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RESUMEN

Clasicamente, se ha considerado que los carcinomas de mama detectados en los
programas de cribado se asocian a un mejor prondstico. Este hecho ha sido atribuido a que
muestran un menor tamafo y se presentan en un estadio mas precoz; sin embargo, estudios
recientes han demostrado que existen otros factores relacionados con la biologia de estos
tumores que influyen directamente en su comportamiento clinico. El cancer de mama es una
enfermedad heterogénea y hace algunos afios se describieron, mediante técnicas de analisis
de expresion genética, distintos subtipos moleculares (Luminal, HER2 y Basal) con diferencias
en su presentacion clinica y pronéstico. Posteriormente, y para facilitar su aplicacion en la
clinica, se ha propuesto una clasificacién inmunohistoquimica subrogada de estos tipos
moleculares, que ha sido aplicada solo ocasionalmente a los tumores detectados en
programas de cribado. El presente trabajo de tesis se ha basado en el estudio de una serie
de carcinomas de mama diagnosticados en el contexto del programa de cribado, para conocer
sus caracteristicas histopatoldgicas, inmunofenotipicas y prondstico en comparacion con
carcinomas infiltrantes de mama sintomaticos. Dado que los distintos grupos de edad asocian
tumores con caracteristicas diferentes, hemos acotado nuestra serie al rango de edad del que

es tributario el Programa de Cribado de cancer de mama en Andalucia, entre 50 y 69 anos.

Asi, hemos demostrado que los carcinomas diagnosticados mediante cribado
muestran caracteristicas histopatolégicas e inmunofenotipicas mas favorables que los
carcinomas sintomaticos, correspondiendo con mayor frecuencia a tipos histolégicos
asociados a buen prondstico (tubular, cribiforme, etc.) y mostrando estadios mas bajos al
diagnéstico y mayor expresion de RH. Igualmente presentan con menor frecuencia
caracteristicas adversas como pueden ser la invasion vascular, grado histolégico alto,
sobreexpresion de HER2, o fenotipo triple negativo-basal. Como resultado, los carcinomas
detectados mediante cribado muestran mejores tasas de supervivencia libre de recidiva y
global. Sin embargo, la deteccion mediante cribado no aparece en nuestra serie como un

factor prondstico independiente de otros como el tamano, estadio o fenotipo molecular.
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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER DE MAMA

1.1.1 Incidencia

El cancer de mama (CM) es el tipo de cancer mas frecuente en la mujer, constituyendo
uno de los principales problemas de salud, con aproximadamente 14 millones de casos
nuevos en el afo 2015; actualmente representa la segunda causa de muerte por cancer en la
mujer en los paises desarrollados. Se estima que el nUmero aumentara a 22 millones de casos
nuevos por ano en las dos préximas décadas y que el riesgo de padecer CM a lo largo de la

vida es de aproximadamente, 1 de cada 8 mujeres.

En Espana la incidencia de cancer ha aumentado de forma progresiva en las Ultimas
décadas, debido no solo al aumento poblacional o la introduccién de las técnicas de deteccién
precoz sino también al aumento de la esperanza de vida. Segun los ultimos datos publicados
por la Red Espanola de Registros de Cancer (REDECAN), en el afio 2014 se diagnosticaron
26.354 nuevos casos de CM, lo que supone el 12% de todos los casos de cancer. La
mortalidad por CM, sin embargo, ha ido disminuyendo, debido a las campanas de prevencion,
diagnostico precoz y a los avances terapéuticos de los ultimos afios, reduciéndose hasta en

un 2,4% entre periodos con una supervivencia relativa del 82,76 % a los 5 afos.

1.1.2 Etiologia

Se trata fundamentalmente de un carcinoma esporadico, con fuerte asociacion con el
estilo de vida y las condiciones ambientales (dieta, obesidad, actividad fisica, toxicos o el
medioambiente), siendo la proporcion de casos que muestran predisposicién genética inferior
al 10%. Alteraciones genéticas en los genes BRCA1 y BRCA2 asocian una probabilidad de
padecer un CM a lo largo de la vida de un 60-80%; sin embargo, la afectacion de estos dos
genes unicamente justifica el 30% de los carcinomas familiares. Asi mismo, el CM puede

presentarse en el contexto de otros sindromes tales como el sindrome de Li Fraumeni, por
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mutaciones germinales en el gen p53, el sindrome de Cowden, consecuencia de mutaciones
germinales del gen PTEN, el sindrome de Peutz-Jeghers, secundario a mutaciones
germinales del gen STK11, la ataxia telangiectasia, enfermedad autosémica recesiva por

mutaciones en el gen ATM, o bien en relacion con mutaciones en el gen CHEK2 (1).

1.1.3 Clasificacion morfolégica del cancer de mama: Tipos histolégicos

La mayor parte de los CM (70-80%) son carcinomas de tipo no especial (NOS,
previamente ductales), correspondiendo el 20-30% restante a subtipos histolégicos
especiales. En la ultima edicion de la OMS (1) se reconocen al menos 21 tipos de éstos ultimos
(enla se representan algunos de éstos). Las caracteristicas fenotipicas de los tumores,
que determinan a qué subtipo histolégico pertenecen, reflejan complejas alteraciones
moleculares, diferentes entre los distintos tipos, y confieren caracteristicas biologicas y
pronédsticas distintas. Tipos como los carcinomas tubulares, cribiformes, el carcinoma
adenoide quistico o el secretor (juvenil) muestran un prondstico excelente, mientras que otros,
como los carcinomas metaplasicos, tienen un comportamiento muy agresivo. Asi mismo,
muestran perfiles inmunofenotipicos caracteristicos que contribuyen al pronéstico diferente;
los carcinomas tubulares muestran una expresion de receptores de estrogenos (RE) elevada,
ki67 bajo y negatividad para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2),
mientras que los carcinomas metaplasicos caracteristicamente son triples negativos (TN)
(ausencia de expresion de RE, receptores de progesterona (RP) y HER2) y expresan

citoqueratinas (CK) basales (CK5/6, CK14, CK17, etc.).

Determinados subtipos especiales, se caracterizan por alteraciones moleculares
especificas que pueden conferir una apariencia determinada o un comportamiento diferencial,
como es el caso de los carcinomas lobulillares (CLI), que caracteristicamente muestran
pérdida de expresion de cadherina E, molécula que constituye parte del sistema de adhesién
celular catenina-cadherina responsable tanto del aspecto discohesivo del tumor, que dificulta
su deteccién por pruebas de imagen, como por un patron metastasico caracteristico, con

frecuente afectacion de serosas o el sistema digestivo. Otros tumores muestran
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traslocaciones diagndsticas como es el caso del carcinoma adenoide quistico, t(6,9) (q22-
23;p23-24) responsable de la fusion MIB-NFIB y que es independiente de la localizacién, o el
carcinoma secretor t(12;15) que crea el gen de fusiéon ETV6-NTRK3, que comparte con otras

neoplasias como el fibrosarcoma congénito o el nefroma mesoblastico congénito (1).

FIGURA 1. REPRESENTACION DE ALGUNOS DE LOS SUBTIPOS HISTOLOGICOS ESPECIALES DE
CANCER DE MAMA

L > % Yot o A ¥ : |
Microfotografias representativas de distintos subtipos histolégicos especiales de cancer de
mama. A. Carcinoma tubular, B. Carcinoma mucinoso, C. Carcinoma lobulillar de tipo clasico, D.
Carcinoma papilar encapsulado (CPE), E. Carcinoma metaplasico (diferenciacién condroide), F.
Carcinoma con diferenciacion medular, G. Carcinoma con diferenciacién apocrina, H. Carcinoma
lobulillar infiltrante de tipo pleomorfico (CLI-P).

1.1.4 Clasificacion molecular basada en perfiles de expresion genética

Los estudios de agrupamiento no supervisado de Perou y cols (2) demostraron que la
heterogeneidad morfolégica de los CM quedaba reflejada también a nivel transcripcional. El
analisis de expresion de 1.753 genes en tres muestras de tejido mamario normal, un
fibroadenoma y cuarenta muestras de diferentes tumores de mama revel6 que, los tumores
se agrupaban en dos ramas principales, dependiendo de la positividad o negatividad para RE,
y que existian subgrupos adicionales secundarios mas pequefos. El grupo RE+ se
caracterizaba por mostrar alta expresion de un grupo de genes (RE, RP, GATA, BCL-2, CK8,
CK18), que caracteristicamente expresa el epitelio luminal de la mama (carcinoma “luminal”).
Dentro del brazo de los tumores RE- se identificaron tres subgrupos diferentes; uno que

mostraba expresion de altos niveles de genes incluidos en el amplicén del HER2, localizado

12
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en el cromosoma 17921, incluyendo el HER2 y otros como el GRB7. Los casos incluidos en
el subgrupo denominado normal-like, que correspondian a las muestras de mama normal y
fibroadenoma, sobre-expresaban genes propios de las células mioepiteliales de la mama
normal y de las células adiposas, mientras que presentaban disminucién de la expresion de
genes caracteristicos de las células luminales. Los tumores incluidos en el subgrupo basal
(basal-like) fueron en una amplia mayoria negativos para RE, RP y HER2 y expresaban de
forma caracteristica genes normalmente expresados por las células mioepiteliales de la mama

como CK5/6, CK17, integrina 3 4 y laminina.

Estudios posteriores han confirmado la presencia de estos grupos moleculares y han
servido para refinar y demostrar la validez clinica de la clasificacion (3-7). En este sentido, es
destacable el estudio realizado en 2012 por el consorcio The Cancer Genome Atlas, donde
estudiaron 825 muestras de pacientes usando distintas plataformas (expresion de ARNm,
estudios de metilacion del ADN, arrays de SNP, secuenciacién de microARN, secuenciacién
masiva y RPPA) y demostraron que los grupos intrinsecos Luminal A, Luminal B, HER2 y

Basal recapitulaban gran parte de la diversidad biolégica en CM (8).

Asi mismo, se ha demostrado que la informacién que aporta el subtipo molecular

complementa y enriquece la de los marcadores clasicos clinico-patoldgicos (4, 7).

La principales caracteristicas clinico-patolégicas de los tipos moleculares del CM se pueden

resumir en las siguientes:

- Luminal A. Constituye el 50-60% de los tumores luminales. Se caracteriza por su buen
prondstico y menor tasa de recaidas, siendo las metastasis 6seas las mas frecuentes.
Presenta mayor supervivencia en caso de recaida, alta tasa de respuesta a la
hormonoterapia y escaso beneficio a la quimioterapia, tanto en adyuvancia como en

neoadyuvancia.

- Luminal B. Constituye un 10-20% de todos los tumores luminales. Presenta expresion
moderada o baja de RE y mayor tasa de expresion de genes relacionados con el ciclo

celular y la proliferacion. Representa el grupo de tumores luminales de mal prondéstico. A
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diferencia de lo que ocurre en el Luminal A, la tasa de metastasis viscerales es mayor y
la supervivencia desde el diagndstico de la recidiva es menor. Se beneficia del tratamiento

con hormonoterapia y quimioterapia.

- HER2. Asocia peor prondstico que el grupo luminal siendo, no obstante, tributario de un
tratamiento especifico, tanto con anticuerpos monoclonales trastuzumab o pertuzumab,
inhibidores tirosin-quinasa como lapatinib o T-DM1. Muestra altas tasas de respuesta a
esquemas de quimioterapia que incluyan antraciclinas y/o taxanos y un patrén excelente

de respuesta a la terapia sistémica primaria (TSP).

- Tipo basal (Basal-like). El fenotipo basal se incluye dentro de los tumores TN, que
suponen el 10-15% de los CM. Se asocia con la expresion de genes caracteristicos de las
células mioepiteliales y basales del acino mamario, de BRCA1 y receptor 1 del factor de
crecimiento epidérmico humano (EGFR). Se trata de un grupo muy heterogéneo de
neoplasias con distinta morfologia y prondstico (tanto los carcinomas medulares, como
los metaplasicos o los secretores, son basales); sin embargo, en lineas generales se
caracterizan por altas tasas de proliferacion y mal prondstico clinico, siendo peor que el
resto de los TN. Responden a la quimioterapia basada en antraciclinas y taxanos y, en los
casos que hay alteraciones en la via BRCA, a las sales de platino, si bien las respuestas
pueden ser cortas. En los ultimos afios, la posibilidad de terapias dirigidas (inhibidores de
PARP) esta en estudio. No existe, sin embargo, consenso sobre una definicion exacta de
un carcinoma tipo basal desde un punto de vista inmunohistoquimico, y se han propuesto
distintas aproximaciones: 1) ausencia de expresién de RE, RP y HER2; 2) expresion de
una o mas CKs de alto peso molecular/ CKs basales (CK5/6, CK14 o CK17); 3) ausencia
de expresién de RE, HER2 y expresion de CK5/6 y/o del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (9) 4) ausencia de expresiéon de RE, RP y HER2 y expresion de CK5/6
y/o EGFR (10). En los ultimos afos, distintos grupos han abordado este tema y han
sugerido marcadores mas especificos (11) o paneles mas amplios (incluyendo otras CK
basales como CK14, CK17, p63, p-cadherina o c-kit). La clasificacién propuesta por el

grupo de Nielsen, estudiando 930 pacientes con un panel de inmunohistoquimico, basada
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en 4 marcadores (RE, HER2, CK5/6 y EGFR), no solo conseguia detectar adecuadamente
a los carcinomas basales con una buena especificidad, sino que ademas definia a un
grupo de tumores con un peor pronéstico (9). La muestra las principales

caracteristicas moleculares y genéticas de los distintos subtipos moleculares.

En los ultimos afos, se han hecho grandes esfuerzos para intentar esclarecer las
diferencias morfoldgicas, prondsticas y de respuesta al tratamiento, tan evidentes, en los
CM TN. Si bien clasicamente los términos TN y basal se ha considerado similares, hoy
sabemos que en este grupo TN se pueden identificar todos los fenotipos moleculares,
siendo el basal el mas frecuente, aunque con diferencias sustanciales entre series (12-
14). En el afo 2011, Lehmann y cols (15) demostraron que los CM TN son tumores
heterogéneos desde un punto de vista transcripcional y los agruparon en primer lugar en
6 subtipos (basall y 2, mesenquimal, mesenquimal-stem like, inmunomodulador vy
Luminal Androgénico), que posteriormente redujeron a 4 con diferencias bioldgicas: basal
1y 2 (BL1y 2), mesenquimal (M) y luminal receptor de andrégenos (LAR) (16) . El subtipo
BL1 se caracterizaba por una alta expresion de genes relacionados con ciclo celular y de
respuesta al dafio en ADN vy el subtipo BL2 por marcadores mioepiteliales y vias de
sefnalizacion relacionadas con factores de crecimiento. El subtipo M por genes implicados
en la transicion epitelio-mesénquima y en las vias de sefalizacion relacionadas con
factores de crecimiento. El subtipo LAR por expresion de genes luminales y el receptor de
androgenos. Estos grupos mostraban diferencias en cuanto a edad al diagnéstico, grado,
progresion local y a distancia e histologia. Asi mismo, encontraron que los distintos
subtipos mostraban diferencias importantes en términos de respuesta al tratamiento; un
41% de los BL1 mostraban respuesta patolégica completa (RpC) en comparacion con un
18% para BL2 o un 29% en los LAR. Estos resultados han sido confirmados recientemente

(17).

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS DIFERENTES SUBTIPOS MOLECULARES

Caracteristicas
moleculares**

Fenotipos Caracteristicas genéticas y prondsticas*
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RE+ 34-66%

Luminal A Alta expresién de RE y genes relacionados Mutaciones de PIK3CA
con RE (FOXA1, PgR, BCL2, EsR1, (49%), TP53 (12%), GATA3
GATA3...). (14%), MAP3K1 (14%)

Mejor pronéstico Expresién mRNA baja
proliferacion

Luminal B Expresion de “genes luminales” (FOXAA1, Mutaciones de PIK3CA
PgR, BCL2, EsR1, GATA3). (32%), TP53 (32%),

o,
Incremento de genes asociados a MAP3K1 (5%)

proliferacion (CNNB1, CCND1, Amplificacién ciclina D1
CCNE1, MYBL2...). (58%)
Peor prondstico Expresién mRNA alta

proliferacion

RE-' 30-45%
HER2 Expresion de genes localizados en Mutaciones de PIK3CA
amplicon HER2 (17q11) (HER2,  (42%), TP33 (75%), PIK3R1
GRB7, GATA4) y altos niveles de (8%)
activacion ded gﬁ_-gsBsy mutaciones Expresion mRNA alta
: proliferacion
Comportamiento clinico agresivo, mal
prondstico.
Tipo basal Expresion de genes caracteristicos de las Mutaciones de PIK3CA
células basales/mioepiteliales (CKS (7%), TP53 (84%)

y 17, integrina4, Expresion mRNA alta

laminina, c-KIT, p-cadherina, EGFR, a6- proliferacion
integrina o NF-kB). Mutaciones
BRCA1.

Comportamiento clinico agresivo, mal
pronéstico.

* segun técnicas de expresion génica y ** segun The Cancer Genome Atlas Network; *se caracterizan
por ausencia de expresion de receptores hormonales (RH) y niveles bajos o inexistentes de otros
marcadores luminales, pero desde un punto de vista molecular y bioldgico, son diferentes

1.1.5 Factores prondsticos y predictivos de respuesta al tratamiento

Los factores pronésticos y predictivos mas utilizados en la practica clinica en CM son:
la edad, el estado menopadusico de la paciente, TNM, morfolégicos (tipo histologico, grado

histolégico del tumor primario), biologicos (estado del RE y RP), sobreexpresion o
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amplificacion del gen HER2, proliferacion medida por la expresion de ki67, y genéticos
(plataformas genéticas). Algunos de ellos comparten capacidad prondstica y predictiva como

pueden ser RE, HER2 o algunas plataformas genéticas.

1.1.5.1 Estadificacion clinico-patolégica

El CM se estadifica mediante el sistema TNM (American Joint Committee of Cancer
(AJCC)/ Unién Internacional Contra el Cancer (UICC)) (www.uicc.org). Este se basa en los
parametros: tamafio del tumor o extension directa (T), afectacion de los ganglios linfaticos
regionales (N) y cualquier metastasis a distancia (M). Posteriormente se combinan estos
grupos (TO, T1-4, NO, N1-3 y MO, M1) en categorias similares desde un punto de vista
pronéstico: estadios, que se numeran de | a IV en orden de expectativa decreciente de
supervivencia. Existen subclasificaciones para la estadificacion clinica, patologica y
especificaciones para situaciones concretas como los tumores sometidos a terapia sistémica
primaria (TSP). Recientemente se ha publicado una nueva version del sistema de
estadificacion TNM/AJCC con implantacion obligatoria en este afio 2018. Esta incorpora
modificaciones importantes, como es el estadio prondstico, que se establece mediante el
grado histologico, el estado de RE, RP y HER2 y el resultado de las plataformas genéticas

(18).

1.1.5.2 Grado histolégico

Constituye un factor prondstico y predictivo independiente en todos los estadios de la
enfermedad, aportando informacion bioldgica sobre el tumor directamente relacionada con la
proliferacion, la arquitectura, las alteraciones nucleares y la expresion de inestabilidad
cromosomica (19). La OMS recomienda usar la modificacion de Nottingham (Elston-Ellis) del
sistema de gradacion de Patey-Scarff y Bloom-Richardson (20), en el que se evaluan las
variables formacién de tubulos, grado de pleomorfismo nuclear e indice mitético en una
gradacion de 1 a 3. El grado final deriva de la suma de estos parametros: 3-5 bajo grado o0 1,

6-7 grado intermedio o 2, 8-9 alto grado o 3.
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1.1.5.3 Expresion de receptores hormonales

En general, el 70-75% de los CM expresan RE y 60-70% co-expresan RP. La expresion
de RE es un factor favorable de buen prondstico y es un potente predictor de respuesta a la
terapia hormonal (21). Con respecto al RP, cuya expresion esta regulada por el RE, se ha
demostrado que tiene valor prondstico independiente al del RE (22); los tumores RE-/RP- o
RE+/RP- muestran un aumento del riesgo de mortalidad independientemente del grado
histoldgico (23), y algunos estudios recientes sugieren que niveles de RP <20% pudieran tener
implicaciones prondsticas e incluso establecerse como uno de los parametros para estratificar
el subtipo luminal (24). Asi mismo, la positividad para RH se relaciona con otras variables de
pronéstico favorable tales como edad avanzada, grado histolégico 1 o 2 y baja proliferacion.
Los tumores RH positivos muestra un patrén de recurrencia definido por un menor nimero de
recaidas precoces y una mayor probabilidad de recidivas tardias (25), asi como localizaciones
metastasicas “mas favorables” como son hueso, tejidos blandos, pleura o pulmén. En los
ultimos afos, el grupo reducido de pacientes con expresiéon de RE de 1-9% ha creado
controversia, ya que se trata de un subgrupo poco representado en los estudios clinicos pero
que parece caracterizarse por un prondstico desfavorable, mas parecido al de los tumores RH
negativos (26) De forma antagdnica a lo que ocurre en adyuvancia, donde la expresion
cualitativa de RE es claramente predictiva de la respuesta al tratamiento hormonal (27) en

situaciones de TSP ha demostrado ser un factor predictivo negativo de RpC (28).

1.1.5.4 Expresién y amplificaciéon de HER2

La expresion de HER2 constituye un potente factor prondstico y predictivo de
respuesta al tratamiento. Esta descrito que alrededor del 17% de los CM muestran
sobreexpresion o amplificacién del gen HER2 y que estos tumores representan un subtipo
muy agresivo (29) Sin embargo, tras la introduccion de farmacos especificos (primero el
anticuerpo monoclonal trastuzumab y posteriormente pertuzumab, los inhibidores tirosin-

kinasa o TDM-1), el prondstico de estos pacientes ha mejorado significativamente. Asi mismo,
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se ha observado una relacion positiva entre la sobreexpresion de HER2 y buenas respuestas

a la TSP, describiéndose en algunas series tasas de RpC de hasta el 37% (30).

1.1.5.5 indice proliferativo ki67

La expresion de ki67 sirve para evaluar la actividad proliferativa de un tumor. Su valor
pronéstico en tumores RH+ con ganglios negativos ha sido demostrado (31), asi como en el
contexto de TSP, donde tumores con ki67 bajos tras la quimioterapia neoadyuvante mostraban
un pronéstico similar a los tumores con RpC (32). En esta linea, el Ki67 forma parte de
distintos modelos matematicos para obtener un valor prondstico en CM, como son el indice
PEPI, RPCB, IHC4 o MS. Por otra parte, ha sido particularmente util para estratificar grupos
de riesgo en carcinomas con expresion de RH. En los distintos consensos de St Gallen, se
han propuesto diferentes puntos de corte de ki67 para discriminar entre carcinomas Luminal
Ay Luminal B (14%, 20%) en solitario o en conjunto con niveles bajos de RP (<20%). Desde
la introduccion de las plataformas gendmicas, sin embargo, su utilidad clinica esta en
entredicho, debido a la falta de estandarizacion y de capacidad para definir puntos de corte
para discriminar altas y bajas tasas de proliferacion (33) si bien, en conjunto con otros factores
clinicos y en el contexto de tumores RE+, hay datos que sugieren que conserva su
aplicabilidad, siendo comparable al del analisis de expresion génica (34). Su capacidad
predictiva de respuesta al tratamiento como dato independiente o en conjunto con RH y HER2

ha quedado también demostrada (35).

1.1.5.6 Plataformas genéticas

El manejo del CM se ha basado durante anos en los factores prondsticos y predictivos
clinicos y patologicos previamente comentados, que determinaban las decisiones
terapéuticas. Sin embargo, con el aumento de las posibilidades de tratamiento, existia la
percepcion de que estos factores tradicionales no eran suficientes para reflejar la

heterogeneidad molecular y clinica de la enfermedad.
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La incorporacion de las plataformas genéticas ha modificado radicalmente el manejo
de pacientes con tumores de buen pronédstico RE+/HER2- y con ganglios negativos. El
principal uso de todas ellas es evaluar el riesgo de metastasis, permitiendo la mejor
estratificacion de las pacientes para identificar aquellas en las que podria omitirse, con la
seguridad adecuada, la quimioterapia adyuvante. Durante los ultimos afios, se han
desarrollado diferentes plataformas genéticas, que, sin embargo, difieren en la metodologia
utilizada para cuantificar la expresién génica, los genes estudiados, las variables clinico-
patoldgicas incluidas, la estratificacion en grupos de riesgo o si el test se realiza o no de forma

centralizada. Las principales son

- Mammaprint®. Se basa en el uso expresion génica y se disefié para ser aplicada a tejido
en fresco-congelado, siendo posteriormente validado para su aplicacion a muestras
parafinadas, con alta concordancia. Utiliza 70 genes que se relacionan con resistencia a la
apoptosis, proliferacion, ciclo celular, motilidad celular o angiogénesis. Da un resultado
dicotdomico (bajo y alto riesgo). Esta aprobado su uso por la FDA para pacientes RE+/HER2-
en estadios I/l y con 0-3 ganglios positivos, para determinar el riesgo de recaida a 10 afios.
También para el uso de quimioterapia en pacientes de alto riesgo, segun el ultimo ASCO 2017
y St Gallen 2017

- Oncotype DX®. Calcula un indice de recidiva -Recurrence Score (RS)- en base a la
expresion de 21 genes (16 relacionados con RE, proliferacién, HER2 o invasién y 5 genes de
referencia para normalizar). Se desarroll6 como una PCR a tiempo real para tejido parafinado.
Define tres grupos, bajo, intermedio y alto con diferente probabilidad de recurrencia esperada
para cada uno de estos. Es la Unica plataforma gendmica incorporada con nivel | de evidencia
en la ultima edicion del manual de la AJCC (18). Su uso esta indicado para la toma de decision
del tratamiento adyuvante en estadios iniciales, RE+, HER2- y con 0-3 ganglios positivos y
tiene valor predictivo para el beneficio de la quimioterapia.

- PAMS50/Prosigna®. En 2009 se presento este predictor, que mide la expresion de 50 genes
e incluye el tamafio tumoral como variable clinico-patolégica. Proporciona un riesgo de

recidiva -Risk of Recurrence (ROR)- en tres niveles: bajo, intermedio o alto. Identifica
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pacientes con enfermedad RE+/HER2- que no necesitan poliquimioterapia adyuvante dado
su bajo riesgo de recidiva a 10 afos sin ella, asi como, las que no necesitarian terapia
hormonal mas alla de 5 afios, dado su bajo riesgo de recidiva tardia. Ademas, esta plataforma
identifica el subtipo molecualr siguiendo las recomendaciones del consenso de St Gallen.

- Endopredict®. Se trata de un clasificador de segunda generacién, desarrollado para
realizarse mediante PCR a tiempo real, de forma descentralizada. Mide la expresion de 8
genes relacionados con proliferacion celular, apoptosis, reparacion del ADN y adhesién y 4
genes control. Calcula un indice de riesgo molecular, el EP1 que clasifica en alto y bajo riesgo.
Ademas, la combinaciéon de dos variables clinico-patoldgicas (tamafio tumoral y estado
ganglionar) con el EP1, permite establecer un indice clinico -EP-clin-. En las ultimas guias

clinicas ha sido incluido como test prondstico y predictivo en pacientes RE+/HER2-

1.1.6 Clasificacion Molecular Subrogada

Dada la importancia clinica y la utilidad de la clasificacion molecular para el tratamiento
de los pacientes, se han realizado esfuerzos para determinar mediante métodos mas
accesibles, como es la inmunohistoquimica, a qué tipo molecular pertenece un tumor. Por
tanto, en la practica clinica se utiliza un panel de cuatro marcadores (RE, RP, ki67 y HER)
para determinar de forma subrogada el fenotipo molecular. A lo largo de los afos las
conferencias de consenso de St Gallen han propuesto distintas clasificaciones basadas en la
determinacion inmunohistoquimica de estos cuatro marcadores (ver en la evolucién

de las distintas definiciones).

- Luminal A-like. RE+/HER2- con ki67 <14% o con expresion de ki67 del 14% al 19% con

expresion de RP >20%

- Luminal B-like (HER2-). RE+/HER2- con ki67 >20% o con expresion de ki67 del 14% al

19% con RP- 0 <20%.
- Luminal B-like (HER2+). RE+/HER2+ con cualquier expresion de RP o ki67

- HER2-positivo. RE-/RP-/HER2+ con cualquier expresion de ki67.
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- TN. RE-/RP-/HER2- con cualquier expresion de ki67.

TABLA 2. EVOLUCION DE LA DEFINICION DE FENOTIPOS MOLECULARES SUBROGADOS SEGUN EL

CONSENSO DE ST GALLEN

St Gallen 20119

St Gallen 2013¢7

St Gallen 20158

St Gallen 20179

Fenotipos

moleculares

Definicion clinico-patolégica

Luminal A RE y/o RP+ RE+/HER2- RE/RP altox RE/RP alto
ki67<14%* . : , .
HERZ2- expresion de ki67 Ki67 bajo Ki67 bajo
Ki67<14%* del 14- 19% con NO0-3,T1T2 G1-2
expresion de
RP>20%
Intermedio (test Intermedio (test
genético) genético)
Luminal B Lum B HER2-: Lum B HER2-: RE/RP bajo RE/RP bajo
RE y/o RP+ RE+/HER2- con Ki67 alto Ki67 alto
ki67>20% o con
iR expresion de ki67 in,:l/eg%):qorvzss’cﬁl?;’r e
Ki67 alto del 14- 19% con T30> ’
RP- 6 <20%* °
Lum B HER2+:
RE y/o RP+ Lum B HER2+:
HER2+ RE y/o RP+
Cualquier ki67 HER2+
Cualquier ki67
HER2 RE y RP- RE y RP- RE y RP- RE y RP-¢
HER2+ HER2+ HER2+ HER2+
Basal TN** TN** TN TNe
RE y RP- RE y RP- RE y RP- RE y RP-
HER2- HER2- HER2- HERZ2-

* punto de corte establecido por comparacion con PAMS50 “0); ** TN y basal presentan una concordancia
del 80% (atencion a tipo histoldgicos especiales con pronéstico bueno (p ej carcinoma adenoide quistico);
£ punto de corte de RP>20% definido por Prat y cols ?%; x la enfermedad luminal es considerada como
un espectro. Los casos RE 1-9% los considera equivocos y recalca la posible no respuesta a
hormonoterapia en este grupo; XX separa el grupo RE+/HER2+ del grupo Luminal B; @los subtipos basal
y HER2 unicamente se pueden definir mediante firma genética.

En ésta se ha considerado que la inmunohistoquimica es capaz de reflejar la biologia de
los tumores; no obstante, dada la dificultad para estandarizar y definir un punto de corte 6ptimo
para el indice proliferativo ki67, encaminado a distinguir entre tumores Luminal Ay B, se

reconoce la importancia de las plataformas genémicas, para orientar en el prondstico y ayudar
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a la toma de decisiones en la indicacion de tratamiento quimioterapico en tumores RH

positivos.

Es bien conocido que esta clasificacion no es completamente concordante con la que se
obtendria mediante técnicas de analisis de expresion genética (13, 14), siendo el subtipo
HER2, donde mayores discordancias se observa; solo el 72% de los tumores que mostraban
HER2 3+ mediante inmunohistoquimica o mostraban amplificacion mediante técnicas de
hibridacion in situ correspondian al subtipo HER2 mediante Prosigna en el ensayo N9831 (41);
estas discrepancias estan en parte justificadas por la asignacién como tumores luminales B

por esta plataforma de tumores que co-expresan RH/HER2+.

1.2 PROGRAMAS DE CRIBADO EN CANCER DE MAMA

1.2.1 Generalidades y controversias sobre los programas de cribado

Los programas de cribado de CM fueron implantados a partir de los anos 80,
fundamentalmente en los paises del Norte de Europa. Posteriormente fueron extendiéndose
al resto de los paises de la Unién Europea, incorporandose Espana en los afios 90.
Actualmente, se recomienda el cribado poblacional por parte de las Instituciones Europeas e
Internacionales, definido por la identificacion e invitacion personal de la poblacién diana; esto
es, mujeres entre los 50 y los 69 anos; si bien existen todavia paises con un rango de edad

mas amplio.

A lo largo de estos afos, el programa de cribado ha sido objeto de controversia, a
pesar de suponer una de las intervenciones publicas en salud mas desarrolladas y analizadas.
Ensayos clinicos aleatorizados llevados a cabo durante los anos 70-80 mostraron que el
cribado reducia la mortalidad por CM en un 25-30%, tras 7 a 12 afios de entrada en el ensayo
(42, 43). Sin embargo, afios después surgieron dudas sobre la validez de algunos de estos
estudios desde un punto de vista metodoldgico (44, 45) y, mas recientemente, se han
analizado criticamente estudios observacionales sobre el impacto de los programas de
cribado poblacional (46). Dos revisiones sistematicas de todos los ensayos publicados fueron

llevadas a cabo por dos grupos independientes - U.S. Preventive Services Task Force y Nordic
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Cochrane Centre- sugiriendo efectos en supervivencia del 15-16% (47, 48) En paises con
gran tradicion de programas de cribado, sin embargo, encontraron que en el contexto del
cribado se producian disminuciones de la mortalidad por cancer inferiores a paises en los que
no se aplicaban estos programas de forma tan masiva, y que esta reduccion en el grupo
tributario de cribado (50-69 anos) era similar a la observada en el grupo de menos de 49 afos
(~20%), atribuyendo parte de este hecho a la mejora en el tratamiento y manejo de las
pacientes con CM (49, 50). Por otra parte, se ha argumentado que en el contexto de los
programas de cribado los tumores de estadio mas avanzados deberian ser menos frecuentes
(51), sin embargo, esto no parece ocurrir; se ha descrito un incremento de carcinomas in situ
y carcinomas infiltrantes de estadios bajos. Una revisién sistematica (52) de varios paises,
encontré que la tasa de CM de mas de 20 mm no se veia afectada por los programas de

cribado.

Otro punto controvertido es el grado de informacion de efectos negativos potenciales
que se oferta a la paciente fundamentalmente en términos de sobrediagndstico de tumores
que de otra forma no hubieran sido diagnosticados clinicamente (53). De hecho, se han
publicado estudios en los que los carcinomas sobre-diagnosticados suponian el 32% de todos
los carcinomas diagnosticados en pacientes en rango de edad de ser invitadas al cribado y el
52% de los tumores diagnosticados en el seno del cribado. Asi, concluyen que por cada
muerte evitada por el cribado, alrededor de 14 mujeres serian sobre-diagnosticadas de un

carcinoma in situ o infiltrante estadio | (50).

En el estudio de Paci y cols (54) se revisan y sintetizan los datos publicados sobre los
beneficios y los efectos adversos en los programas de cribado europeos teniendo en cuenta
la validez metodoldégica de los disefios y los analisis estadisticos de todos los estudios
analizados (ver resumen en ). En contraposicion a lo previamente argumentado, este
estudio tiende a confirmar el beneficio del cribado en términos de muertes evitadas y muestra
que este beneficio compensa el dafo causado por el sobrediagnéstico. Los resultados de la

revision indican que por cada 1.000 mujeres de 50-69 afios cribadas cada dos anos, se
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diagnostican 71 canceres, 4 mas que si no se realizara el cribado, pero se evitan entre 7y 9

muertes por este tumor (de las 30 esperadas). Los datos mas relevantes del estudio son

- Beneficios del cribado: los estudios metodolégicamente mas validos indican una reduccién
de la mortalidad por cancer de mama del 25% -31% en el conjunto de las mujeres invitadas,
participen o no en los programas, y del 38%-48% para las mujeres que realmente se han
explorado. Hay que tener en cuenta, no obstante, que los estudios de tendencias de la
mortalidad tienen grandes limitaciones para evaluar el efecto del cribado. Buena parte de la
controversia sobre la efectividad de los programas de cribado se sustenta en este tipo de

estudios, que pueden mostrar distintos sesgos, tal como se comenta mas adelante.

- Sobre-diagndstico: la estimacion mas plausible del sobrediagnéstico es del 6,5% (1% -10%).
Se diagnostica un 6,5% mas de casos de CM de los que se hubieran diagnosticado sin cribado.
Esta estimacion esta muy alejada de los valores del 50% o superiores de publicaciones que

utilizan disefios de estudio y analisis menos adecuados para el estudio de este resultado.

- Falsos positivos (FP): el riesgo acumulado de tener un resultado falso positivo en una mujer
de 50/ 51 afos que se criba cada 2 afos hasta los 68/69 afios (10 exploraciones consecutivas)
es del 20% (8%-21%), del 17% si se consideran las mujeres a las que solo se ha realizado
procedimientos no invasivos y del 3% si se consideran a las mujeres a las que se ha realizado

algun procedimiento invasivo (biopsia)

25



1. INTRODUCCION

TABLA 3. RESULTADOS DEL CRIBADO CON MAMOGRAFIA CADA 2 ANOS DE MUJERES ENTRE LOS
50/51 ANOS Y LOS 68/69 ANOS (20 ANOS)

Por cada 1000 mujeres NuUmero de mujeres que se han
cribadas durante 20 aios de cribar (durante 20 anos)
CM 71 casos de CM 14 mujeres para diagnosticar 1 CM

diagnosticados

Reduccién en la 7-9 muertes evitadas (de 30 111-143 mujeres para evitar una
mortalidad esperadas) muerte

Sobre-diagnéstico 4 casos (a afnadir a los 67 Por cada 150 mujeres cribadas se

esperados) sobrediagnosticara 1 caso
Falsos positivos 200 con FP Por cada 6 mujeres cribadas 1
mujer tendra 1 FP con pruebas no

-170 con solo pruebas no ) )
invasivas invasiva
Por cada 53 mujeres cribadas 1
mujer tendra 1 FP con pruebas

invasivas (biopsia)

-30 con pruebas invasivas
(biopsia)

% las mujeres se siguen hasta los 79 afios ya que el beneficio de cribar a una mujer de 65-69 afos
puede tardar afios en manifestarse

1.2.2 Sesgos en el analisis de supervivencia atribuibles a caracteristicas
propias de los carcinomas detectados en los programas de cribado.

Los CM diagnosticados en el contexto de programas de cribado muestran un estadio
mas temprano que los sintomaticos. Esto se ha considerado un reflejo de lo que se denomina
sesgo por tiempo (tiempo que transcurre entre el diagnostico de un tumor por mamografia y
el momento en que este tumor hubiera sido diagnosticado fuera de un programa de cribado).
Este sesgo tiempo-dependiente alarga, aparentemente, el tiempo de supervivencia siendo el
responsable, al menos en parte, del mejor pronédstico que asocian los carcinomas
diagnosticados en programas de cribado. Sin embargo, el tratamiento no produciria un
impacto en la supervivencia de la paciente, que podria morir en el mismo momento en que lo
hubiera hecho en caso de haber sido diagnosticado clinicamente. En esta situacion, en

realidad el cribado no ha aumentado la supervivencia ni mejorado el pronéstico, sino que la
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paciente ha sido simplemente diagnosticada cierto tiempo antes y ha conocido su enfermedad

durante mas tiempo.

FIGURA 2. REPRESENTACION GRAFICA DEL SESGO DE ESTADIO/TIEMPO EN EL PROGRAMA
CRIBADO DE CANCER DE MAMA

Enfermedad Cribado Sintomas Muerte

b

Supervivencia tras diagndstico

|

Supervivencia tras entrada
en programa de cribado

{

Aparente incremento en
esperanza de vida

Otro factor que contribuye al mejor prondstico de estos tumores es el sesgo de
duracion de la enfermedad. Los carcinomas diagnosticados en los programas de cribado
incluyen un mayor numero de carcinomas de crecimiento lento, que tienden a mostrar una
mejor supervivencia incluso en la ausencia de deteccion por cribado; por el contrario, los
tumores con crecimiento mas rapido y fases preclinicas mas breves tienen mayor probabilidad
de ser diagnosticados clinicamente entre cribado y cribado, formando el grupo de los
denominados canceres de intervalo.

FIGURA 3. REPRESENTACION GRAFICA DEL SESGO DE DURACION DEL PROGRAMA DE CRIBADO DE
CANCER DE MAMA
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1.2.3 Situacién programa de cribado en Europa/Espaia

El rango de edad 50-69 afios, es el recomendado por la Agencia Europea y es el mas
extendido a lo largo de los programas europeos, con excepciones concretas basadas en
prioridades puntuales. Por tanto, la poblacién diana anual, considerando la mitad de la
poblacion femenina total en ese rango de edad, dado el intervalo bianual entre mamografias,
es de 32 millones de mujeres. De éstas, el 78,9% han sido invitadas en 2013 y 15 millones
han sido sometidas a una mamografia, que supone una cobertura del 49,2%. La media de
deteccién de un carcinoma infiltrante en el programa de cribado en Europa fue de 5,2 por

1000 (rango de 1,8-8,1) mujeres sometidas a una mamografia de cribado.

En Espana, la mayor parte de las comunidades autébnomas tienen instaurados
programas de cribado poblacionales. La tasa de cobertura de participacién segun los datos
del 2013 es del 70,4%. La media de deteccion de un carcinoma infiltrante en el programa de

cribado en Espana fue de 4,5%/1000 pacientes sometidas a mamografia.

1.2.4 Situacién actual del Programa de Detecciéon Precoz de cancer de mama en
Andalucia

En Andalucia, el Programa de Deteccion Precoz del CM (PDP-CM) se inicié en 1995
y se fue extendiendo hasta que a finales de 2004 se consiguio el acceso de toda la poblacion
diana de la Comunidad Autdbnoma, que es superior a 650.000 mujeres. La metodologia

utilizada es la siguiente:

- Poblacion diana: Las Unidades que iniciaron el Programa en 1995 tienen como poblacion
diana las mujeres residentes en estas, con edades comprendidas entre 45 y 65 afios, al igual
que lo hicieran las primeras Comunidades Autdbnomas que pusieron en marcha estos
programas poblacionales en Espafia (Navarra). A partir de 1996 se optd por incluir como
poblacién diana las mujeres de 50 a 65 afios, franja de maxima eficacia del programa segun
las recomendaciones del Grupo de Expertos Europa contra el Cancer. En el afio 2006, una
vez incluidas todas las mujeres hasta los 65 afios, se decidié6 aumentar de forma progresiva

hasta los 69 anos.
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- Citacion: La citacion es personalizada, por carta. Con motivo de aumentar la tasa de

captacion, existe una recitacion de aquellas mujeres que no acuden tras la primera citacion.

- Aplicacion informatica especifica (D.C.M.©): El software se ha instalado en todas las
unidades y se encarga de: emision de cartas, almacenamiento de informes y explotacion de
informacion. Asi mismo, se ha instalado en los hospitales de referencia para facilitar la

recogida de la informacion de los tumores detectados.

- Realizacion de estudio mamografico: Se realiza mamografia bilateral con doble proyeccion,
craneo-caudal (CC) y oblicua medio-lateral (OML), tanto en la primera vuelta como en

sucesivas, con periodicidad bienal.

- Lecturas mamograficas: Se realiza doble lectura independiente y no consensuada de las
mamografias, derivando al hospital aquellas mujeres que necesitan pruebas complementarias
(BIRADS 3, 4 y 5). En pacientes de primera vuelta y con categoria BIRADS 3 existe la
posibilidad de recomendar seguimiento a los 6 meses o derivar al hospital. En caso de
discordancia en la actitud tras la valoracion por los dos radidlogos, se lleva a cabo la actitud

mas intervencionista establecida por ellos.

Los datos del Programa de Deteccion Precoz del CM en nuestra Comunidad Auténoma
a 31 de diciembre de 2013 reflejan una accesibilidad al Programa de las mujeres andaluzas

del 100% entre 50-69 afios

- Mujeres que acuden: La tasa de captacién global, o porcentaje de mujeres que acuden

de todas las citadas, es del 80,3%.

- Mujeres derivadas al hospital: La tasa de derivacion global, o porcentaje de mujeres

derivadas al hospital para completar el estudio es de 14%.

- Tumores detectados: La tasa de deteccion acumulada es de 6/1000 mujeres exploradas.

Se han detectado 3.685 canceres en el programa hasta la fecha citada.

- Caracteristicas de los tumores detectados: El tamafio tumoral y la afectacion ganglionar

constituyen factores prondsticos muy importantes. El 69,1% de los carcinomas
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diagnosticados en el programa de deteccion precoz, miden menos de 2 cm. Asi mismo en

un 71% de los canceres conocidos, no se demostré afectacion ganglionar.

1.2.5 Caracteristicas patolégicas de los tumores detectados en programas de
cribado.

Es bien conocido que los CM detectados en los programas de cribado con mas
frecuencia son de menor tamafio y de un estadio mas precoz que los diagnosticados
clinicamente. El estudio de otros marcadores inmunohistoquimicos se ha realizado con menor
frecuencia, aunque existen datos indirectos que indican que los carcinomas detectados en
programas de cribado poseen caracteristicas bioldgicas diferentes, ya que muestran una
mejor supervivencia cuando se comparan con los detectados clinicamente del mismo estadio.
Asi, algunas series han publicado que los carcinomas procedentes de cribado son mas
frecuentemente positivos para RE y RP, muestran menor indice de proliferacion, menos

frecuencia de positividad para HER2 y fenotipos moleculares asociados a buen prondstico.
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2. OBJETIVOS

1. Determinar las caracteristicas clinico-patoldgicas de los carcinomas infiltrantes de
mama diagnosticados y/o tratados en el area hospitalaria H.U. Virgen del Rocio
durante los anos 2006 a 2009.

2. Determinar las caracteristicas histopatolégicas de los carcinomas de mama
estratificados por rango de edad.

3. Determinar si las caracteristicas histopatolégicas difieren entre los tumores
detectados en el programa de deteccién de cancer de mama y los carcinomas
sintomaticos.

4. Determinar las frecuencias de los subtipos histoldgicos y moleculares subrogados
(Luminal Ay B, HER2 positivo y basal) en los tumores detectados en el programa de
deteccién de cancer de mama y compararlas con las detectadas en los carcinomas de
mama sintomaticos.

5. Determinar el prondstico en términos de supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global asociada a tumor de ambos grupos y determinar si existieran
diferencias entre los tumores detectados en el programa de deteccién de cancer de

mama y los carcinomas sintomaticos.
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3.1 SELECCION DE PACIENTES

La serie comprende todos los CM infiltrantes diagnosticados y/o tratados en el H.U.
Virgen del Rocio durante los afos 2006 a 2009, obtenidos de listados retrospectivos del
sistema de informacion de la UGC de Anatomia Patoldgica, siguiendo los procedimientos
establecidos en la ley actual de Investigacion Organica Biomédica de 4 de julio de 2007, el
Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos
de autorizacion y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del
tratamiento de las muestras bioldgicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y
organizacién del Registro Nacional de Biobancos para investigacion biomédica, asi como, en
su caso, la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter
personal, y la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del
paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y documentacién clinica, en
lo que resulte de aplicacién, y a llevar a cabo las actividades de investigacion respetando en
todo caso las medidas de precaucion necesarias. La pertenencia o no al PDP, se obtuvo de
las bases de datos del PDP-CM (aplicacion informatica especifica, D.C.M.). Se excluyeron
los carcinomas de intervalo y las recidivas. No se excluyeron los carcinomas diagnosticados

en la primera ronda del programa de cribado (casos prevalentes).

3.1.1 Caracteristicas clinico-patolégicas y de seguimiento clinico
La edad, tamafio, presencia de metastasis ganglionares, invasion vascular, estadio,
tipo histoldgico y grado histolégico se recogieron de los informes de Anatomia Patoldgica. Asi

mismo, se recogieron los datos inmunohistoquimicos (IHQ) tales como RE, RP, Ki67 y HER2.

Con respecto a los datos relacionados con la presencia o no de recidiva local
(presencia de tumor en el tejido mamario remanente, piel, pared costal o ganglios axilares
ipsilaterales) o a distancia, tiempos medios de seguimiento, y tiempos hasta el exitus, global

y asociados a tumor, se obtuvieron de los sistemas de informacion del H.U. Virgen del Rocio



3. MATERIALES Y METODOS

disponibles en la historia clinica digital. El inicio de recogida de datos fue el 31 de octubre de

2015. El maximo plazo de seguimiento se establecié el 31 de diciembre de 2016.

3.1.2 Seleccion de las muestras de estudio

Todos los casos correspondian a tejido mamario tumoral perteneciente a las piezas de
reseccién quirurgica, fijadas en formol tamponado al 4% e incluidas en bloques de parafina
para su procesado y conservacion. Se descartaron todos aquellos casos en los que el tejido
del que se disponia correspondia a la biopsia diagnédstica o en los que se preveia o bien que
no habria excedente para realizar pruebas diagndsticas/pronésticas en el futuro y/o no habria

suficiente tejido para incluir en las matrices de tejido.

Se revisaron todas las laminillas correspondientes a cada uno de los casos,
reclasificando distintas variables histopatoldgicas tales como tipo histoldgico (de acuerdo con
la ultima edicion de la OMS) (1), grado histolégico (segun el método de Nottingham) (20)

presencia o ausencia de invasién vascular o afectacion de piel.

3.1.3 Manejo de las muestras y construccion de matrices de tejido

Los bloques de parafina se seccionaron en un Microtomo RM2255 (Leica) a un grosor
de 4 um para la valoracion histoldgica por hematoxilina-eosina (H-E) y la seleccion del bloque
mas representativo para la posterior construccion de las matrices de tejido (TMA). Tras la
evaluacion histologica de cada bloque de parafina elegido de cada caso, se seleccionaron al
menos dos areas representativas y se extrajeron cilindros de tejido de 1mm de diametro y al
menos 2 mm de profundidad. Estos fueron posteriormente colocados de manera ordenada
en un nuevo bloque de parafina utilizando un Manual Tissue Arrayer (MTA, Beecher
Instruments). El bloque resultante es una matriz que contiene 80-100 cilindros provenientes
de los distintos casos, por duplicado. Asi mismo, cada bloque incluia una serie de 3-4 cilindros
de casos control que incluian diferentes subtipos tumorales y tejido normal. La presencia de

carcinoma infiltrante fue confirmada en secciones de H-E de los TMA.
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3.2 INMUNOHISTOQUIMICA Y TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU

3.2.1 Tratamiento, desparafinaciéon y desenmascaramiento antigénico

La técnica inmunohistoquimica se realizé de forma automatizada utilizando el
inmunotefidor Benchmark de Roche. Brevemente, secciones tisulares de 4 um de los bloques
de parafina se desparafinaron mediante un tampoén enzimatico a pH7 y rehidrataron. La
recuperaciéon antigénica para los distintos anticuerpos utilizados (ver ) se realizd
mediante calor utilizando un tampén (CCH1, tris/borato/EDTA) pH 8.4. Posteriormente, las
secciones se trataron en una solucién acuosa de H202 (peréxido de hidrogeno) al 3% para
agotar la actividad peroxidasa enddgena. Las secciones se incubaron con los anticuerpos
utilizados durante los tiempos indicados por el fabricante. Posteriormente se procedio al
lavado con tampdn Tris pH 7.6-7.8 y la aplicacion de los anticuerpos secundarios conjugados
con peroxidasa y el sustrato cromogénico 3,3’- diaminobenzidina para desarrollar la
inmunoreactividad, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Ventana, Roche) (ver
meétodo de visualizacién en ). Las secciones se contratineron con hematoxilina y se

montaron en DPX (BDH Laboratories).

3.2.2 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Se realizaron cortes histolégicos de tejidos incluidos en parafina a 3 pm en
portaobjetos silanizados. Posteriormente se desparafinaron e hidrataron en alcoholes de
concentraciones decrecientes y se realizé una recuperacion antigénica con tampén citrato a
pH6. Se co-desnaturalizaron los tejidos pre-tratados con proteinasa K y la sonda fluorescente
(Pathvision HER2-DNA probe kit, Abbot Molecular) a 90°C durante 5 minutos y se dejaron
hibridar durante toda la noche a 37°C. Después de la hibridacion los portaobjetos se lavaron
en una solucion SSC 2x/Tween20, se contratifieron los nucleos con DAPI Il (Vysis) y se
visualizaron los resultados en un microscopio de fluorescencia equipado con los filtros

apropiados y una camara digital (Leica).



3. MATERIALES Y METODOS

3.2.3 Evaluacién de marcadores inmunohistoquimicos y FISH

Todos los marcadores inmunohistoquimicos fueron evaluados por dos patdlogos de
forma independiente, comprobando la expresion adecuada en controles externos y/o internos,
y en los casos de desacuerdo se revisaban en comun. En el caso de RE y RP se realizo
siguiendo las recomendaciones de las guias internacionales (55), considerandose positivo un
limite del 1%. En el caso del RA la evaluacién fue similar. Se evalud tanto el porcentaje de
células que mostraban positividad nuclear para estos marcadores como la intensidad de la
expresion. De esta manera se han recogido tanto porcentajes medios de expresion como el
valor que se asignaba mediante el método Allred. Este método asigna un valor numérico del
0 al 8 producto de la suma del valor asignado al porcentaje de expresion del marcador (0: 0%
de células positivas, 1:<1% de células positivas, 2: 1-10% de células positivas, 3: 11-25% de
células positivas, 4: 26-75% de células positivas, 5: 76-100% de células positivas) y a la
intensidad de expresion (0: ausencia de expresion, 1: expresion ligera, 2: expresion moderada,
3: expresion intensa). Se ha considerado que un tumor es negativo para RH si muestra un

porcentaje de expresion < al 1% y/o un Allred < 2 (ver ).

FIGURA 4. REPRESENTACION GRAFICA DEL METODO SEMICUANTITATIVO DE ALLRED

Figura 4. A. % de células positivas B. Intensidad de expresion.
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Con respecto al indice proliferativo ki67, se ha considerado cualquier intensidad de

expresion nuclear, estimandose el porcentaje de células positivas (31).

Para la evaluacion de HER2 se han seguido, asi mismo, las guias internacionales (56),
considerandose un HER2 0 la ausencia de inmunotincion, HER2 1+: expresion de membrana
débil/casi imperceptible y parcial en mas del 10% de las células neoplasicas, HER 2+:
expresion de membrana completa débil o moderada en mas del 10% de las células
neoplasicas y HER2 3+: expresion de membrana completa e intensa en mas del 10% de las

células neoplasicas.

Las citoqueratinas basales (CK5/6, CK14 y CK17) y el EGFR se consideraron positivos
si se observaba cualquier nivel de expresion (débil o intenso), en membrana y/o citoplasma,

en al menos el 20% de las células tumorales.

La ausencia completa de cadherina E 0 expresiones aberrantes de la misma en un
contexto morfolégico caracteristico, se uso para el diagnéstico de carcinomas lobulillares y la
expresion del antigeno de membrana epitelial (EMA) en un patron invertido, para diagnosticar

el carcinoma micropapilar.

FIGURA 5. REPRESENTACION DE BIOMARCADORES EN CANCER DE MAMA Y ALGUNOS
MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS Y TECNICAS DE HIBRIDACION IN SITU UTILIZADOS

&
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Figura 5. Microfotografias representativas de distintos marcadores inmunohistoquimicos y
técnicas de hibridacion in situ utilizadas A. RE, B. RP, C. HER2 mediante IHQ, D. HER2 mediante
técnicas de FISH, E. CK5/6, F. CK14, G. CK17, H. EGFR
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Para la interpretacion de la FISH de HER2 se contaron al menos 20 células, que no
estuvieran superpuestas y se consideré6 un caso como amplificado cuando: el ratio fue
HER2/CEN1722 independientemente del numero de senales por nucleo o HER2/CEN17<2

con un numero de copias de HER22>6 sefiales por nucleo (56).

En la serie se han considerado HER2 positivos los casos HER2 3+ por técnicas

inmunohistoquimicas y/o los casos amplificados por FISH.

3.3 ANALISIS ESTADISTICO

Como primer paso, se aplicé a la informacion de las muestras continuas un test de
normalidad para analizar su distribucidn, y con base en ello se eligieron los correspondientes
test estadisticos. Para evaluar las diferencias encontradas en los resultados
inmunohistoquimicos, asi como en las caracteristicas clinico- patologicas y bioldgicas entre
los carcinomas diagnosticados en el PDP-CM y los carcinomas esporadicos se establecieron
tablas de contingencia donde se estimé la significacion con el test Chi cuadrado de Pearson.
Para comparar las medias de tamafio entre grupos se utilizaron los test de U de Mann Whitney
y Kruskal Wallis. Para el estudio de supervivencia global o para establecer el tiempo libre de
enfermedad tanto por recidiva local como a distancia se realizaron curvas de Kaplan-Meier,
utilizando el test del log-rank para ver diferencias significativas entre los distintos grupos. Para
establecer el riesgo asociado a cada una de las variables se utilizé el modelo de regresion de
Cox. Todos los analisis se realizaron utilizando el software SPSS 17.0 (IBM). La significacion

se considerd para un valor de probabilidad P<0,05.
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TABLA 4. ANTICUERPOS UTILIZADOS PARA INMUNOHISTOQUIMICA Y CONDICIONES

Marcador Anticuerpo Casa Método de Concentracion
comercial visualizacion
RE Anti- ER (SP1) Rabbit Roche Ultraview Prediluido
Monoclonal
RP Anti-PR (1E2) Rabbit Roche Ultraview Prediluido
Monoclonal
Ki67 Anti-ki67 (30-9) Rabbit Roche Ultraview Prediluido
Monoclonal
HER2 Pathway anti-HER-2 Roche Ultraview Prediluido
(4B5) Rabbit
Monoclonal
CK5/6 Anti-Cytokeratin 5/6 Roche Optiview Prediluido
(D5/16B4) Mouse
Monoclonal
CK14 Anti-Cytokeratin 14 Roche Optiview Prediluido
(LLO02) Rabbit
Monoclonal
CK17 Anti-Cytokeratin 17 Roche Optiview Prediluido
(SP95) Rabbit
Monoclonal
EGFR Anti-Epidermal Growth Roche Optiview Prediluido
Factor Receptor (3C6)
Mouse
RA Anti-Androgen Receptor Roche Optiview Prediluido
(SP107) Rabbit
EMA Anti-EMA (E29) Mouse Roche Optiview Prediluido
monoclonal
Cadherina E Anti-E-cadherin (36) Roche Optiview Prediluido

Mouse monoclonal
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