. EI nimero de células
neoplasicas sélo se relacion6 con el nimero de células del infiltrado inflamatorio, siendo ésta
una relacion positiva, a mayor cantidad de células neoplasicas por campo, mayor tendencia de
haber mas células inflamatorias. Asimismo, el indice linfoide se asocié de forma positiva y
significativa con el nimero absoluto de células inflamatorias, lo que era de esperar, ya que
este Ultimo representa el numerador en su célculo. Este indice no se correlacion6 con el
numero de células tumorales. Se evidencié una relacion significativa entre el indice linfoide y la
apreciacion de ambos observadores subjetivos, mayor con la apreciacion subjetiva 2, la del
patélogo que realiz6 la captura.
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Tabla 4. Matriz de correlacion de Spearman entre el indice linfoide - numero
de células tumorales - numero de células inflamatorias e infiltrado subjetivo.

. Ne células | N2 células . , Histologia
Indice Histologia

linfoide | tumorales linfoides subj 1 Subj 2
R Spearman Indice | 1,000 -0,147 0,887 0,595 0,701*
Valor p linfoide 0,103 0,000 0,000 0,000

Ne células | -0,147 1,000 0,291* 0,011 0,054

tumorales | ) 5 0,001 0,905 0,551
Ne células | 0,887** 0,291* 1,000 0,554** 0,697**

linfoides | ) 5, 0,001 0,000 0,000
Histologia | 0,595* 0,011 0,554** 1,000 0,398**

subj 1| 4500 0,905 0,000 0,000

Histologia | () 701+ 0,054 0,697%* 0,398 1,000

subj 2
0,000 0,551 0,000 0,000
** Correlacion significativa p < 0,01
DISCUSION

El interés principal del presente estudio fue analizar el grado de confiabilidad del lIT calculado
subjetivamente en el cancer de mama, al comparar dos distintas mediciones subjetivas con la
determinacion semiautomatica en computadora del indice linfoide valiéndose de sistema
disenado para tal fin. En este estudio se evidencié una diferencia significativa entre ambas
mediciones subjetivas, indicando ello que el célculo del indice linfoide, a pesar de ser mas
laborioso, es recomendable, ya que es una manera mas objetiva de evaluar la infiltracién
linfocitaria. La medicion subjetiva 2 present6 una mayor correlacion con el indice linfoide. Esto
se explica por su determinacién por un solo observador, en lugar de los 8 que intervinieron en
la primera medicion, disminuyendo asi la variacion interobservador.

Este indice linfoide, a pesar de presentar una relaciéon positiva, altamente significativa (p <
0,01) con el numero absoluto de células linfoides, depende de la proporcion de los elementos
que lo constituyen. Es asi como se presentaron casos con un leve infiltrado inflamatorio, pero
igualmente con escasas células neoplasicas por campo, obteniéndose un indice elevado. De
igual manera, en otros casos con un severo infiltrado inflamatorio, con abundantes células
neoplasicas también, el indice linfoide fue intermedio o bajo.

El indice linfoide representa una medida objetiva que relaciona el nimero absoluto de células
inflamatorias con el niumero absoluto de células neoplasicas. La relacién existente entre la
infiltracion linfoide y el pronostico del paciente se ha realizado en varios estudios de carcinoma
de mama, por diversos tipos de valoraciones subjetivas, lo que pudiera influir en los resultados
controversiales del valor pronéstico de dicha infiltracion (16-21). Estos resultados podrian ser
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evaluados utilizando el indice linfoide, con la finalidad de disminuir los posibles errores de la
apreciacion subjetiva realizada por el observador.

El desacuerdo en el 46% de los casos confirma lo anteriormente reportado en la literatura, en
cuanto a la variabilidad y falta de reproducibilidad de la apreciacion del |IT, quizas debido a las
distintas técnicas empleadas para su calculo (14,21,30).

El lIT mostré6 mayor correlacion con el observador que valoré la infiltracién en el momento de la
captura de la imagen (0,701), que con las efectuadas en el momento del informe original
(0,595); se podria inferir entonces que esta diferencia reportada entre los observadores, con
respecto al lIT, pudiera ser debido al niumero de patdlogos involucrados.

En los dltimos afos se han estudiado nuevos marcadores de valor prondstico, discutiendo su
posible utilidad clinica en distintas neoplasias a partir de trabajos experimentales y estudios
clinicos. Aunque se han descrito varios factores prondsticos, son pocos los que pueden
considerarse suficientemente caracterizados o aceptados. En general, para establecer la
utilidad de un marcador de valor pronéstico, debe validarse tanto en aspectos técnicos como
clinicos (31,32). La técnica de estudio debe ser suficientemente sensible, especifica y
reproducible, y los resultados deben ser facilmente interpretables y significativos. Por otro lado,
se debe evaluar ademas, cuales son los factores mas adecuados para un determinado caso o
para una terapia en particular (33).

El estudio realizado por Lee y col, sefiala que el indice linfoide es un indicador prondstico de la
evolucién clinica de pacientes con cancer de pulmén (14). Por otro lado, Stewart y Heppner
sefalan que la evaluacion del papel que juega la respuesta inmune en el control del carcinoma
de mama, no esta muy clara y que dicha respuesta no es un mecanismo de defensa, sino que
por el contrario, quizas sirva como facilitadora del desarrollo del cancer, observando en su
estudio una correlacién entre un infiltrado linfoide elevado y pacientes con evolucién
desfavorable (34); seria importante reevaluar entonces si utilizando este indice en lugar del IIT
subjetivo, se contribuye con la valoracion pronéstica del paciente con cancer de mama.

El indice linfoide calculado por un sistema semiautomatico, pudiera ser por lo tanto una
manera mas objetiva, precisa y reproducible de valorar el infiltrado inflamatorio en la mama y
tumores de otros sitios, por lo que su uso seria interesante ya que evitaria las discrepancias
existentes entre los distintos observadores que evaltuan el infiltrado de manera subjetiva. Sin
embargo, al requerir mas tiempo y disponer de mayor tecnologia, es necesario evaluar su
utilidad y justificacién en la practica de rutina.
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