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RESUMEN

Dentro de la compleja y aún poco comprendida biología de la formación de neovasos en tumores
malignos se ha establecido que uno de los puntos restrictivos del proceso sería la precoz destrucción y
remodelación que sufre la membrana basal perivascular, la cual estaría mediada por la activación de
metalloproteinasas de matriz extracelular. Las diferencias en la cantidad y potencia de los distintos
mediadores podrían traer como resultado un cambio en los patrones normales de distribución, cantidad y
calidad de los componentes de membranas basales perivasculares en tejidos afectados por neoplasias
respecto de lo que existe en la mama normal o en patologías benignas. Se estudiaron 118 piezas
histológicas de patología mamaria entre 1990-2000. Se realizaron inmunomarcaciones con anticuerpos
primarios antilaminina, fibronectina y colágeno de tipo IV para estudiar membrana basal perivascular. La
cantidad de componentes de membrana basal de los vasos sanguíneos aumentan cuando una patología
mamaria pasa de ser localizada a invasora y también a medida que se va perdiendo el grado de
diferenciación histológica de las mismas. Las características moleculares de las membranas basales
vasculares son diferentes en el tejido correspondiente a carcinomas mamarios invasores respecto de lo
observado en tejido normal o en patologías sin disrupción de la membrana basal.
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SUMMARY

Despite the complex and even not very well understood biology of angiogenesis in malignant tumors,
it has been settled down that one of restrictive points of the angiogenic cascade would be the early
destruction and remodeling of the vascular basement membrane, which would be mediated by the activation
of matrix metalloproteinase. The differences in the stimulus and signals power can determine differences in
the normal patterns of distribution, quantity and quality of the vascular basement membrane components
between normal breast tissue, benign and diverse malignant pathology. 118 histological samples of breast
pathology among 1990-2000 were studied. They were all processed with primary antibodies against laminin,
fibronectin and type IV Collagen. The level of basement membrane components in blood vessels increases
when breast pathology evolve of insitu to invasive and also when it progressively lost its histological grade.
The studied vascular basement membranes components reveal a different distribution pattern between
invasive and non invasive carcinomas as well as with other localized pathologies.
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INTRODUCCIÓN

Entre los cambios conceptuales importantes
acaecidos como consecuencia del progreso en el
conocimiento de la biología molecular del cáncer,
uno de los más importantes es aquél referido al rol
que juega la vascularización del tumor en el proce-
so de invasión y diseminación y, por lo tanto, en el
pronóstico.1-3 A mayor agresividad de la neoplasia,
mayor será su tasa de crecimiento. La mayor masa
tumoral condiciona que rápidamente la cantidad de
oxígeno y nutrientes disponibles para sustentar tal
masa y velocidad de proliferación sean superadas.
Este desbalance trae como consecuencia la hipoxia
de las células tumorales, lo que junto a la “inestabi-
lidad genética” existente en las células tumorales
mal diferenciadas, estimulan la síntesis y liberación
de una gran cantidad de sustancias angiogénicas
que provendrían tanto de mecanismos reparativos
fisiopatológicos como de la codificación de ellas por
genes tumorales mutados.4-8

La aparición final de neoangiogénesis se pro-
duciría como resultado de una alteración en el ba-
lance normal entre moléculas proangiogénicas y
antiangiogénicas y se ha reportado que su comien-
zo tendría lugar cuando la masa tumoral haya al-
canzado entre 1 y 2 mm3 de volumen.9,10

Por definición, un factor angiogénico es una
molécula que puede alterar en forma selectiva las
células endoteliales y estructuras perivasculares
asociadas. Se han identificado moléculas como las
VEGF/VPF, factores de crecimiento fibroblásticos
(FGF), angiopoyetina y otros como interleukina 8,
los que serían capaces de inducir y moderar los
procesos de angiogénesis, tanto en procesos fisio-
lógicos como en neoplasias malignas.11-16

Dentro de la compleja y aún poco comprendida
biología de la formación de neovasos en tumores
malignos se ha establecido que uno de los puntos
restrictivos del proceso sería la precoz destrucción
y remodelación que sufre la membrana basal
perivascular, la cual estaría mediada por la activa-
ción de metalloproteinasas de matriz extracelular
(MMP), especialmente gelatinasa A y colagenasa
intersticial.17-21

La principal diferencia existente en el desarro-
llo de angiogénesis entre procesos fisiológicos y
procesos malignos es la magnitud y características
de los estímulos desencadenantes, ya que al pare-
cer los mediadores involucrados serían los mismos.
Estas diferencias en la cantidad y potencia de los
distintos mediadores podrían traer como resultado
un cambio en los patrones normales de distribu-
ción, cantidad y calidad de los componentes de
membranas basales perivasculares en tejidos afec-

tados por neoplasias respecto de lo que existe en
la mama normal o en patologías  benignas.22-26

De igual modo, la cantidad de vasos y sus ca-
racterísticas en carcinomas poco agresivos podría
tener cualidades y propiedades diferentes de aque-
llas que existen en cánceres de mal pronóstico.

Este estudio pretende analizar las característi-
cas de los elementos vasculares presentes en cortes
histológicos de tejido mamario normal, de patologías
mamarias benignas y de diversos tipos y subtipos
de cáncer de mama, con el fin de descubrir si
existen diferencias en sus estructura, evidenciadas
a través de la particular distribución de sus compo-
nentes de membrana basal.

MATERIAL Y MÉTODO

Selección de muestras

Fueron seleccionados en forma retrospectiva,
al azar, un total de 118 piezas histológicas de casos
de patología mamaria del archivo de patología
mamaria del Hospital Las Higueras de Talcahuano,
correspondientes a pacientes atendidas en el pe-
ríodo 1990-2000. Los casos fueron identificados
mediante una revisión del registro de informes de
biopsia del Servicio de Anatomía Patológica, el cual
cuenta con una descripción histopatológica com-
pleta así como una conclusión diagnóstica para
cada caso.

La selección final arrojó una distribución que
se presenta en la Tabla 1.

Procesamiento de muestras

Se rescató las inclusiones en parafina archiva-
das en las que se realizó nuevos cortes de 5µ de
espesor, los que fueron montados en portaobjetos
silanizados y secados en estufa a 60 grados
Celsius por 12 horas. Una vez que los cortes fueron
desparafinados e hidratados se realizó tripsinización

Tabla 1

DISTRIBUCIÓN DE LOS CASOS SEGÚN
RESULTADO DE LA HISTOLOGÍA

Tipo histológico nº de casos

Mama normal 10
Hiperplasia epitelial 24
Carcinoma intraductal (in situ) 18
Carcinoma ductal infiltrante bien diferenciado 28
Carcinoma ductal infiltrante moderadamente
   diferenciado 26
Carcinoma ductal infiltrante poco diferenciado 12

Total 118
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por 10 minutos a 37 grados Celsius. Posteriormente
se bloqueó la actividad de la pseudoperoxidasa con
solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 3%.
Luego se realizó la incubación con los anticuerpos
primarios anti laminina, fibronectina y colágeno de
tipo IV por 60 minutos en los preparados.

Se usaron anticuerpos monoclonales anti-
laminina humana de ratón clon 4C7 del isotipo IgG2a
cod M0638 de Dako® USA, anticuerpos policlonales
antifibronectina humana de conejo cod. A0245 de
Dako® y anticuerpos monoclonales anticolágeno de
tipo IV humano de ratón clon CIV22 isotipo IgG1
cod. M0785 de Dako®.

El revelado se realizó con un kit de revelado
para inmunoperoxidasa (LSAB-2, Dako®) con la
respectiva incubación en solución sustrato. Final-
mente las muestras fueron deshidratadas y monta-
das en resina sintética.

Evaluación de preparados

La descripción microscópica de las marcacio-
nes para cada tipo de muestra fue realizada por el
mismo patólogo experto, en base a un protocolo de
análisis (Tabla 2), bajo microscopia óptica.

Se evaluó la cantidad de vasos que resultaron
con marcaciones positivas para cada componente,
asignándoles valor 0 a la ausencia de vasos marca-
dos y valor 3 cuando se observaron abundantes
vasos marcados.

Adicionalmente se evaluó la intensidad de la
marcación. Para evaluar este parámetro se definió
una escala de 0 a 3, donde 0 correspondió a aque-
llos preparados donde no hubo marcación y 3 cuan-
do la intensidad fue muy alta.

Con ambos parámetros se estableció un índice
de marcación de cada uno de los componentes en
la membrana basal vascular.

Adicionalmente, se intentó establecer un indi-
cador del total de vasos marcados a través de la
suma entre los puntajes obtenidos en los índices

Tabla 2

PROTOCOLO DE ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS

Intensidad de la marcación
Ausencia Poca Moderada Muy alta

0 1 2 3

Cantidad de vasos con marcación
Ausencia Poca Moderada Muy alta

0 1 2 3

de marcación de laminina, fibronectina y colá-
geno IV.

RESULTADOS

En la Figura 1 se presenta el promedio del
índice de marcación para Laminina en las muestras
analizadas.

Se observa claramente que existe un com-
portamiento idéntico, en el índice de marcación para
laminina en las muestras de tejido mamario normal,
de procesos hiperplásicos benignos y de carcinoma
in situ. En los carcinomas infiltrantes bien diferencia-
dos se observa una caída a 1,39 en la marcación, la
que se modifica escasamente en los tumores mo-
deradamente diferenciados. Sin embargo, cuando
el tumor alcanza el peor grado de diferenciación, la
marcación para laminina supera largamente los
valores que se presentan en tejido normal.

En la Figura 2 se presenta el promedio del
índice de marcación para fibronectina en las mues-
tras analizadas.

En las muestras correspondientes a tejidos
con membrana basal intacta el índice de marcación
de fibronectina permanece constante con promedio
igual a 2. Luego, cuando el tumor se hace invasor,
observamos un abrupto aumento en la marcación
que llega a 3,92 en el carcinoma infiltrante bien

Figura 1. Inmunomarcación antilaminina por
muestra.
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diferenciado. Cuando el tumor se hace moderada-
mente diferenciado la marcación para fibronectina
se mantiene relativamente constante. Luego cuan-
do el tumor llega al menor grado de diferenciación
encontramos nuevamente un brusco aumento en la
presencia de fibronectina llegando a alcanzar un
valor promedio de 5,33.

En la Figura 3 se presenta el promedio del
índice de marcación para colágeno IV en las mues-
tras analizadas.

En cuanto a la marcación para colágeno IV
observamos nuevamente que el promedio se man-
tiene en las muestras sin invasión de membranas
basales, aunque esta vez el valor duplica los obte-
nidos para laminina y fibronectina alcanzando un
promedio de 4, lo que indica una mayor presencia
de colágeno de tipo IV en estas muestras.

Luego, cuando el tumor se vuelve invasor
pero aún bien diferenciado observamos un discre-
to aumento en el índice de marcación que alcanza
un promedio de 4,35 y que aumenta a 5,57 cuando
el grado de diferenciación del tumor es moderado.
Luego en el mal diferenciado observamos una caí-
da importante del índice de marcación a 4,5 que se
acerca al valor obtenido en las muestras preinva-
soras y en las invasoras bien diferenciadas.

En la Figura 4 se presentan la suma de los
promedios obtenidos en las marcaciones para los 3
componentes laminina, fibronectina y colágeno IV
en cada uno de los tipos de tejidos a los cuales se
les aplicaron las inmunomarcaciones.

El indicador propuesto, basado en la suma de
los índices de marcación de cada uno de los
componentes de membrana basal vascular estu-
diados pretende reflejar la cuantía de estructuras
vasculares de neoformación en los tejidos analiza-
dos. Si aceptamos que los tejidos mamarios norma-
les, así como los procesos proliferativos benignos y
los carcinomas sin rotura de la membrana basal
presentan un valor constante de componentes
vasculares, podemos observar en la Figura 4 que,
cuando el tumor se hace invasor, o sea rompe la
membrana basal y comienza generar neovascu-
larización que soporte su crecimiento, se observa
un aumento en el indicador de marcación llegando
a 9,67 y aumentando progresivamente a 10,92 en
los de grado de diferenciación moderado y a 12,75
en el mal diferenciado. Esto parecería indicar que
la cantidad de componentes de membrana basal
de los vasos sanguíneos aumenta cuando una
patología mamaria pasa de ser localizada a in-
vasora y también a medida que se va perdiendo

Figura 3. Inmunomarcación anticolágeno IV
por muestra.

Figura 2. Inmunomarcación antifibronectina
por muestra.



253Análisis de la distribución de los componentes de membrana basal... / José Schalper P y cols

el grado de diferenciación histológica de las mis-
mas.

DISCUSIÓN

En todos los tipos de muestras examinadas
hubo positividad para los componentes de mem-
brana basal estudiados, lo que indica que, sin nin-
guna duda, laminina, fibronectina y colágeno IV son
constituyentes importantes de las membranas
basales de los vasos sanguíneos tanto en tejido
mamario normal, en patología benigna y en el cán-
cer.

La mayor positividad obtenida para colágeno
IV en las muestras de mama normal y de lesiones
preinvasoras indican que éste sería el principal
componente de dichas membranas en condiciones
normales.

Esta información se encuentra en relación al
conocimiento actual y permite realizar asociaciones
directas entre índices de marcación y cantidad de
vasos en cada situación.

La existencia de patrones diferentes de marca-
ción de laminina, fibronectina y colágeno IV en las
muestras de carcinomas invasores parecería indi-
car la presencia de elementos vasculares estructu-
ralmente diferentes en aquellas circunstancias, lo
que probablemente corresponde a los vasos de
neoformación.

Llama la atención que las variaciones en la
inmunomarcación de colágeno IV son menos signi-
ficativas que las de los restantes componentes y
que las variaciones de laminina y fibronectina si-
guen un comportamiento diferente y, aparentemen-
te, no relacionado con la biología tumoral, ya que
era esperable encontrar que el aumento de la
vascularización se tradujera siempre en un aumen-
to de los componentes de membrana basal.

En este sentido la pérdida de diferenciación
celular, patrón morfológico vinculado con la agresi-
vidad tumoral, una mayor tasa de crecimiento y un

peor pronóstico, se ha asociado a incremento de
los patrones de neovascularización. En consecuen-
cia, esperábamos encontrar una relación directa
entre la pérdida de diferenciación celular y la exis-
tencia de membranas basales vasculares en las
muestras correspondientes a carcinomas invaso-
res. Esto parece quedar expresado cuando se con-
sidera como indicador de presencia de vasos la
suma de todas las marcaciones. Sin embargo, es
evidente que la presencia de los componentes indi-
viduales no es directamente aditiva, toda vez que
las membranas basales vasculares contienen los
tres elementos investigados. A no ser que en los
vasos de neoformación pueda ocurrir el desarrollo
de una membrana basal tan pobremente estruc-
turada que contenga sólo algunos de los compo-
nentes moleculares.

Si nos basamos en los resultados obtenidos en
las marcaciones de fibronectina, podríamos decir
que la formación de membrana  basal vascular
aumenta a medida que el tumor se hace más agre-
sivo y, por lo tanto, aceptar que esta proteína es la
que muestra un comportamiento más acorde con lo
esperado. Sin embargo, esto podría estar relacio-
nado con evidencias que señalan que la producción
de fibronectina en la mama está relacionada con la
presencia de actividad proliferativa mediada por
estrógenos27 y no ser necesariamente un reflejo
de que la membrana basal formada sea más abun-
dante.

Ahora bien, la laminina es una familia de pro-
teínas que está constituida por al menos tres tipos
de cadenas, denominadas alfa, beta y gamma. Di-
versos estudios han demostrado que en condicio-
nes patológicas la exposición de la laminina puede
estar dada por la síntesis sólo de algunas cadenas,
lo que genera membrana basales inadecuadamente
constituidas desde el punto de vista estructural.

En suma, parece evidente que las característi-
cas moleculares de las membranas basales vascu-
lares son diferentes en el tejido correspondiente a
carcinomas mamarios invasores respecto de lo
observado en tejido normal o en patologías sin
disrupción de la membrana basal. Las consecuen-
cias biológicas de estas diferencias están por acla-
rarse, ya que si bien las células neoplásicas en
activa replicación requieren de neovascularización
para que ocurra el desarrollo de nuevas colonias
celulares, al mismo tiempo la existencia de metás-
tasis evidencia que la relación entre las células
neoplásicas y las membranas basales es anormal
toda vez que las células pueden atraversarlas con
cierta facilidad. Siempre se ha pensado que esto se
debe a la capacidad celular de sintetizar proteasas
capaces de romper la membrana basal, pero tal vez

Figura 4. Inmunomarcación
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también contribuye el que las membranas basales
sean estructuralmente anómalas. Si se prueba que
esto es así, las variaciones observadas en la pre-
sencia de fibronectina, laminina y colágeno IV po-
drían estar relacionadas con el pronóstico de la
enfermedad.
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