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Resumen

"DETECCION MOLECULAR DE MICROMETASTASIS EN GANGLIO

CENTINELA. VALOR PRONOSTICO."

El cancer de mama es el segundo cancer mas fteceierel mundo y el tumor
maligno mas frecuente entre las mujeres. Cambidasecelulas tumorales junto con el
microambiente tumoral facilitan el desprendimiedt células tumorales de la masa
primaria del tumor. Cualquier nodo que reciba dae®nte el drenaje linfatico del
tumor primario sera el ganglio centinela GC, quecsavierte en el primer nodo
involucrado en el proceso de metastatizacion demior via sistema linfatico.

Durante afios las pacientes han sido sometidadiadecion axilar de la cadena
ganglionar completa para evitar que estas célelakseminaran al resto del organismo,
pero a la vez, esta intervencion provoca una inaptetmorbilidad.

La técnica de la biopsia del ganglio centinela (3Gurge de la idea de que la
diseminacion de células tumorales a través de #mglps linfaticos se produce de
manera ordenada, de modo que la ausencia de ctlolasales metastasicas en el GC
predice, de forma precisa, la ausencia de metagtados nodos axilares restantes..

Los GC extraidos se analizan por medio de tin@dn hematoxilina-eosina
(H&E) y por tincion inmunohistoquimica (IHQ). Se hBemostrado que con estas
técnicas se produce un numero importante de falegativos, quedando metastasis
ocultas sin identificar.

En la ultima década se estan desarrollando técniea biologia molecular
enfocadas a la deteccion molecular de micrometastes GC, como la reaccion en

cadena de la polimerasa-retro transcriptasa (RTYP@®ta tecnologia detecta
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marcadores expresados en célula tumoral, que nexgeesan, o lo hace en baja
proporcion, en tejido sano.

Los marcadores empleados en este estudio fueranaghabina (MG) y
citoqueratina 19 (CK19), que se han revelado coo® dque mas especificidad y
sensibilidad aportan a esta tecnologia.

La MG se codifica en una region esta frecuenteenantplificada en neoplasias
de mama. Esta proteina se expresa de forma red#rieg tejido mamario y se relaciona
con la proliferacion de la glandula mamaria y léeminciacion terminal. Ademas,
raramente se encuentra en tejido tumoral no mampop lo que se considera un
marcador especifico para cancer de mama.

La CK19 es una proteina filamentosa intermedipaesable de la integridad
estructural de las células epiteliales. Cuando pitel® comienza una transformacion
maligna su perfil de queratinas normalmente se ier@tonstante. Teniendo en cuenta
gue la expresion de queratina varia de forma iraptetde unos epitelios a otros, esta
expresion se viene utilizando ampliamente pararahar la huella genética de varios
carcinomas.

Existen datos que confirman que utilizando la coadon de los dos
marcadores empleados en nuestro estudio: CK19 ydd@lcanza un mayor porcentaje

de sensibilidad (90%) al mismo nivel de especifidi§94%).

El objetivo de este estudio fue determinar ladescia de la MG y la CK19
mediante RT-PCR en el GC y valorar la sensibilideghecificidad, valor predictivo

positivo y valor predictivo negativo de la técni&e estudié también la relacién entre
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los marcadores y los factores prondéstico del cadeemama con el fin de analizar su

efecto en el prondstico de las pacientes.

Pacientes y método

Se incluyeron en el estudio 302 pacientes diagraasts de cancer de mama en
estadios iniciales (tamafio del tumor primari®cm) y sin afectacion axilar tras la
exploracion clinica y ecografica de la axila. Totisspacientes eran de sexo femenino
y no habian recibido terapia neoadyuvante. Durinietervencion de la BGC se tomo
una muestra de cada GC extraido, para realizaraéises de expresion de MG y CK109.
Este analisis se llevdé a cabo mediante RT-PCR cmiweal en las 302 pacientes. En

65 pacientes, el analisis se realizé ademas medmidcnica de RT-PCR a tiempo real.

Resultados

Mediante la técnica de RT-PCR convencional, laueacia de expresion de la
MG fue del 16,5%, de la CK19 fue del 12,6%, y kctrencia de la combinacién de los
marcadores fue del 18,5%.

Aplicando la RT-PCR a tiempo real, la frecuen@daMG fue del 13,8%, de la
CK19 fue del 15,4% y la frecuencia de MG y CK1%enjunto fue del 15,4% también.

Se realizO la comparacion de los resultados aiwenipor cada técnica,
encontrando una correlacion entre resultados casit (Kappa=0,943; p<0.001). Por
este motivo, el resto de los analisis se realizammlos resultados obtenidos por RT-
PCR convencional de las 302 pacientes.

Se estudiaron las relaciones entre los resultdddgs marcadores y los factores

prondstico del cancer de mama, encontrando relesiestadisticamente significativas

\Y,
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con el grado tumoral, la presencia de receptoressttégenos (RE), el porcentaje de
expresion del Ki67, el numero de GC encontradostapiaiio de las metastasis
ganglionares, la realizacion o no de linfadenecto(hi~D), el nimero de ganglios
extraidos y el estadio del tumor primario. Pregentavalor pronostico independiente
tanto en la SG, como en la SLE, la presencia depteres de estrégenos y la presencia

de antecedentes personales de patologia mamargmaen

Conclusiones

1. El andlisis de MG y CK19 por RT-PCR convenciongdoy RT-PCR a tiempo
real muestra una fiabilidad entre métodos excelenteavées del indice kappa,

pudiendo equiparar los resultados obtenidos porartdrnologias.

2. En pacientes con cancer de mama en estadios temsptanpresencia de
expresion de MG y CK19 es mayor en tumores prirsaii® grado lll, frente a

pacientes con tumores primarios de grado | y Il.

3. En los ganglios cuyo tumor primario presenta uncende proliferacion celular
Ki67 >51%, la expresion de MG y CK19 es mayor que lanalada con

porcentajes de Ki67 menores al 50%.

4. Existe un 93,8% de probabilidad de no encontraresipn de MG y CK19 en
los ganglios diagnosticados como negativos por onedie tincion

inmunohistoquimica.

Vi
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. Las pacientes en las que se detectaron 2 ganghonela, presentaron un
91,5% de ausencia de expresion de CK19, frente 8 %# de presencia de

expresion de este marcador.

. La expresion de MG y CK19 se asocia con mayoresfiasde las metastasis

ganglionares.

En los ganglios en los que se detectan célulasrales aisladas existe siempre

expresion de MG y CK19.

. En las pacientes en las que no se realiz6 linfademea se detectd un 91,8% de
ausencia de expresion de MG y CK19, frente al 8Rf# si expresaron estos

marcadores tumorales.

. La expresion de MG y CK19 se asocia con un mayonend de ganglios a

extraer en la linfadenectomia.

10.Resultaron ser factor pronostico independiente pespecto a la SG, los

antecedentes personales de patologias benignaprgdancia de receptores de

estrogenos.

11.El indice de proliferacion celular Ki67 en porcgesamayores o iguales al 51%

es un factor de mal prondstico con respecto a lg 3G SLE.

1
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12.Se observa un 67,9% de reduccion del riesgo dectallen las pacientes con
presencia de receptores de estrogenos, frente patasntes con ausencia de

ellos.

13.Se observa un 55% de reduccion del riesgo de vecidin las pacientes con

presencia de receptores de estrogenos, frente patasntes con ausencia de

ellos.

14.Los antecedentes personales de patologias berignstituyen una variable con

valor prondstico independiente en el riesgo dedrear de las pacientes.

VIl
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"MOLECULAR DETECTION OF MICROMETASTASES IN SENTINELLYMPH

NODE. PROGNOSTIC VALUE"

Breast cancer is the second most frequent canoeldwide, and the most
frequent among women. Specific molecular changesiraag within the tumor cells
and tumor microenvironment contribute to the detasht of tumor cells from the
primary tumor mass. Any lymph node receiving dirgehphatic drainage from the
primary tumor is the sentinel lymph node (SLN), dreing the first node involved
when a tumor metastatizes via lymphatics.

To avoid tumor cells dissemination, axillary lympbde dissection (ALND) has
been used for many years, although the proceduresanportant morbidity.

Sentinel lymph node biopsy (SLNB) arises from tidea that lymphatic
metastases occur in an orderly manner, thus trenabf metastatic tumor cells in the
SLN accurately predicts the absence of metastagég iremaining axillary nodes.

Resected SLN are stained with hematoxylin and nedsl&E) and with
immunohistochemistry (IHC). It has been stated thase procedures give place to an
important number of false negative results, renmgmiccult metastases undetected.

In the last decade molecular biology techniques lmeen developed focused on
the molecular detection of micrometastases in Slikk the retro transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR). This technoldgtects the expression of tumor
markers in tumor cells, that are not expressedhe&y do in low proportion, in healthy

tissue.

XI
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Markers used in this study were Mammaglobin (M@J aCytokeratin 19
(CK19). They have been reported as the most sehgitind specificity conferring to
this technology.

The region in which MG is codified is frequentiymglified in breast neoplasms.
Its expression is only seen in mammary tissue ard related to mammary gland
proliferation and terminal differentiation. Indedédis rarely found in non mammary
tumor tissue. Thus MG is considered as a specifikkar of breast cancer.

CK19 is an intermediate filaments containing protehich is responsible of the
cell structural integrity. The keratins profile aftissue remains constant even through
malignant transformation. Knowing that keratin eeqwion varies from one epithelium
to another, this expression is already being useddncer identification purposes.

Several data confirm that higher percentages mdigety (90%) and specificity
(94%) can be reached by utilizing the combinatibtath markers used in our study:

MG and CK19.

The objective of this study was to determine tlegiiency of MG and CK19 by
means of RT-PCR in SLN and to assess the sengijtspecificity, positive predictive
value and negative predictive value of this tecbhgpl The relation between marker
expression and breast cancer prognostic factorsawalyzed to obtain the prognostic

effect on patient’s outcome.

Patients and method
A prospective series of 302 clinically node negatearly stage breast cancer

patients (primary tumoBtm) was evaluated. All the patients were womenrane of

Xl
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them had received neoadjuvant therapy. During thidBSa sample was taken from
each SLN to analyze MG and CK19 expression. This assessed by means of RT-

PCR in the 302 patients. In 62 patients, real fiRilePCR was also performed.

Results

By means of conventional RT-PCR, frequencies ofkera were: MG 16,5%,
CK19 12,6% and Mg and CK19 together 18,5%.

When real time RT-PCR was performed, frequenciesnarkers were: MG
13,8%, CK19 15,4% and both MG and CK19 15,4%.

The comparison of the results obtained by eadinigoe was analyzed, finding
a nearly exact correlation between results (Kapgd) p<0.001). Thereafter all
statistical analyses were performed on the resldtained by conventional RT-PCR,
corresponding to the 302 enrolled patients.

The expression of MG and CK19 in relation to taaaer prognostic factors was
analyzed. Statistically significant differences wdound regarding the primary tumor
grade, the presence of estrogen receptors (ERpdtmntage of expression of Ki67,
the number of SLN found, the size of the metastaseSLN, whether ALND was
performed or not, the number of non sentinel lynmades (NSLN) dissected, and
primary tumor stage. The presence of ER and theepoe of previous benign

mammary pathology were identified as independergpostic factors of OS and DFS.

Xl
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Conclusions

1. The analysis of MG and CK19 expression by meansoaientional RT-PCR
and real time RT-PCR shows an excellent reliabbié&gween methods (Kappa

index), making it possible to compare the resutisimed by both technologies.

2. In early stages breast cancer patients, the presefidG and CK19 expression

is higher in grade Il primary tumors, against graénd Il primary tumors.

3. In lymph nodes with primary tumors presenting acpetage of Ki67
proliferation marker >51%, MG and CK19 expressieaches the 28,9%, being

this expression greater than those reached witii g@centages <50%.

4. There is a 93,8% probability of not finding MG a@&19 expression in lymph

nodes that have been classified as negative by mohistochemistry.

5. Patients in which 2 sentinel lymph nodes were fowmdwed a 91,5% of CK19

absence, against an 8,5% of this marker exprepsesence.

6. MG and CK19 expression correlates with bigger siséshe lymph node

metastases.

7. The detection of isolated tumor cells in lymph rodmplies MG and CK19

expression in all cases.

XV
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8. In patients that had not undergone axillary lympiden dissection, a 91,8% of
MG and CK19 absence was detected, against an $2%hich these markers

were found.

9. MG and CK19 expression correlates with a greaterber of lymph nodes to be

excised in the axillary lymph node dissection.

10.The presence of estrogen receptors, as well aprédsence of previous benign

pathology, were identified as independent progndatitors of OS and DFS.

11.A percentage of Ki67 expression over 51% is a hagmosis factor regarding

the OS and DFS.

12.A 67,9% risk reduction was found, regarding OS,patients with estrogen

receptors presence, against patients with ER absenc

13.A 55% risk reduction was found, regarding DFS, stignts with estrogen

receptors presence, against patients with estnageptors absence.

14.The presence of previous benign pathology conesitud variable with

independent prognostic value on DFS.

XV
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Introduccion

.  EPIDEMIOLOGIA

[.A. Incidencia.

El cancer de mama es el segundo cancer mas tfitecesie el mundo y el tumor
maligno mas frecuente entre las mujeres. Se esiimaen 2012 se produjeron 1,67
millones de casos nuevos en el mundo (25% del detabsos diagnosticados de cancer
en 2012). Es el cancer mas comun en mujeres tantaseregiones mas desarrolladas
como en las que estan en vias de desarrollo, codimero ligeramente mayor de casos
en las menos desarrolladas (883.000 casos) quasemas desarrolladas (794.000
casos)(Ferlay J, et al. 2013a).

La tasa de incidencia se refiere al nUmero descagevos que ocurren en una
poblacion especifica en un periodo de tiempo céochormalmente se expresa como
namero de casos por 100.000 personas-afio. La iaéddmsobre incidencia procede de
los registros poblacionales de cancer, los cualbsea una zona geografica concreta.

Las tasas de incidencia tienen una variacion hiestzuatro veces a lo largo de
todas las regiones del mundo. Estas varian enngorque va desde 27 por 100.000
mujeres en Africa Central y Asia del Este hastap®6 100.000 mujeres en Europa
Occidental.

Considerando ambos sexos, el cancer de mamasegu@whdo en frecuencia a
nivel mundial (1,67 millones de casos; 11,9%), getras del cancer de pulmén (1,82
millones de casos; 13%) y seguido del cancer aatal (1,36 millones de casos;
9,7%).

El cancer de mama ocupa el quinto puesto comoacdasmuerte (521.907

muertes; 6,4%), precedido por el cancer de pulm@89.925 muertes; 19,4%), por el
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cancer de higado (745.533 muertes; 9,1%), pomelecale estomago (723.073 muertes;

8,8%) y por el cancer colorrectal (693.933; 8,58tgura 1.(Ferlay J, et al.2013a).

Incidencia
1,824,701 (13.0%) C EUHQ .
reas
4 989,280 (35 3%) 7ou D 1671148 (11.8%) . groc\)z[;lc;um
I M Stomach
—— 1,360,602 (9.7%) (Lj‘::ixureri
428,793 (3.1%)
455,764 (3 2%):\; 1,094 916 (7.68%) M Oesophagus
527,624 (3.8%)———— = 951,594 (6.8%) M Bladder
TBZALTE5A) Other and unspecified
Mortalidad
M Lung
1,689,925 (19.4%) B Breast
2,788,798 (34 0%)—— Colorectum
521,807 (BA%) W Prostate
X B Stomach
~——B693,933(8.5% Liver
1o IpHE LN, Sy Cervix uteri
400,169 (4.9%)- 307 481 (3.7%) s -
265,672 (3.2%) 723,073 (B.A%) B Oesophagus
745,533 (9.1%) M EBladder

Cther and unspecified

Figura 1. Valores de incidencia y mortalidad de los distripos de cancer para ambos sexos a
nivel mundial.

En la figura 2 se muestra la distribucion geogeafie incidencia de cancer de
mama a nivel mundial para el afio 2012, a partitadbase de datos GLOBOCAN
(Ferlay J, et al.2013a)Las tasas de incidencia mas altas se observarmmeeaRérica,

Australia, Paises Nordicos, Europa Occidental joregs de América del Sur.
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Figura 2. Tasas de incidencia de cancer de mama estandaripad@&dad en el mundo. Casos/100.000
mujeres/afio. Afio 2012. Poblacion estandar mur@iaDBOCAN.

Més de la mitad de los casos de cancer de mamegeodtican en los paises
menos desarrollados: 883.000 casos al afio. En &4@$.000 casos y 233.000 en los
Estados Unidos de Améri¢aerlay J, et al.2013a)La prevalencia mas baja la tienen
paises como Japén, Tailandia, Nigeria e India. taaas de incidencia mas altas se
observan en Norteamérica, Australia, Paises N&djcBuropa Occidental. Tabla | y

figura 3.
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Tabla I. Numero estimado (miles) de casos, muertes y [@mesia a los 5 afios, de cancer de mama
(Ferlay J, et al.2013a).

Numero estimado (miles) Casos Muertes Prev. 5 afios
Mundo 1671 522 6232
Regiones mas desarrolladas 788 198 3201
Regiones menos desarrolladas 883 324 3032
WHO Region de Africa (AFRO) 100 49 318
WHO Region de las Américas (PAHO) 408 92 1618
WHO Regién del Mediterraneo Oriental (EMRO) 99 42 348
WHO Regién de Europa (EURO) 494 143 1936
WHO Region de Asia Sudoriental (SEARO) 240 110 735
WHO Region del Pacifico Occidental (WPRO) 330 86 1276
IARC miembros (24 paises) 935 257 3591
Estados Unidos de América 233 44 971
China 187 48 697
India 145 70 397
Unién Europea (UE-28) 362 92 1444
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Figura 3. Tasas estimadas de incidencia y mortalidad detesdde mama estandarizadas por edad
(mundial) por 100.000. GLOBOCAN 201Eerlay J, et al.2013a).
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Dentro de Europa, el cancer de mama es el queri@yer incidencia en 2012.
Existe una variacion de tres veces en la tasa ddeincia (49 - 148 por 100.000
mujeres) con un patrén geografico claro. En laatdblse observan altas tasas de
incidencia en la Europa Occidental: paises coma@i&el(147), Francia (137) y los
Paises Bajos (131); asi como en la Europa del Noaises como el Reino Unido (129)
y paises nordicos como Dinamarca (143), Islandi@al)(ly Finlandia (121). En
comparacion, las tasas de incidencia en los pdesdsauropa del Este son mucho mas

bajas, como en Ucrania (54) y Moldavia (%3grlay J, et al.2013Db).
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Tabla Il. Tasa de incidencia de cancer de mama estandanzacedad en la Union Europea para 2012.
Casos por 100.000 mujeres-afio. Poblacion estandapes(Ferlay J.et al.2013b)

Tasa ajustada

Europa 92.4
EU-27 108.8
Europa Central y del Este 63.4
Bielorrusia 60.5
Bulgaria 76.3
Republica Checa 95.5
Hungria 72.3
Moldavia 52.9
Polonia 69.9
Rumania 66.2
Federacion Rusa 60.7
Eslovaquia 78.1
Ucrania 54.0
Europa del Norte 120.8
Dinamarca 142.8
Estonia 69.0
Finlandia 121.0
Islandia 130.7
Irlanda 122.4
Letonia 69.8
Lituania 65.2
Noruega 98.4
Suecia 108.2
Reino Unido 129.2
Europa del Sur 96.8
Albania 69.4
Bosnia Herzegovina 49.1
Croacia 83.0
Chipre 104.3
Grecia 58.6
Italia 118.0
FYR Macedonia 101.4
Malta 116.2
Montenegro 75.9
Portugal 85.6
Serbia 92.3
Eslovenia 88.4
Espafia 84.9
Europa Occidental 126.8
Austria 90.7
Bélgica 147.5
Francia 136.6
Alemania 122.0
Luxemburgo 118.2
Los Paises Bajos 131.3
Suiza 111.3
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En Espafia se diagnostican unos 25.000 casos alcafjae representa casi el
30% de todos los tumores del sexo femenino en mupats(Ferlay J, et al.2013a)L.a
mayoria de los casos se diagnostican entre losI85 §0 afios, con un maximo entre
los 45 y los 65 afos. A pesar de que no se dispenm sistema nacional de registro de
tumores para conocer las cifras exactas, si seepeedrrir a los registros esparioles de
las distintas comunidades autobnomas. En la tabte Ipresenta la incidencia de cancer
de mama proporcionada por los registros espafintdsidos en la ultima publicacion
Cancer Incidence in Five Continerdg la Agencia Internacional de Investigacion del
cancer (IARC)(Parkin DM, et al.2014) Se presenta también el célculo del riesgo
acumulado, el cual representa la probabilidad dmrdellar cancer de mama de una
mujer desde que nace hasta que cumple 74 afogusiesse sujeta a las tasas de
incidencia especificas por edad observadas ennesieento y suponiendo que no
muera antes por otras causas. La mayor incidercieadcer de mama se registra en
Pais Vasco, Asturias, Murcia y Canarias, mientrage das tasas mas bajas

correspondieron a los registros de Cuenca, La Ridjbacete.
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Tabla Il . Incidencia anual de cancer de mama en mujer&ssargistros espafiol¢Barkin DM, et al.
2014)

Céancer de mama en Espafia. Incidencia estandarizager edad (IEE) (por 100.000) y riesgo

acumulado (RA) (%) (0-74). Tasas y errores estandqEE).
Hombres Mujeres

Casos| IEE EE RA EE | casos| IEE EE RA EE
Albacete | 11 06 : 019 | 005 : 0.02 | 846 | 576 ! 2.16 | 6.27 : 0.25
Asturias 49 1.0 | 015 | 0.12 : 0.02 | 3091 | 57.7 . 117 | 6.27 : 0.13

Pals | g3 | 08 | 010 | 011} 0.01 | 6063 | 64.4 | 0.89 | 6.88 | 0.10
Vasco ' ' | |
Islas | | : :
Canarias| 2% | 05 i 011 | 006 001 | 2799 | 588 | 116 | 657 | 0.14
Cé“::}d 11 | 05 { 017 | 006 ; 003 | 850 | 51.6 | 1.97 | 567 | 0.23

Cuenca 10 1.1 : 0.39 | 0.13 | 0.05 447 50.6 | 2.78 | 5.39 | 0.30
Girona 17 0.6 : 0.15 | 0.06 : 0.02 | 1791 | 67.8 : 1.75 | 7.49 : 0.21
Granada| 21 07 : 017 | 0.08 ; 0.02 | 1753 | 54.8 : 1.39 | 5.92 . 0.16
La Rioja 7 05 ; 022 | 006 : 003 | 817 | 65.9 : 254 | 6.99 ;| 0.29
Mallorca 18 06 ' 0.14 | 0.05: 0.02 | 1801 | 59.7 : 151 | 6.48 . 0.18
Murcia 33 0.7 ¢ 0.13 | 0.09 : 0.02 | 2827 | 59.6 : 1.19 | 6.57 : 0.14
Navarra 30 1.0 ! 020 | 0.09 : 0.02 | 1659 | 69.6 : 186 | 7.47 : 0.21
Tarragonal 23 08 : 0.17 | 0.11 : 0.03 | 1872 | 68.8 : 1.71 | 7.50 : 0.20
Tasa estandarizada por edad (poblacion estandapea)r en casos/100.000 mujeres-afio. Riesgo
acumulado 0-74 afios en %.

Tanto el numero de casos como las tasas de iiédanmentan lentamente en
Espafa y en el mundo, probablemente debido al eriv@gnto de la poblacién y a un
diagndstico cada vez mas precoz. También hay quneiomar como posibles causas de
este incremento los cambios en los patrones reptiwds y en los habitos de vida y la
introduccion de la terapia hormonal sustituti?al{an M, et al. 200y El aumento de
la incidencia se estima en un 1-2% anual y es antestlesde 1960 en Estados Unidos.

Se estima que el riesgo de padecer cancer de msnagroximadamente, 1 de
cada 8 mujeres.

En Espafa existe una distribucion geografica dedeémcia notablemente

variable segun las provincias. Asi en Cataluiaaka tde incidencia es de 83,9
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caso0s/100.000 habitantes, mientras que la median@se sitla en 50,9 casos/100,000

habitantegAsociacion Espafiola Contra el Cancer)

|.B. Mortalidad.

La tasa de mortalidad es el numero de muertesidasrpor 100.000 mujeres-
afio. En Espafa la informacion sobre mortalidad goecde los certificados de
defuncion y es recogida por los registros civilelscancer de mama es, por tanto, una
causa de muerte bien documentada. Sin embargo laalidad no refleja
adecuadamente la frecuencia de este tumor, ya gigecdda 5 mujeres siguen vivas
cinco anos después del diagndstico.

Las ultimas cifras para todo el mundo se refiererafio 2012, en el que
murieron por cancer de mama 521.907 mujéfeslay J, et al.2013a)En Europa, un
total de 131.200 mujeres murieron por esta cétesiday J, et al.2013bh)y en Espaia la
cifra asciende a 6.075 mujeré®rlay J, et al.2013a)

El cancer de mama se sitia como la quinta causaudete por cancer (522.000
muertes) y mientras que constituye la causa maadnte de muerte por cancer en las
mujeres en regiones menos desarrolladas (324.008rtesy 14,3% del total),
actualmente constituye la segunda causa de muertegmcer en las regiones mas
desarrolladas (198.000 muertes; 15,4%) por deehsahcer de pulmén. El rango en
tasas de mortalidad entre las regiones del mundweasr que el rango para las tasas de
incidencia. Esto se debe a una mejor supervivesicizgancer de mama en regiones
desarrolladas, con tasas que van desde 6 por D0thOf@eres en Asia del Este a 20 por

100.000 mujeres en Africa Occidental. En la figdrase muestra la distribucion
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geografica mundial para las tasas de mortalidaa @aafio 2012, a partir de la base de

datos GLOBOCANFerlay J, et al.2013a).

Mortality ASR
Female

All cancers excluding non-melanoma skin can
B 64+

Bl 85494

Bl 752854

[ 692782

[ <692

No Data

Source: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Figura 4. Tasas de mortalidad de cancer de mama estandaripadadad en el mundo. Casos/100.000
mujeres/afio. Afio 2012. Poblacién estdndar mur@iaDBOCAN.

En la mayor parte de los paises desarrolladosptéatidad por cancer de mama
sufrid un importante aumento desde los afios 5@ hastécada de los §Botha JL, et
al. 2003) En los afios 90, esta tendencia se invierte debidéxito de los nuevos
tratamientos y al efecto de los programas de coilsmibre la mortalida@Botha JL, et
al. 2003)(Parkin DM, et al. 2006)Este cambio de tendencia se produce en Espafia en
1993. Desde 1975 a 1985 la mortalidad por estaacatecia un 2% anual. Esta
tendencia creciente fue incluso mas pronunciadel @eriodo 1985-1988 (incremento
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anual del 4%), estabilizandose posteriormente. Airpde 1993 la mortalidad por
cancer de mama decae un 2,4% cadaRalban M, et al. 200).

En Europa, el rango varia dos veces en cuantaaltamortalidad (15 - 36 por
100.000). Las tasas de mortalidad fueron mas aitas Norte (por ejemplo Bélgica: 29
y Dinamarca: 28) y en el Sur (como Serbia: 31 y &dania: 36). Las altas tasas de
mortalidad en los paises del norte son un reflejtadgran incidencia, mientras que en
el Sur hay una elevada tasa de mortalidad a pedarr tan elevada incidencia, lo cual
se debe a una peor superviver{éerlay J, et al.2013b)

En Espafa, en el afio 2012 se produjeron mas 06 fdfunciones en mujeres
por cancer de mama.

La supervivencia global a los cinco afios de |la$ep#es afectadas de cancer de
mama es de un 78%. El cancer de mama constituganiapal causa de muerte por
cancer en las mujeres, siendo el 14% de los tunmadignos. En Espafa el 16,7% de
todos los fallecimientos en el sexo femenino esdicno cancer, siendo el 3,3% de
todas las muertes en las mujeres. La figura 5 maudstdistribucion de la tasa de
mortalidad por 100.000 habitantes ajustada a ldapuim europea en el afio 2007,

segun las diferentes provincias espafidtadlgdn M, et al. 200).

14



Introduccion
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Figura 5. Tasa de mortalidad ajustada a la poblacion earqgue 100.000 habitantes del cancer de
mama en el sexo femenino en Espafia. Afio 2007.Chliattmnal de Epidemiologia Instituto de Salud

Carlos lll.

[.C. Supervivencia.

La supervivencia se refiere al porcentaje de msjdiagnosticadas de cancer de
mama vivas tras un determinado periodo de tiempo.

La mejor fuente de informacion sobre supervivergiaEuropa procede de los
estudios EUROCARE, que cuantifican la supervivepnbiservada y relativa para todos
los casos incluidos en los registros poblaciondiescancer que participan en estos
estudios. En el EUROCARE-4 los datos se refieremugeres diagnosticadas en el
periodo 2000-2002. La supervivencia global en Earagos 5 afos, en estas mujeres,
fue del 79%, inferior a la observada en EEUU (9Q09&rdeccia A, et al. 2007)Dentro
de Europa, la supervivencia fue significativameantg/or en los paises nérdicos, Suiza,

Italia, Holanda, Espafia y Austria. En Espafa, [Eesuavencia a 5 afios se sitla en un
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83%, significativamente mas alta que la media exaopLa peor supervivencia se

observa en los paises del Este, Irlanda y ReinaldJria supervivencia a 5 afios ha
aumentado entre 1992 y 2002 un 1,6% anual y lasedi€ias entre los distintos paises
europeos se van reducienfiterdeccia A, et al. 2007Actualmente se dispone de los

datos recopilados en el EUROCARE-5, los cualegiateinformacion sobre pacientes

diagnosticados de cancer durante el periodo 12088. Estos datos estan dando como
fruto articulos de los que se desprende una md@ia supervivencia en Europa. De

(De Angelis R, et al. 2014)

Otra fuente de informacién en nuestro pais es stid® “El Alamo”,
desarrollado por el grupo GEICAM, que permite dispode informacion sobre la
supervivencia de las pacientes atendidas en |qsthles espafioles participantes, con
una representacion geogréafica mas am(liartin M, et al. 2006)El Alamo Il incluyé
mas de 10.000 mujeres espafiolas diagnosticadasrsercde mama en hospitales
espafnoles entre 1994 y 1997. La supervivencia whdara los 5 afios fue superior al
80%. Una comparacion entre los estudios Alamo lj€res diagnosticadas en 1990-
1993) y Alamo Il (diagnosticadas en 1994-1997) rtraesn aumento estadisticamente
significativo de la supervivencia en el segundadist (83% a los 5 afios) respecto al
primero (75%), debido en parte al incremento desdsagnosticados en estadio |, pero
también a mejoras terapéuti¢dartin M, et al. 2006)En cuanto al proyecto El Alamo
lll, se realiza una encuesta de evolucibn de ptasercon cancer de mama
diagnosticadas en 1998 - 2001. Se recogen datogiéfitos, terapéuticos y
evolutivos de 10.675 pacientes de 35 hospitaldsspafia. En este estudio se ratifica el
aumento de la supervivencia a los 5 afios, aumentanceste periodo hasta el 87%

(L6pez-Tarruella S, et al. 2001).
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II. ETIOPATOGENIA

[I.A. Formas de presentacion.

Atendiendo al origen existen tres tipos genéri@msahcer de mama:

- Esporadico, sin antecedentes familiares. Estectymstituye entre el 70 y el
80% de los casos.

- Familiar, con antecedentes familiares, pero nduitsles a la genética.
Representa entre el 15y el 20% de los casos.

- Hereditario: atribuidos a mutaciones en linea geamiSoélo constituyen del
5 al 10% de los casos. De estos, el 40% se debgaxriones en los genes

BRCAl y BRCA2.

[1.B. Factores de riesgo.

A nivel internacional, el cancer de mama ha auattntmas en las poblaciones
con menor nivel de riesgo. El cambio en los pasaeeroductivos, la introduccion de
la terapia hormonal sustitutiva, el incremento aeobesidad, el mayor consumo de
alcohol y una vida mas sedentaria son los prinegpatsponsables de las tendencias
observadas(Parkin DM, et al. 2006) Los cambios dietéticos y el mejor estado
nutricional en los paises desarrollados implicaenabs un adelanto en la menarquia y
un retraso de la menopausia, lo que a su vez supoirecremento de la exposicion a
los estrogenos a lo largo de la vida. En nuestis @a notable el cambio en la dieta,
aumentando el consumo de carne, pescado, lacteaimgntos procesados y
disminuyendo el consumo de cereales y legumi#esnceta J. 2001) (Serra-Majem L,
et al.1993) Al mismo tiempo otro factor de riesgo importanta, obesidad, ha

aumentado en nuestro péiegidor E, Gutiérrez-Fisac JL. 2005)
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Los factores de riesgo conocidos, incluida la i@ee explicarian menos del
50% de los casos observadMadigan MP, et al. 1995)or lo que se ha sugerido la
influencia de factores ambientales que ayudariaxmicar el exceso de casos en
determinadas poblaciones.

A continuacion se exponen una serie de factorepgaden aumentar el riesgo

de desarrollar un cancer de mama a lo largo dieléa v

[I.B.1. Sexo:

Los varones presentan una incidencia de canceradeami00 veces menor que
las mujeres, por lo que el sexo es el factor dgaenas importante. Las mujeres tienen
una glandula mamaria mas desarrollada que la deolobres y ademas, las células de

esta glandula estan sometidas al estimulo conslargstrogenos y progesterona.

I1.B.2. Edad:

El 90% de los tumores aparecen pasados los 40 efiogdades maximas de 85
afos. Sin embargo el 1,2% de los casos se diagaonsdn menores de 30 afios,
asociado muy frecuentemente a mutaciones en loesgBRCALl o BRCA2. La
frecuencia se incrementa y alcanza una meseta lestré5 a 55 afios. El riesgo de
desarrollar el cancer de mama en edades entre 8 aios es el doble del de las

mujeres de 60 a 65 affgtp://www.aecc.es)

II.B.3. Factores geograficos:
Existen estudios sobre inmigrantes japoneses eraHgume muestran que las

tasas de cancer de mama en los inmigrantes se jaseiaetasa del pais hospedador en
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una o dos generaciones, lo que indica que los riexctambientales tienen mas

importancia que los genétic@@rinton LA, et al. 1996)

[1.B.4. Edad de menarquia y menopausia.

Las mujeres que comienzan su menstruacion muy preate (antes de los 12
afnos), o que tienen una menopausia tardia (coad@etespués de los 50 afios) tienen
mayor riesgo de desarrollar cancer de mama. Lasergsijque presentan una
menopausia natural después de los 55 afos tienelobéé de probabilidades de
desarrollar un cancer de mama que las mujeres emopausia antes de los 45 afos.
Hay estudios que indican que las mujeres que seteona oforectomia bilateral antes
de los 35 afos, ven reducido en un 60% el riesgpatiecer cancer de mama, en

relacion a aquellas que tienen menopausia ngtdcherson K, et al. 2000)

[1.B.5. Edad del primer embarazo.

Tanto la nuliparidad como la edad avanzada del ggriembarazo, son dos
circunstancias que aumentan la incidencia del cateemama. El riesgo de padecer
cancer de mama en mujeres que tienen su primerrantba término después de los 30
afos es el doble del de las mujeres que tienemimemphijo antes de los 20 afios. El
grupo de mayor riesgo son aquellas mujeres quertieh primer embarazo a término
después de los 35 afios. Estas mujeres parecemtarase riesgo mas elevado incluso
que el de las mujeres nuliparas. Por otro ladbasédsto que reduce el riesgo de cancer
de mama una edad temprana de segundo embarazminotéMcPherson K, et al.

2000)
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II.B.6. Lactancia materna
No estd establecido que sea un factor proteceng de serlo, solo tendria

influencia en las mujeres premenopausi@dsPherson K, et al. 2000)

II.B.7. Historia familiar.

Hasta un 10% de los casos de cancer de mama &3 padentales se debe a
una predisposicion genética. La susceptibilidad pdesentar un cancer de mama
generalmente se hereda de forma autosomica domigantuna penetrancia limitada.
Esto significa que se puede transmitir por cualgude los dos sexos y que algunos
miembros de la familia pueden transmitir el gepralio sin desarrollar el cancer por si
mismos. AUn no esta bien establecido el nimeroedegyque pueden ser responsables
de la aparicion de un cancer de mama. Existen dmesgy BRCA1 y BRCA2,
localizados en los brazos largos de los cromosdmasl3 respectivamente, que se han
identificado y asociado a una proporcion importasgefamilias con muy alto riesgo
(DeMichele A, Webber BL. 2000)

Ciertas mutaciones se dan con elevada frecuengldaciones determinadas.
Por ejemplo, el 2% de las mujeres judias Askenaizap BRCA1 185 del AG (delecion
de dos pares de bases en posicion 185), BRCA1 BR3€ (insercion de un par de
bases extra en posicion 5382) o BRCA 6174 del Tetn de un Unico par de bases en
posicion 6174), mientras que la alteracion BRCAQ 86l 5 (delecion de cinco pares de
bases en posicion 999) esta presente en el 50%dds los casos de cancer de mama
familiar en IslandigFutreal PA, Liu Q, et al)

Mutaciones heredadas en los genes p53 y PTEN smamascon sindromes

familiares (Li-Fraumeni y sindrome de Cowden retpamente) que conllevan alto

20



Introduccion

riesgo de cancer de mama, aunque ambas mutaciongso frecuentes. Estos son,
casi con toda seguridad, otros de los genes (tadawiidentificar) que incrementan el
riesgo de enfermedad, aunque en un grado modeEatios genes probablemente no
generaran familias afectadas de mdultiples casosameer, pero si pueden ser lo
suficientemente comunes como para constituir uniz paportante de la contribucion
genética total en el cancer de maiBkck DM. 1994)

Muchas familias afectadas por cancer de mama namestr elevado nimero de
casos de otros canceres como de ovario, colonstghad que podrian ser atribuibles a
la misma mutacién heredada. Pacientes con canle¢erbi, aquellos que desarrollan
una combinacion de cancer de mama con otro carcépal epitelial, y mujeres que
adquieren la enfermedad en una edad precoz, ttldsgienen una mayor probabilidad
de portar una mutacion genética que les predispothesarrollar cancer de mama. La
mayoria de los canceres de mama debidos a unaidrugenética aparecen antes de
los 65 afos. Aquellas mujeres que presentan tastéamiliares con elevado namero de
casos de cancer de mama de inicio temprano y que m@an visto afectadas a los 65
afos, muy probablemente no han heredado la mutaygagtica que si portan sus
familiares(Hill ADK, et al. 1997)

El riesgo de una mujer de padecer cancer de mamma 88% mayor si tiene un
pariente de primer grado (madre, hermana o hija)lgya desarrollado la enfermedad
antes de los 50 afios. El riesgo aumenta cuantornseaola edad en el momento de

desarrollar la enfermed4Bilimoria M, Morrow M. 1995)
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I1.B.8. Antecedentes de patologia mamaria benigna.

Las mujeres con hiperplasia epitelial atipica sewenen de cuatro a cinco
veces mayor riesgo de desarrollar cancer de mamdagumujeres que no presentan
ningun cambio proliferativo en las mamas. Las negejue presentan estos cambios y
ademas una historia familiar con cancer de mamae(gas de primer grado) presentan
un riesgo nueve veces mayor. Las mujeres que peesequistes palpables,
fiboroadenomas complejos, papilomas ductales o pipsa epitelial tienen un riesgo de
padecer cancer de mama ligeramente mayor (1,5ec8sy que las mujeres que no
presentan estos cambios, no siendo este aumeniaoiiente important@dsaacs CJD,

et al. 2000)

I1.B.9. Riesgos histologicos.

En los hallazgos histologicos de displasias existe riesgo de que estas
evolucionen hacia el carcinoma in situ, especiatmen aquellas con proliferacion. Las
pacientes con hiperplasias sin atipia tienen usgdeelativo (RR) de 1 a 2, mientras
gue en las hiperplasias con atipia el RR se inanéange 6 a 8, dato aplicable a ambas
mamagMcPherson K, et al. 2000)

Las pacientes que presentan carcinomas in sitnpdeer tratadas, un tercio de
ellas evolucionan a carcinomas invasores en uogede 10 a 18 afios del diagnostico
(Isaacs CJD, et al. 2000)

Si el carcinoma in situ es lobulillar, del 15%280% de los casos desarrollan el
cancer en esa mama Yy del 10% al 15% lo desarretida mama contralaterélsaacs

CJD, et al. 2000)
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Cuando se ha padecido cancer de mama invasivom@&mama, el riesgo de
desarrollar cancer en la mama contralateral es,s# @ 1% anual, manteniéndose
constante durante dos afios, segun publicacionedodehal of the National Cancer

Institute de Estados Unid@slavaddat N, et al. 2015).

[1.B.10. Radiacion.

Su efecto es directamente proporcional a la dosiwersamente proporcional a
la edad, permaneciendo de por vida. Se observee d@dgo de padecer cancer de
mama en las adolescentes expuestas a radiaciamellasSegunda Guerra Mundial. El
screening mamografico se asocia con un descens@néa mortalidad debida a cancer

de mama entre las mujeres de mas de 50 @ficRRherson K, et al. 2000)

[I.B.11. Estilo de vida.

Dieta. Parece existir una correlacion entre la incide& cancer de mama y el
consumo de grasas en la dieta. Sin embargo est@endna podido demostrar
estadisticament@hlebowski RT, et al. 20Q@)as dietas ricas en grasas animales estan
directamente asociadas con la obesidad y con siwdies de colesterol, esto conlleva
una mayor produccion de estrogenos por via supi@rng por tanto, a una mayor
probabilidad de aparicion de neoplasia mali@tlalebowski RT, et al. 2006)

Peso La obesidad se asocia con el doble de riesgadecgr cancer de mama
en mujeres postmenopausicas mientras que en lagpopausicas se asocia con una
incidencia reducida. En mujeres jovenes y en pastpéusicas con acumulo de grasa
abdominal y visceral y que practican dietas ricagmsas animales y carnes, el riesgo

se ha visto incrementadwillet WC, et al. 2000)
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Consumo de alcohoRlgunos estudios muestran un nexo entre el coosten
alcohol y la incidencia del cancer de mama, peta retacion es inconsistente pudiendo
haber mayor relacion con otros factores dietétin@s que con el alcoh{Castello A,
Martin M, et al) No obstante, segun estudios epidemioldgicos dédnlaersidad de
Oxford, el riesgo se incrementa de forma propomdiensu consumo, asi como a la edad
de inicio de estéWillet WC, et al. 2000)

Consumo de tabacdNo se ha encontrado que sea un factor imporemtia
etiologia del cancer de manf@illet WC, et al. 2000)aunque algunos estudios si lo
asocian a mayor riesg€astello A, et al. 2015) 0s carcinébgenos ambientales y de la
combustion del tabaco se encuentran en los tejigammarios tumorales. Ademas el
tabaco en las mujeres fumadoras altera el metatmlge los estrogenos y adelanta la
menopausia segun publicaciones del Journal of Thgomal Cancer Institute de
Estados Unidos.

Estrés AlUn no esta establecido, pero no parece exigtiguma relacion en
distintas situaciones familiares como divorcio, neiede un familiar, etc., ni en
situaciones de estrés moderg#ocic B, et al. 2015)Sin embargo, estudios como el
realizado en  Ben-Gurion University del Negev in 1BerSheva
(http://esciencenews.com/articlegpnsideran que el estrés intenso si podria influir

tener relevancia a la hora de desarrollar la erddad.
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[1.B.12. Contraceptivos orales.

Existe un ligero aumento en el RR del 1.0 (pert®aij intervalo de confianza:
0,8 a 1,3) de desarrollar cancer de mama en agusilgeres que se encuentran
tomando contraceptivos orales y durante un peri@dd0 afios después de haber cesado
el tratamientaMarchbanks PA, et al. 2002No se observa aumento significativo del
riesgo de ser diagnosticada de cancer de mamaéesigul0 afilos o0 mas de haber
suspendido el tratamiento. Los canceres diagndsiican mujeres mientras tomaban
anticonceptivos orales tienen mas probabilidad star eclinicamente avanzados que
aquellos diagnosticados en mujeres que nunca héradd estos farmacos (RR de
0,88). La duracion del tratamiento, la edad ddorile tratamiento, la dosis y el tipo de
hormona contenida en el contraceptivo no pareceer ten efecto significativo en el
riesgo de padecer cancer de mama. Aquellas mujgues empiezan a usar
contraceptivos antes de los 20 afios parecen ten®Rumayor que las mujeres que
comienzan su uso a una edad mas tardia. Este aunedativo coincide con una edad
en la que la incidencia de cancer de mama es, sk, muy baj@Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer. Breasincer and hormonal

contraceptives)

[1.B.13. Terapia hormonal sustitutiva (THS).

Entre las mujeres que usan actualmente la THSigllag que han cesado su uso
hace 1-4 afos, el RR de ser diagnosticadas dercd@oeama aumenta con un factor de
1,023 (1,011-1,036) por cada afo de uso. Este a@onsencuerda con el efecto de un
retraso en la menopausia, porque el RR de canceradea aumenta en las que nunca
han utilizado la THS con un factor de 1,028 (1,02134) por cada afio mas mayor en

la menopausia. De esto se deduce que el riesgandercde mama es mayor cuando se
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utilizan combinaciones de estrogenos y progesterbaaTHS aumenta la densidad
mamaria y reduce la sensibilidad y especificidadaderuebas de imagen en la mama.
Los céanceres diagnosticados en mujeres que tomad fléhden a estar menos
avanzados clinicamente que aquellos diagnosticadasujeres que no han utilizado
esta terapia. Estudios actuales sugieren que lanbHimenta la mortalidad por cancer
de mamgCollaborative Group on Hormonal Factors in Bre&ancer. Breast cancer

and hormone replacement therapy)
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. EVOLUCION HISTORICA DEL TRATAMIENTO

DEL CANCER DE MAMA.

[II.A. Evolucion histérica.

La primera descripcion del cancer de mama tiegarlen el Papiro Quirdrgico
de Edwin Smith, escrito en Egipto, que data deslB@0-2500 afios antes de Cristo
(a.C.) (Haeger K. 1993)(Die Goyanes A. 1993) lo largo de la historia, las mujeres
con cancer de mama se han tratado mediante divexétosios empiricos, entre los que
se incluyen diversos procedimientos médicos y qgicas.

De forma general, el tratamiento del cancer vy, pantcular, la neoplasia
mamaria, se ha enfrentado a dos factores negatiysimportantes: por un lado al
desconocimiento de su etiologia y su comportamibiatidgico, y por otro, a un pudor
mal entendido de las mujeres que han ocultado fl’reedad durante largo tiempo,
presentandose el tumor mamario en estado avantago detectad¢Die Goyanes A.
1993)

Las mamas han sido durante mucho tiempo simbodvadesmo y fertilidad. Las
mujeres que perdian sus senos eran consideradasre$. Muchos cddigos de justicia
medieval se valieron de estas ideas para casigans delitos con la pérdida de uno o
ambos pechos. Muchas de estas mujeres asi castifauaan parte del Santoral
Catolico: Santa Barbara, Santa Cristina, Santa gkpaly, sobre todo, Santa Agueda,
patrona de los cirujanos mamarios y protectoraadias las mujeres afectadas por
patologia mamaria.

Cuenta la tradicion que a Santa Agueda, al recHagampulsos amorosos de

Quinciano, Gobernador de Catania (Sicilia), engtbdll de nuestra era, como castigo
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le fueron amputadas ambas mamas. Ella con postiadose las ofrecido a Dios en
bandeja de oro y le fueron repuestas milagrosanietaeger K. 1993) (Lewison EF.

1950).

ey S

o e

X
I

T AL T e

il
el
X

B e

Figura 6. Grabado del siglo XVII que representa a Santaefigucon los pechos amputados y sobre una
bandeja portada por un angel. La mujer sujeta endiao las tenazas de amputar. Dentro del recuadro

aparecen otras tenazas similares tomadas de uaael3culteus de la misma época.

En el Papiro Quirargico de Edwin Smith se menciocasos de tumores y
Ulceras mamarias. Se detallan los tratamientos anttlicauterizacion y se hace
hincapié en la dureza tumoral y su crecimientdtiafivo.

En el Papiro de Eber$laeger K. 1993) (Die Goyanes A, 199@alizado con
posterioridad (1.500 a.C.), se describe por primemel cancer con metéstasis axilar.
En esta época se realiza la extirpacion del turmarun objeto cortante o la simple

cauterizacion.
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Hipocrates (460-377 a.(([pie Goyanes A, 1993¢n sus escritos proporciona el
término carcinoma a la enfermedad tumoral, causad® consecuencia del desorden
entre la bilis negra, la bilis amarilla y la flenftaoria humoral). Describe también la
enfermedad mamaria tumoral diseminada. Asimismobuge el origen del cancer
mamario al cese de la menstruacion y sugiere tartl@s canceres de mama ocultos
(no ulcerados) porque se acelera la muerte denfasneas y solo recomienda extirpar
los tumores ulcerados.

Celso (25 a.C.-45 d.C(pie Goyanes A, 1993) (Lewison EF. 1953)s ofrece
la primera descripcion clinica del cancer de maassablece que solo los tumores que
ocupan menos de la mitad de la glandula mamarserdser extirpados. En sus escritos
recopila los aspectos mas importantes desde elopdet vista quirargico de la
enfermedad tumoral mamaria en la época de Roma.

Lednidas, meédico griego del siglo |, es consideradloautor del primer
procedimiento quirargico reglado para tratar elcedirde mama. Su método consiste en
practicar una incision en tejido sano, que cawegsizontinuacion. Las incisiones y la
fulguracién con fines hemostéaticos se suceden lpstase extirpa el tumor con la
totalidad de la mam@ie Goyanes A, 1993)

Galeno (121-201), en el siglo Il, consolida la impocia de la bilis negra de
Hipocrates y adopta su teoria del humoralismo.dssta que el cancer de mama escirro
(carcinoma fibroso) es causado por una acumulad@r‘humor espeso y lento”, y
aconseja tratamientos locales con belladona u 6&d@ainc en los casos ulcerados y
vitriolo azul en los ocultos. Sin embargo, si ehtir es voluminoso, lo Unico indicado
es la cirugia; que se lleva a cabo de forma amgdiaterizando los vasos. No obstante,

antes de cauterizar, deja sangrar las heridasexgudsar la parte espesa de la sangre,
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gue segun la época, es la causante del cancerrdFju La mayor parte de los
postulados de Galeno, permanecieron en vigor lehsmlo XVI, ya que la medicina
antigua no genero ninguna contribucion originalt@agr (Die Goyanes A, 1993) (De

Moulin D. 1983)

Figura 7: Amputacion de una mama seguida de cauteriza¢a@dngcomo la ilustra Sculteus en su

Armamentarium chirugicurfl641)(Haeger K. 1993)

Durante la Edad Media, se produjeron pocos avarieesificos. En esta época
no se generaron nuevas ideas sobre la génesisddeércde mama ni sobre su
tratamiento. Basicamente se mantenian los prirgigadénicos y la técnica quirdrgica

de Leodnidas (Figura 8).
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Figura 8: Reconocimientos de los pechos segun las practieasritas en el tratado de cirugia de
Teoddrico(Haeger K, 1993)

Con el renacimiento, el cauterio pierde progresef@ protagonismo, a favor
del instrumento cortante. En el siglo XVI, Andrégsdlio (1514-1564) realiza la
extirpacion del seno afecto y controla la hemoeagediante ligaduras. Gracias a sus
trabajos anatomicos sobre la glandula mamaria,irlagia del cancer de mama se
revitaliza(Haeger K. 1993)

Ambrosio Pare (1510-1590) ofrece una detalladargbesén clinica del cancer
de mama y utiliza también la ligadura vasculariemgéa. En la misma época, Fabricio
Hildano (1560-1654), famoso cirujano aleman, pr@pojie el cancer de mama se
origina en la leche coagulada dentro de la glanchamaria. Fabricio de Aquapendente
(1590-1619), es el primer cirujano que recomiendapar las adenopatias axilares en
un tiempo, junto con la reseccion del tumor primgDie Goyanes A, 1993) (De

Moulin D).
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Esculeto (1595-1645), cirujano aleman de la époeaR@&nacimiento, nos
presenta una técnica quirdrgica mediante ligadgraesas a través de la base de la
mama para realizar su traccion y asi evitar la mexg@ (Figura 9).

Falopio (1523-1562), en la misma época, describ@rabr escirro como una
lesion relativamente benigna causada por una aaamual de “humor espeso y lento”.
Para este autor, la presencia de sangre durantgelaencion, constituye un mal
prondstico para la enfermedad tumoral mamaria.

Estos cirujanos dan mucha importancia a las medmigenicodietéticas,
aconsejando evitar alimentos calientes y aplicafsesn la glandula mamaria enferma

(Haeger K) (Die Goyanes A, 1993) (Lewison EF. 1953)
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Figura 9. Técnica de mastectomia segun Esculeto (1@iB)Goyanes A, 1993)
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En esta época, se piensa que la mastectomia pamatalsos de cancer de mama,
no solo es inatil, sino que acelera la invasiondrahen el tejido circundante. Pese a la
falta de anestesia (que se descubrira bastantesraéi® tarde), pronto se descubren
meétodos agresivos para eliminar por completo ebtumaligno. Bart-helemy Carbol,
es el primer cirujano que extirpa el musculo pedtorayor junto con la mama enferma
(Haeger K. 1993)

A principios del siglo XVII, Marco Aurelio Severin(l580-1634) practica una
mastectomia radical, con extirpacion de los gasdlidaticos axilares. En esta época,
se intuye que los ganglios axilares son los prisi@oganos en afectarse por la
diseminacion de la enfermedad. Este autor, distingor primera vez, la evolucion
benigna o maligna de los tumoigtaeger K. 1993)

A principios del siglo XVIII comienza la Era de llastracion; época en que los
cirujanos se hacen mas cientificos. Muchos de ebthosiguen el titulo de médico y se
separan de los barberos, que eran los que praatidaltirugia de forma empirica hasta
ese momento.

En 1680 Silvio establece la teoria linfog€bée Goyanes A, 1993)e la posible
diseminacion tumoral. La linfa agria o acida ecdasante del cancer de mama; este
postulado, sera potenciado por la escuela frandgsarece la teoria de un posible
“elemento hereditario” que puede ser el causantecé@lecer. A su vez, también se
sospecha que el cancer de mama es mas frecudaterenjeres nuliparas.

En esta misma época, se desarrolla la idea delquener mamario se puede
diseminar por los vasos sanguineos y linfaticosiahdms ganglios axilares, los

pulmones, el cerebro, y los huesos. Esta afectacidistancia del tumor primario, la
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denomina por primera vez metastasis Francoise laa D1685-1770) en 175(Die
Goyanes A, 1993) (De Moulin D. 1983)

Angelo Nannoni (1715-1790), médico florentino, pablen 1746 un libro sobre
el tratamiento quirdargico del cancer de mama, emuel exponia ideas asombrosamente
modernas para su época. Recomendaba la interveinon@diata, asi como extirpar el
tumor con un margen amplio, junto con el pectoralyon, y los ganglios linfaticos
axilares proximogHaeger K. 1993)

Jean-Louis Petit (1674-1760), primer presidentadeademia médica francesa,
fue el que mas influyo en la evolucion técnica @e ihtervenciones mamarias. En su
notable “Tratado de las enfermedades y las operaciogegurgicas” establece el
criterio de que el origen del cancer de mama estaseganglios axilares, por lo que la
mama, el musculo pectoral mayor, y los gangliokaees, deben ser extirpados en todos
los casogHaeger K. 1993)Estas premisas, seran en realidad, el precegéatease de
la mastectomia radical clasica, disefiada por efacio americano William Halsted
(1852-1922) un siglo después, cuya técnica quicarggara hasta nuestros dias.

A comienzos de la Edad Moderna, ya en pleno siglX, Xl antiguo
humoralismo es abandonado gradualmente a favoogleedtudios anatdmicos. Las
guerras napolednicas contribuyen también al ddkade la cirugia, Paris es el centro
de atraccion de médicos y estudiantes de toda Bwppe empieza a desarrollar una
medicina mas anatomica. Durante esta época aparemaia terapéutica divulgada por
Young (1811-1870) que trata los canceres mamarggdiante técnicas de compresion
continua. Este tratamiento fue muy popular porguéalea complicaciones como la

hemorragia y las infecciones graves; aunque, cam@atiral, no impedia la progresion
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de la enfermedad. Arnott, disefia un corsé con ldnlake aire para comprimir la mama
enferma(De Moulin D. 1983) (Meade RH. 1968igura 10).

Velpeau (1795-1867) en 1854, confecciona la pringeaa monografia francesa
sobre las enfermedades mamarias, donde introduésmeho de “carcinoma en coraza”
y, ayudado por los mas nuevos y precisos microsesppiistingue tres tipos de cancer

de mama: el escirro, el encefaloide, y el fibrojptas

Figura 10: Aparato para compresion de la mama, disefiadd\putt. (Tomado deA Short History of

BreastCancer por de Moulin D).

En la segunda mitad del siglo XIX aparecen nuewwsocimientos sobre el
cancer de mama. Carl Von Rokitansky (1804-1878pqme la “Teoria del Blastema”:
la albumina, que es un componente sanguineo, cuandtiera, puede causar cambios
locales en la mama, que pueden conducir al dekadell cancer.

Rudolf Virchow (1821-1902), en 1860, aplica los cgptos celulares al estudio
de la histologia tumoral y su patogenia, y conclgye el crecimiento de los tejidos se
realiza por division de células preexistentes, ¢ @l origen de todos los tumores

malignos se debe a cambios heterdlogos del tefidedtivo.
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Muller (1890-1967) realiza el primer estudio higitipdgico de los tumores,
descubre que las células malignas pueden circalaglgorrente sanguineo para fijarse
en otros organos y alli crecer de forma indepeneien

Todas estas teorias contribuyen a la creencia @elqeancer es una enfermedad
local; y a partir del tumor primario, se extiendéoa ganglios regionales axilares, y
organos distantg®ie Goyanes A, 1993) (De Moulin D. 1983)

Hasta finales del siglo XIX los resultados en atamiento del cancer de mama
son muy negativos, con un alto indice de complazs y de mortalidad.

En 1879 la clinica vienesa dirigida por Theodorlr8ih (1829-1894) es
considerada el centro mundial de la cirugia. Esteraclasifica los canceres mamarios
en cuatro tipos: medular, simple, escirro, y caoigrelaciona el tipo histologico con la
evolucion clinica. Inicia sus estudios de patolagiadrgica con el concepto de que el
cancer de mama puede ser diagnosticado desde & penvista patoldgico con
seguridad, y propone la mastectomia simple, corexrpacion de los ganglios
linfaticos, so6lo cuando estan aumentados de tarftdieger K. 1993)

Durante muchas décadas, se pensO que el cancer adea ntenia un
comportamiento loco-regional: la enfermedad pragrasdesde el tumor inicial con
invasion progresiva hacia los ganglios linfaticodaaes; y a partir de ahi, se podia
diseminar al resto del organismo. Esta fue la &riecanicista” de Halsted, aceptada
durante muchos afos, y que motive, por tanto, leesagdad quirargica en el
tratamiento del cancer de mama, de forma indepetedéesu estadio clinico.

William Halsted, introdujo la mastectomia radical Eestados Unidos en 1894,
aunque casi todos sus casos fueron de tumoresayaalos que exigian una reseccion

amplia.
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La creencia de la teoria que describia que el calecemama se diseminaba a los
ganglios axilares por permeacion linfatica, coniyib a la idea de la extirpacion en
bloque: 6rgano con tumor primitivo, vasos linfaicantercurrentes y ganglios
regionales. La mastectomia radical de Halsted ewattia la extirpacion inicialmente del
musculo pectoral mayor, pero poco después pasabatigar ambos pectorales,
vaciando la axila, incluso la fosa supraclavicwasubclavicular (Figura 11). Sus
resultados fueron muy superiores a todos los afdenhasta el momento, con una
importante disminucion de la mortalidad, por lo ¢menastectomia radical se convirtio
en la operacion habitual para el tratamiento deteade mama. La mastectomia radical
era un modelo de cirugia oncologica, con resultatog superiores a los obtenidos con
anterioridad en cuanto a morbimortalidad postopeeaty supervivencia a largo plazo
gue se mantuvo hasta bien entrado el siglo(R¥ Goyanes A, 1993) (Halsted WS.

1984) siendo el tratamiento de eleccién durante madeios.

Figura 11: Esquema de la técnica de mastectomia radicalatked. (Tomada dé€ontrary to Nature

por M.B. Shimkin).
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El avance que supuso la mastectomia radical, petmansin progreso
apreciable durante la primera mitad del siglo XXo bbstante, aparecieron nuevas
tendencias, unas en sentido mas radical, y otraemido mas conservador, pero todas
ellas mantenian la teoria mecanicista por la quéurlor, de comienzo local, se
diseminaba de forma ordenada a los vasos linfapporspermeacion, de aqui a los
ganglios axilares regionales y, después, al tareintulatorio.

Siguiendo los trabajos de Handley, que aconsejtmataimiento de los ganglios
linfaticos de la mamaria interna, se describemmastectomias ampliadas a la cadena de
la mamaria interna propuestas por Margottini erf194Jrban en 1952. Las técnicas de
reseccion suprarradicales disefiadas por Wangeste&849 y Veronesi en 1967, que
afiaden la extirpacion de los ganglios supraclaaresly mediastinicos, y, todavia mas
mutilante, la amputacion interescapulomanotoradieaPrudente, son ejemplos de la
mayor radicalidad de la cirugia mamaria de la pranmgitad del siglo XX{Die Goyanes
A, 1993) (Handley WS. 1928n un intento de aumentar el nimero de curaciones

En los afios 1930 y 1960 se inician técnicas quioasgmas conservadoras,
alentadas por cirujanos como Patey (1930) y Madti@d5). Se respetan, en ocasiones,
los dos musculos pectorales consiguiéndose, ersigteion, condiciones cosméticas
mas aceptables. Los resultados pronésticos deféaneedad no empeoran respecto a
técnicas mas radicales. También acontece en esta agro hecho importante: se
comienza a seleccionar pacientes para la cirugéa;establece, por un lado
contraindicaciones absolutas para la mastectormablq 1V) (Haagensen CD, Stout
AP. 1943)y por otro, la realizacion de la triple biopsiasdrita por Haagensen en 1943:
biopsia de la mama, biopsia del vértice de la axlaiopsia del primer espacio

intercostal de la cadena mamaria interna; si alglenastas dos ultimas eran positivas,
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el caso se consideraba no quirargibee Goyanes A, 1993Haagensen CD, Stout AP,

1943)

Tabla IV. Contraindicaciones absolutas para la mastectomia

Contraindicaciones absolutas para la mastectomia

e Carcinoma inflamatorio

e Metastasis supraclaviculares

e Metastasis distantes

¢ Metastasis axilares invadiendo paquete vasculoo&ovi

Edema linfatico del brazo

Pero la auténtica revolucién de la cirugia del eanle mama se produce en la
década de los afios 1960 y 1970. Nuevos estudiobialegia molecular y la
introduccién de nuevas especialidades, como lalogieoen la década de los afios 50 y
la radioterapia a principios de siglo, dan un nugivo en el manejo de esta enfermedad.

Los estudios prospectivos y aleatorizados de Hayw&arrazin, y Veronesi, en
los afios 70, demuestran que la mastectomia pdtcdamiento conservador) con
diseccion axilar seguida de radioterapia postesafore la mama remanente, consigue
iguales resultados que la cirugia radical. Estagmiaciones, dan el respaldo cientifico
a este tratamiento, hoy en dia aceptado para edjmdal cAncer de mama. No obstante,
a pesar de aceptar este tratamiento conservadsterexliferentes criterios a la hora de
aplicarlo; (teniendo en cuenta la relacion quetexentre el tamafio del tumor y el
tamano de la mama), asi como a la hora de elegictaca de eleccion en la extirpacion

de los ganglios axilares (extirpacion de los treglas de Berg, extirpacion de los
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niveles | y Il inicamente, o0 muestreo axilébje Goyanes A, 1993) (Die Goyanes A,
1987).

En esta década también comienza el desarrollosdtetapias hormonales. Se
observa que los estrogenos aceleran el crecimidat@aquellos tumores que son
estrogeno-dependientes. Se concluye en estos aBos gancer de mama es con toda
probabilidad una enfermedad sistémica de entradampo tal, debe ser tratada desde
una esfera multidisciplinar.

Se inicia asi la época de la cirugia conservadi@da mano de los Dres. Fisher,
Spitailer, Veronesi y Salvadori, entre otros. Sérga el tumor mamario junto a una
porcion de tejido glandular sano de “seguridad’résto de la mama debera ser tratada
con radioterapia, y el componente “sistémico” derlffermedad, con poliquimioterapia

(Die Goyanes A, 1993)

l11.B. Desarrollo de la diseccion axilar

¢, Qué sucedia desde entonces, con respecto a tzidmseaxilar? Cualquier
tumor de mama infiltrante e independiente de suaimm llevaba implicita una
diseccion axilar completa. Por tanto, el manejalggico de la axila apenas habia
tenido modificaciones desde que Girolano Fabrieilo,el siglo XVII extirpara por
primera vez, ganglios axilares afectos por la enéelad.

En la actualidad, y gracias a los métodos de sicrgenamario, con progresos
en la técnica de las mamografias, su aplicaciGcempanas de deteccion, asi como una
mayor informacion por parte de las autoridadestaaas y una mayor sensibilizacion
por parte de la mujer, el diagnéstico del cancemdena es cada vez mas precoz

(Carter CL, et al. 1989) (Tabar L, et al. 1998sto ha conllevado a una disminucién
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del tamafio tumoral, permitiendo realizar un mayamero de intervenciones
quirdrgicas mas conservadoras, asi como a undatoraedisminucion de la afectacion
axilar por la enfermedad. Por tanto, si esto essaséstaria realizando un numero de
linfadenectomias innecesarias con la consiguientebitidad: paresias, parestesias,
linforrea y linfedema cronic(Giuliano AE, et al. 1996) (Silverstein M.J, et B994)

La situacion que podria mitigar esta problematsestia poder evaluar aquellas
pacientes con posible afectacion axilar de aquellesno la presentan, y realizar por
tanto, una linfadenectomia selectiva.

Antes de haber desarrollado la técnica quirdrgieh ghnglio centinela, el
tratamiento del cancer de mama incluia la diseccdilar completa para la
determinacion de las metastasis axilares. Hoy arladi metastasis linfaticas contindan
siendo el factor predictivo mas importante y lotudi®s en la técnica del ganglio
centinela han permitido avanzar en su deteccion {tewar un control loco-regional

adecuado.

El estudio anatomopatoldgico de los ganglios liné& posterior a una diseccion
axilar completa, donde se realizaban dos o treesale cada ganglio y se tefiian con
hematoxilina-eosina (H&E), fue un procedimientamatio que no permitia el estudio
exhaustivo de todos los ganglios, ni dirigia loRi@gzos diagnésticos a uno o dos de

ellos especificamente.
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l1I.C. Técnica de biopsia selectiva del ganglio ceaimela

El ganglio centinela es definido como el primergjende drenaje de la mama,
el cual se detecta con técnicas de medicina nugleacolorante. Poder hacer esta
determinacién disminuye la morbilidad de una lieflagictomia axilar completa (dolor,
incremento en la estancia hospitalaria y linfedetaato agudo como crénico, con
restriccion de los movimientos alrededor del homb@&ira gran ventaja de la biopsia
del ganglio centinela es la realizacion de la tiefsectomia axilar en el mismo acto
quirdrgico, si el resultado es positivo, evitandes#, una segunda intervencion. El
estudio de dicho ganglio se puede realizar medidiferentes técnicas, bien sea
inmunohistoquimica o reaccién en cadena de la potiea (PCR), permitiendo de este
modo el diagndstico de micrometastasis (detecc#ara célula tumoral en un millén
de células normales). Esta técnica ha revolucioead@tamiento del cancer de mama

en la ultima década.

También se ha establecido cuéles son las pacieatefidatas a la técnica,
mujeres con diagnostico de cancer de mama en estagi Il, basicamente tumores
menores de 3cm. y sin compromiso axilar al exaniegmnco. El estudio del ganglio
centinela ha permitido disminuir las linfadenecitasn aproximadamente en un 60% en

estos estadio@lbertini JJ, et al. 1996)

El desarrollo de nuevas técnicas en anatomia patalé como la
inmunohistoquimica (IHQ), ha aumentado la seriddml en la deteccion de las

micrometastasis en un 10% al 20%, frente a lai¢éade H&E(Rydén L, et al. 2007).

La técnica molecular de Reaccién Transcriptasartewisa en Cadena a tiempo
real (RT-PCR), ha incrementado de un 84% a un @88énsibilidad, y de un 95% a un
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98% la especificidad comparada con la H&E e IHQskasibilidad del método de la
reaccion es capaz de detectar una célula tumopaésando un Unico gen en 1 x°10
células ganglionarg®atson MA, et al. 1999xisten varios marcadores genéticos que
se expresan en las células de cancer de mama @eno las de los ganglios linfaticos
normales. Por ello el método de deteccion de RT-B&®&do en varios marcadores es
probablemente el método mas eficaz, sensible ye&errbalance coste/beneficio para
detectar metastasis ocultas en los ganglios de gsigienteZehentner BK, et al.

2002)

Aunque este tumor en estadios precoces es cutadbe, imprescindible la
participacion de diferentes especialidades como toam@patologos, bidlogos
moleculares, radiélogos, cirujanos, ginecélogosgotogos, con el fin de ofrecer a la
paciente el mejor tratamiento dentro de la evider@ntifica disponible actualmente,
las nuevas investigaciones y definiciones se enfeaalos conceptos de intervalo libre

de recidiva y supervivencia global.

[11.D. Clasificaciéon TNM

El sistema TNM es una estrategia para agrupas pdeientes con respecto a su
pronéstico. Ademas, se pueden formular decisiosr@péuticas, en parte de acuerdo a
Su categoria, respecto a su clasificacion linfohqatasencia de receptores hormonales
en el tejido tumoral, condicion menopausica y estgéneral de la paciente. El
American Joint Committee on Cancéh.J.C.C) (Gonzélez-Palacios Martinez, JF.
2004) ha propuesto cambios de importancia en la clasiboa TNM del céncer
mamario dirigidos a una mas completa y signifiaatdstratificacion de las pacientes

atendiendo a las nuevas técnicas diagndsticas ay iatrbduccion de la biopsia del
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ganglio centinela. Los cambios mas importanteseBeren a: distincion basada en el
tamafio tumoral entre micrometastasis y células tal®® aisladas; empleo de
identificadores de las nuevas técnicas, inmunalusioicas Yy moleculares;
clasificacion del estado ganglionar segun el nungerganglios con metastasis y una
nueva clasificacion de las metéastasis de gangldsdaviculares, de la cadena
mamaria interna y supraclaviculares.

La clasificacion TNM propuesta en el momento actelha visto modificada
por la gran influencia de la técnica de la biopsayanglio centinela y la deteccidn de
micrometastasi§Gonzalez-Palacios Martinez, JF. 2004)

Basado en esta clasificacion en funcién del tupmonario (T), del compromiso
de los linfonodos regionales (N) y de las metéstasdistancia (M), se definen unos

estadios de cancer de mama (Tabla V),

Tumor primario (T)

- Tx: tumor primario no evaluable

- TO: Sin evidencia de Tumor primario (no palpable)

- Tis: carcinoma in situ.
- Tis (DCIS) carcinoma ductal in situ
- Tis (LCIS) carcinoma lobulillar in situ
- Tis (Paget) enfermedad de Paget del pezon ndaaisoa masa tumoral.
Nota: la enfermedad de Paget asociada con tumdasifica de acuerdo al
tamaifio del tumor.

- T1: Tumor menor o igual a 2 cm. en su diametro mayo

- T1mic: Microinvasion <0,1 cm. en su diametro mayor.
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- T1a: Tumor > 0,1 cm., pero no > 0,5 cm. en smei& mayor.
- T1b: Tumor > 0,5 cm., pero no > 1,0 cm. en sunéithio mayor.
- T1c: Tumor > 1,0 cm., pero no > 2,0 cm. en suei@o mayor.
- T2: Tumor > 2 cm., pero no >5 cm. en su diametrgana
- T3: Tumor > 5 cm. en su diametro mayor.
- T4: Tumor de cualquier tamafio:
- T4a: con extension directa a la pared del to@mprende costillas,
musculos intercostales y serrato mayor, no el pactmayor y su
aponeurosis).
- T4b: con compromiso de piel (edema, ulceracigroadulos satélites de la
piel confinados a la mama).
- T4c: las dos condiciones anteriores a la vez.
- T4d: carcinoma inflamatorio.
Nota: la retraccion de la piel, del pezon u otrmse que ocurra en T1, T2 0 T3 no

cambia la clasificacion.

Compromiso de linfonodos regionales (N)

- Nx: linfonodos regionales no evaluables.

- NO: ausencia de adenopatias palpables.

- N1: metéastasis axilares homolaterales méviles p&pa

- N2: metastasis axilares homolaterales fijas o nétEsis en mamaria interna,
homolaterales detectables por estudios de imagemesos linfocintigrafia) o
detectables por examen clinico, en ausencia demsia clinica de metastasis en

linfonodos axilares.
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- N2a: metastasis en linfonodos axilares homolkggif§os entre si 0 a otras
estructuras.

- N2b: metastasis solo en linfonodos de la mamat&na homolateral por
imagen y en ausencia de metastasis clinicas dimiosodos axilares.

- N3: metastasis en linfonodos infraclaviculares hlateoales o metastasis en
linfonodos de mamaria interna homolaterales ddbéatapor estudios de
imagenes o examen clinico y la presencia de evigetioica de metastasis en
linfonodos axilares; o metastasis en linfonodogatipviculares homolaterales,
con o sin compromiso de linfonodos axilares o dearé interna.

- N3a: metastasis en linfonodos infraclaviculareshblaterales y linfonodos
axilares

- N3b: metastasis en linfonodos homolaterales denama interna y
linfonodos axilares.

- N3c: metastasis en linfonodos supraclaviculares.

Metastasis a distancia (M)

- Mx: metastasis a distancia no evaluables.
- MO: sin metastasis a distancia demostrables.

- M1: metastasis a distancia presentes (incluso a@dtias supraclaviculares)
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Tabla V. Estadios en cancer de mama definidos en baselasiéicacion TNM. AJCCAmerican Joint

Commitee on Cance€ancer Staging Manual™2dition. New York, NY :Springer; 2010.

Estadios en cancer de mama definidos en base a lasificacion TNM.

(AJCC).
Estadio O Tis NO MO

Estadio | T1 NO MO
TO N1 MO

Estadio Il A T1 N1 MO
T2 NO MO

T2 N1 MO
Estadio Il Estadio Il B T3 NO MO
TO N2 MO
T1 N2 MO
Estadio Ill A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
T4 NO MO
Estadio Ill B T4 N1 MO
T4 N2 MO
Estadio Ill | Estadio Ill C Cualquier T, N3 MO

Estadio IV Cualquier T, cualquier N, M1

[lI.E. Técnicas inmunohistoquimicas en el carcinomanamario.

La determinacion de la histologia con la técnicd&& presenta una limitacion
importante, que es la distribucién a distintos leisede las metastasis en el ganglio
linfatico (Cserni G. 1999) Debido a esto, lo correcto es examinar uno 0 Cofi®es
tefidos con H&E de cada gangl{d@reseler PA, Tauchi PS. 2000)a extraccion
limitada de muestras de tejido ganglionar puedeatla resultados falsos negativos.

Las técnicas de IHQ evidencian antigenos preseartelss células tumorales
mediante reacciones tintoriales. Dentro de la pgtal tumoral, las determinaciones

inmunohistoquimicas mas empleadas son:
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lll.LE.1. Marcadores genéticos.

1

Oncogén HER2-neu. Protooncogen codificante paravar&idn oncogénica

del receptor del factor de crecimiento epidermiEGKER). Esta version del

receptor transmite una sefial de proliferacion hatianterior celular en

ausencia de factores de crecimiento en el exterior.

2- Gen supresor p53. Gen implicado en la regulacidnciéo celular y la
apoptosis.

3- Ciclina D1. Involucrada en la proliferacion y nointhferenciacion de la
mama gestante.

4- Oncogén RAS o proteina p21. Implicado en la tracddan de estimulos
proliferativos.

5- Oncogen c-myc. Codifica para un factor de transd@ip nuclear que causa
el paso de GO a G1 en una proliferacion celularrgueeberia ocurrir.

6- Oncogen int-2. Provoca un exceso de produccidrackeres de crecimiento
hacia el espacio extracelular, estimulando la fen@lcion celular.

7- Oncogen Bcl-2 y otros oncogenes que codifican primduque afectan a la

apoptosis. La sobreexpresion de Bcl-2 suprime dptasis.

8- Ki67. Antigeno que indica proliferacion celular.

l1l.LE.2. Otros marcadores
1- Receptores hormonales de estrogenos y progesterona.
2- Catepsina-D (CAT.D). Relacionada con la capacidadsiva del tumor. Es
una proteina de sintesis estrégeno dependiente.

3- Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR
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4- Proteina implicada en la respuesta hormonal, pS2.

5- Proteinas del shock térmico (HSP 27 y HSP70).

6- Cadherina-E. Relacionada con la adhesividad irtdece

7- Menos frecuentemente: proteina relacionada conaggoflobulina (Hpr),
mucinas epiteliales polimorficas (PEM), marcados diferenciacion
apocrina (GCDFP-44), beta-1-glicoproteina espexifie la gestacion (SP-
1), filamentos intermedios (vimentina), colagend¥a glicoproteina P

(relacionada con respuesta al tratamiento contéttoss).

Segun Rydén y col¢éRydén L, et al. 2007)el uso prospectivo tanto de la
inmunohistoquimica como de los cortes seriadosa pardiagnostico histologico del
ganglio centinela, incrementa la deteccion de mietdstasis y de células tumorales

aisladas.

[ll.F. Técnica de reaccion en cadena de la polimesa con transcripcion inversa en
el ganglio centinela.

Mediante la técnica de la RT-PCR es posible dmtéatpresencia de metastasis
de células tumorales mamarias entre células saasap de los ganglios linfaticos.
Esto se realiza por medio de la deteccion de mareadle expresion géenica presentes
en el tejido mamario (ARN mensajero especifico élala mamaria). En la actualidad
se considera que las metéastasis linfaticas sacrfpronostico mas importante en esta
patologia, pero hay pacientes en estadio | (TINOi@) fallecen a causa de la propia
enfermedad. Debido a esto, la mejor identificacd® las micrometastasis en los

ganglios linfaticos axilares puede contribuir hadia manejo mas correcto de la

49



Introduccién

enfermedad, mejorando el pronostico de la paciefie.estudio de diferentes
marcadores de carcinoma mamario es necesario lpgea b la determinacion de un
marcador que, por un lado, esté siempre presentasetélulas tumorales y, por otro
lado, que esté siempre ausente en los gangliemesiho afectos. Este marcador no ha
sido aun hallado en la actualidad.

A lo largo del estudio de estos marcadores, nusasrgecuencias han sido
descritas para su uso en la RT-PCR:
1- Citoqueratina 19 (CK19). Uno de los marcadoras pxtensamente empleados como
predictor de la presencia de micrometastasis.
2- MUC-1: Mucina implicada en la adhesion celulasta proteina esta ausente en
ganglios linfaticos normales, mientras que se {mesa en células de cancer de
mama.
3- Maspin. Este inhibidor de la proteasa sérica am@mesta presente en cancer de
mama primario y metastasico, pero no se encuentsamegre periférica de individuos
sanos.
4- Factor de crecimiento del endotelio vascular GH;, puede presentar valores
elevados en numerosas neoplasias.
5- Factor de crecimiento tumoral (T@y- Citoqueratina involucrada en la regulacion
de la proliferacion tumoral.
6- Antigeno carcinoembrionario (CEA). Importantercaaor para el cancer gastrico y
colorrectal, asi como en algunos casos de canaead®.
7- Mamaglobina humana (h-MAM). Es un marcador quegresa exclusivamente en
tejido mamario adulto y en un alto porcentaje (8269 de los tumores primarios de

mama. En concreto se expresa en células epitelilel® mama, no observandose
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presencia en células mioepiteliales ni del estromaeario. Existen trabajos en los que
se describe la ausencia de h-MAM en tumores da njaobeemente diferenciados
histolégicamentéDoncella S, et al. 2006)0tros trabajos determinan que la expresion
de mamaglobina se asocia a un fenotipo tumoral eéeomagresividad. Todas estas
referencias llevan a considerar la h-MAM como umaador de gran especificidad para
la deteccion de metastasis o0 micrometasi@®scella S, et al. 2006) (Zehentner BK,
Carter D. 2004) (Ouellette RJ, et al. 2004) (NuRdiar MJ, et al. 2003) (Zafrazas M,
et al. 2006) (Watson MA, et al. 1999) (Silva ALakt2002) Por otro lado existen
estudios que consideran necesaria la determindei@enes complementarios debido a
la gran heterogeneidad de los tumores mamariosoréaitcomo Zehentner y cols.
(Zehentner BK, et al. 2002)an estudiado tres genes: B305D, subuniddel receptor
tipo A de lay-aminobutirato (GABAT) yB726P. De este estudio se concluye que la
determinacion por RT-PCR de mudltiples marcadoresrementa la sensibilidad
diagndstica y prondstica en el cancer de mama.

Por otro lado, algunos de los marcadores mencamhben sido estudiados por
otros autores encontrandolos, mediante la técrecRCR, en individuos sanos. Estos
marcadores (CEA, CK-19 y MUC-1) podrian no ser, faoto, marcadores ideales del
cancer de mama (Bostick PJ, Chatterjee S, et al).

Actualmente se estan llevando a cabo estudio® sabealizacion de la técnica
de la RT-PCR cuantitativa en otros tipos de cawcoerel fin de comprobar si aporta
alguna mejora, en cuanto a sensibilidad y espéaltafic a la RT-PCR convencional. El
desarrollo de esta técnica de RT-PCR cuantitataida podria aportar una alta

sensibilidad en el analisis intraoperatorio del gijan centinela, aumentando la
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capacidad del clinico de decidir si realizar o an, el mismo acto quirdrgico, una

linfadenectomia axilaiZehentner BK, et al. 2002)
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IV. HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE MAMA.

La Historia Natural del cancer de mama trata dabéster la evolucién natural

de la enfermedad sin intervencién terapéutica algun

IV.A. Crecimiento intramamario.

Caracterizado por el crecimiento y proliferaciGcelarada e incontrolada de
células pertenecientes al epitelio glandular dectosductos de la mama. Estas células
se caracterizan por presentar particularidadesiggate las células embrionarias. Son
células que sufren un proceso de des-diferenciacile aumentan su capacidad
proliferativa y que no obedecen a las sefiales dejesimiento y muerte celular. Estas
células, con frecuencia se diferencian adoptandactsisticas propias de estirpes
celulares diferentes a las de las células que gercdo que se conoce como metaplasia.

A escala local el cancer de mama se comportaesigaj al menos, dos patrones
diferentes. En ocasiones prolifera lentamente, isuadir ni infiltrar, ocupando y
ensanchando la luz de los ductos y llegando a fommanddulo prominente que
desplaza estructuras vecinas y pudiendo alcanaartgmario sin dejar de ser un cancer
"in situ”. Este crecimiento esta directamente lielzado con la angiogénesis, por lo que
el tumor tiene la capacidad de duplicar su voluerenn periodo de 2 a 9 meses.

En otras ocasiones el cancer infiltra los tejidesinos, rompiendo la membrana
basal y se comporta como invasivo muy precozmenido todavia es microscopico
y no es posible identificarlo por ningun procedimge diagnéstico (excepto por
biopsia). Se extiende inicialmente al tejido adgpsrimamario y por contigiidad a la
piel y tejidos adyacentes. Se ha observado qugieéb tmuscular tiene cierta resistencia

a la invasion tumoral.
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La diferencia entre el cancer "in situ" y el caniceasivo es importante porque
el diagnostico precoz garantiza la curabilidad aledsi totalidad del primer tipo de
canceres, pero de un numero limitado de los segufi@dar L, et al. 1999)Ademas
los tratamientos de canceres 'in situ’ de un tanmaédiano o pequefio, no requieren
cirugia axilar, cosa que si ocurre con los tumaorigrantes, con el consecuente riesgo
de linfedema del brazo.

Cuando un cancer de mama ha comenzado a invadgjidos vecinos el cancer
ha comenzado su diseminacién. Al inicio las céliasan grupos cerrados o “nidos”
y en ocasiones pueden verse linfocitos que se mispoodeando a estos “nidos” o
incluso dentro de ellos, o que supone una formeedpuesta defensiva del organismo
frente a lo que ha identificado como un agenteaéxtra €l. La presencia de células
tumorales dentro de vasos sanguineos o vasosdog&upone una cierta agresividad o
un grado relativamente avanzado de evolucion tuliorgue empeora el prondstico.

La afectacion de los tejidos vecinos al tumor puedmas alla de la propia
mama en sentido estricto del término: son los tesidocalmente avanzados. Estos
tumores han llegado a fijar la mama a la parectoaiainvadiendo la fascia subyacente,
correspondiente al musculo pectoral, o la piel@u@e la mama.

En el caso de los tumores que progresan de foroad, Idespués de haber ido
aumentando de tamafo, comienzan a tornarse mas ylunds y a afectar a todos los
planos de la mama, incluidas la pared toracica, fesaia, musculos y huesos y
provocando la aparicion de multiples nédulos cud&an€on el tiempo se afecta toda o
casi toda la mama, que llega a perder volumenoheerse muy dura al tacto, formando
un todo sin solucion de continuidad con piel y daogacica. En las fases ultimas puede

aparecer una ulceracion superficial o una fistatdahlos planos mas profundos.
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En el caso de los canceres de tipo infiltrantetugior aumenta de volumen,
pudiendo alcanzar los diez centimetros de dianetneas, y se extiende a todos los
planos de la mama, fijandola finalmente a la pielayla pared toréacica.

En algunos casos los sintomas se deben a la pieslEnmetastasis mientras el
tumor primitivo es todavia demasiado pequeiio paralentificado.

La evolucion local de los tumores de mama puedgila ser causa directa de la
muerte de la enferma. Aunque es raro en la praaira ulceracion superficial puede
infectarse y, de no ser tratada correctamente,gsedcausa de muerte. Por otro lado,
una ulceracion que afecte a la pared toracica paedpar afectando a la pleura y al
pulmén y ser causa de complicaciones que den cesutado la muertéTabar L, et

al. 1999).

IV.B. Diseminacion ganglionar.

El paso siguiente del tumor es la afectacion gangh. La mama posee una rica
red de vasos linfaticos que se reunen en el pletwmareolar de Sharpey. Los
cuadrantes externos drenan predominantemente laadia axilar (corresponde el 75%
del drenaje) y los cuadrantes internos hacia la ananmterna (corresponde 0-20% del
drenaje), mientras que el pezon y la areola puddamar a ambogstourgie SH, et al.
2004).

Se conocen dos vias de diseminacién linfatica: ita axilar y la via de la

mamaria interna.
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IV.B.1. Via axilar.

El drenaje linfatico en esta via se realiza esealamente, segun los niveles de
Berg (Berg JW. 1955)por lo que el contenido axilar se ha divididotess niveles
anatomicos, definidos por su relacion con el masqectoral, como se indica a
continuacion.

El nivel | corresponde a la region de la axilaabagomprende los ganglios de la
cadena mamaria externa, la vena axilar y subesm@susituadas medialmente al dorsal
ancho y laterales al pectoral menor en la parte imi&sior de la piramide grasa.
Comprende el 60% de los ganglios axilares.

El nivel 1l corresponde a la region de la axiladmee incluye los ganglios de
Rotter y centrales que estan situados por debajenysmo nivel que el pectoral menor.
Comprende el 20% de los ganglios axilares.

El nivel 1l corresponde a la region del vértice ldeaxila y comprende los
ganglios infraclaviculares, que comprenden el 26dod ganglios axilares, situados
por dentro del borde interno del pectoral menoeledpex de la piramide, en la entrada
de la vena subclavia al mediastino. Hacia dentrestia estructura, la vena axilar entra
al térax, lo que clasicamente era conocido comglgagentinela, a partir de esta area
se origina la diseminaciéon hematdgena. (Este eonoepto que no se relaciona con el

ganglio centinela actual.)

En la figura 12 se representan los tres niveleBeatg y otras zonas de drenaje
linfatico como los ganglios de la cadena mamatiarira, los ganglios supraclaviculares

y otros ganglios.
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Figura 12: Drenaje linfatico segun los niveles de Berg. Nlven amarillo, nivel Il en azul y nivel 1ll en
verde. Otras vias de drenaje son, en rojo los gande la cadena mamaria interna, en morada los

ganglios de la zona supraclavicular y en azul ajeogylios.

En ocasiones puede haber mas de un ganglio centlaainayor parte de ellos
localizados en el nivel |, un 20% pueden estarlicados en el nivel |l (detras del
pectoral menor), y en el nivel lll puede ser ungjanintramamario o el ganglio
linfatico de Rotter o localizarse en la cadenéadeamaria internéestourgie SH, et al.
2004)

La linfadenectomia radical proporciona aproximadaa&0 ganglios linfaticos
para el estudio anatomopatoldgico. La disecciomilell | proporciona en promedio 10
ganglios linfaticos y la diseccion de los niveleg . una media de 11 a 17 ganglios

linfaticos (McDonald JJ, et al. 1953)
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Diversos estudios han demostrado que los ganghédtitos del nivel | son
positivos en el 96% de todas las pacientes. Enatéarinformacion prondstica seria
suficiente con la diseccién del nive]Smith JA 3rd, et al. 1977)

Rosen y col. encontraron metéastasis en el niveh [T de 1228 pacientes y de un
1% a 3% en el nivel lll, siendo el ganglio centnpteviamente negativo, denominando
a esto metastasis salteadas (“skip” metast@@agen PP, et al. 1983)

El nimero minimo de ganglios linfaticos que se detesecar para predecir la
positividad se ha discutido, pero Mathiesen y ¢llathiesen O, et al. 1990)
demostraron que 10 son el nimero minimo para éstadia axila con precision, lo
cual lo han confirmado otros estudios publicadaedizados por Kragrag DN. 2010)

o Bland Kl y col(Bland KI, et al. 2003)

Actualmente en tumores microinvasivos menoresatie B en estados precoces
se realiza la técnica del ganglio centinela, | éstnegativa para metastasis se obvia la
linfadenectomia axilar y permite mejorar la esiaddion, ya que enfocandose solo en
un ganglio linfatico las técnicas actuales aumetdadeteccion de micrometastasis y

esto predice el resto del la axila entre un 94%% @land KI, et al. 2003)

IV.B.2. Via de la mamaria interna.

A veces un tumor mamario elige un camino poco usexkendiéndose a la
cadena de ganglios del territorio de vena mamat&rna, que se sitia a lo largo del
borde del esternén, por detras de la pared tora€itdos estudios con designacion al
azar, realizados por Urban JA y col., no se estaten ventajas de supervivencia con

la extirpacion de los ganglios mamarios interf@sdy HS 3rd, Urban JA. 1995).
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Independientemente de cual sea el tipo de evoldoial, la progresion por la
via del sistema linfatico puede ir cumpliéndosetraas muy diferentes de un caso a
otro. El prondstico es peor cuando el nimero dglganaxilares aumenta y cuando el
cancer ha invadido masivamente un ganglio, le lthderecer infiltrando todas sus
capas e incluso ha invadido los tejidos vecifideechey-Newman N. 2002)

La afectacion ganglionar aislada puede ser causa meerte si se produce una
afectacion masiva de los ganglios del mediastino yploqueo linfatico que termina en
afectacion difusa del intersticio pulmonar con deres en ambas pleuréBeechey-

Newman N. 2002)

IV.C. Metastasis.

El proceso de diseminacion y metastasis es dimgrpaesando por una serie de
etapas. Es necesario que la célula tumoral complgt® proceso para originar una
metastasis detectable. El resultado final depedddas propiedades intrinsecas de las
células tumorales y de la respuesta inmune delduasjmr(Hakim AA. 1988)

La secuencia puede dividirse en tres etapas: imwade la matriz extracelular,
diseminacidén vascular y alojamiento de las célulamorales. Los tejidos normales
estan organizados en una serie de compartimieafgalos entre si por dos tipos de
matriz extracelular: membranas basales y tejideectvo intersticial. Aunque estén
organizados de manera diferente, cada uno de topamentes de la matriz extracelular
esta compuesto por colagenos, glucoproteinas eqmitanos. Una célula maligna
debe primero romper la membrana basal, atravesaejidb conectivo intersticial,
posteriormente romper la membrana basal vascylasgr a la circulacion. Dicho ciclo

ha de repetirse cuando el émbolo de células tuessal extravasa en un lugar distante.
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La invasion de la matriz extracelular requiere [@secélulas se desprendan entre
si; seguidamente han de unirse a los componentda deatriz y degradarlos, y
finalmente es necesario un proceso de migracios.celulas normales estan adheridas
entre si y a sus alrededores mediante diversascutadéde adhesion; de especial
importancia son las cadherinas, una familia de ggumteinas transmembranbas
cadherinas epiteliales median la adherencia homatgn un tejido epitelial, motivando
asi la constitucion homogénea de un tejido; sinaegd) se sabe que en diversos
tumores epiteliales como los adenocarcinomas amamama, existe una regulacion a
la baja de la expresion de dichas cadheriiagel J, et al. 2003)Esto facilita el
desprendimiento de las células. Posteriormentediagas tumorales han de adherirse a
los componentes de la matriz. Existen estudiosagueboran que la fijacion de las
células tumorales a la laminina y fibronectinaaenktriz es importante para la invasion
y metastasis, como los realizados por Ponce MLIyyCeidler 1J y cols(Ponce ML, et
al. 2003)(Langley RR, Fidler 1J. 2007).

Las células epiteliales normales expresan receptdecalta afinidad para la
laminina de la membrana basal. Estos son polarzadisponiéndose en una sola
superficie celular. Sin embargo las células tunesratienen dichos receptores
distribuidos por todo el perimetro de la célula.

Ademas parece existir una correlacion positivaeelatrcapacidad de invasion y
la densidad de dichos receptores en los canceresag@(Demicheli R, et al. 1997)
Asimismo las células malignas expresan otro tiporetmeptores, las integrinas con
capacidad para unirse a otras moléculas de laznatrino la fibronectina, el colageno o

la vitronectina. Las células tumorales generaneasas que degradan activamente los
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componentes de la matriz, originando de esa mdosr&anales” necesarios para la
migracion.

Existen tres tipos fundamentales de proteasasi-pasteasas, cistein-proteasas
y metalo-proteinasas. Diversos trabajos apoyarapélpde la colagenasa IV (metalo-
proneinasa) en la invasion y metastasis, basadta ebservacion de que muchos
carcinomas poseen altas concentraciones de cokméviaen cantidades mucho mas
altas que las lesiones adyacentes no invasorase Yagnhibicion de dicha colagenasa
en animales de experimentacion conducia a una m&sar de metastatizacion
(Demicheli R, et al. 1997)

El movimiento a través de las zonas degradadaseayee tiene lugar por la
secrecion de citocinas por parte de la propia aéiumnoral. Se ha caracterizado una
proteina de 55 KD que al unirse a receptores especde la célula tumoral induce la
motilidad (Langley RR, Fidler 1J. 2007)Asimismo los productos generados por la
degradacion de la matriz tienen actividad quimititacsobre la célula tumoral.

Una vez en la circulacion, las células tumoralesespecialmente vulnerables a
los mecanismos de defensa del hospedador (en fesoardisadas por los linfocitos
NK). Dentro de la circulacion, las células tiendeagregarse en cumulos formados por
células tumorales y elementos formes de la sargradherencia a plaquetas parece
aumentar la probabilidad de supervivencia de lobodms y la adhesividad a tejidos
distantes)Langley RR, Fidler IJ. 2007)

La detencion y extravasacion de émbolos tumoraddagares distantes implica
la adherencia al endotelio, seguida de la salittav@s de la membrana basal. En este
proceso estan implicadas moléculas de adhesiorignas proteoliticas. Es de especial

interés la molécula CD44, que media la migraciotirdecitos T. Estudios revelan que
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los tumores expresan variantes de dicha molécutacepacidad para adherirse al
endotelio y que dicha expresidon capacita a ladaglumorales para la diseminacién
extravascula(Langley RR, Fidler 1J. 2007).

Cada una de las etapas descritas esta sometiddigleadnfluencias, y por ello
en cualquiera de los puntos, la célula tumoral puedrir. Estudios en ratones revelan
gue si bien diariamente se desprenden milloneglkidas, solo algunas de ellas tienen
la capacidad de implantarse y desarrollarse hacimdtastasigDemicheli R, et al.
1997) No todas las células que se encuentren en un mordado circulando por el
torrente sanguineo o linfatico tienen potencial astgisico y por tanto, relevancia
clinica. EI motivo es la propia heterogeneidad wehor, ya que solo unos pocos
subclones de células poseen la capacidad adeca@mdacpmpletar todos los pasos

necesariogDemicheli R, et al. 1977)

IV.D. Micrometastasis y técnicas utilizadas para sdeteccion.

El concepto de la micrometastasis en el canceraieaniue introducido por
Huvos y col. en el afio 1971, cuando estudiaronc288s donde observaron que las
pacientes con tumores menores de 2 mm en los gariigifaticos, tenian un porcentaje
de supervivencia mayor que las pacientes que tehiganglio linfatico afectado con
tumores mayores de 2 miiduvos AG, et al. 1971).

Se define micrometastasis como: "Focos de célula®riales menores de 1-2
mm en una zona ganglionar" y asi esta incluidaetakificacion TNM.

Para poder detectar una micrometastasis se requiegndos especificos, como
cortes histolégicos seriados, IHQ y patologia mdkec Pero para aplicar estas técnicas

es imprescindible seleccionar adecuadamente eligamptinela.
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Las primeras metastasis en el cancer de mama rgatidas, los mecanismos
que regulan las metéastasis en los ganglios linf&tson inciertos. De hecho la relacion
funcional entre los ganglios linfaticos y las m&as son motivo de debate. Algunos
sefialan que son barreras mecanicas y otros quénsmmologicas. Lo que si esta
demostrado es que las metéastasis de los gangifaidos pueden dar lugar a una nueva
diseminacion (hematdgena o linfatica) de las csltlianoralegLeong SP, Tseng WW.
2014)

El ganglio linfatico es una estructura tridimensipnel corte histologico
corresponde solo a un plano de este y es posildeegueste plano estudiado no se
observen las células tumorales. Esto se solucibmeafizar cortes seriados y asi se
aumenta la posibilidad de encontrar metastasis.

Guenther y col. estudiaron 145 pacientes paratkcdén del ganglio centinela
utilizando colorantes vitales. Estos ganglios idigaidos como centinelas se estudiaron
por medio de cortes seriados y con la coloraciomH&8&. Se identificaron ganglios
centinelas en 103 pacientes (71%). Hubo concordantre el estatus de la axila y del
ganglio centinela en 100 de los 103 casos (97.@¥%entras que en 3 pacientes (9.7%)
se obtuvieron falsos negativos. (Esto se relacammouna curva de aprendizaje, puesto
gue en los ultimos 80 ganglios no habia ni un f&dko negativoGuenther JM, et al.
1997) Harveit desde 1984 recomienda que los cortes dgjligacentinela se orienten
hacia la zona del vaso linfatico aferente, ya gst eegion es donde resulta mas
probable encontrar las metasta$isirtveit F. 1984) En los casos en que la afectacion
del ganglio linfatico es tan pequefia como las migtdstasis, cabe la posibilidad de

confundir a los macrofagos propios del ganglio célnlas epiteliales o viceversa.
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Dado que las células epiteliales normales y ladagktumorales contienen en su
citoplasma moléculas propias del tejido epitetiaino son las citoqueratinas (CK) o el
antigeno epitelial de membrana (EMA), la realizadie la IHQ con anticuerpos para
detectar estas moléculas permite su identificaegjpecifica.

En un estudio de 296 pacientes donde se realitéctaca para deteccion del
ganglio centinela, se realizaron cortes seriadosH&E e IHQ para la deteccion de
CK. En este estudio se vio que la proporcion desofal negativos disminuyo
considerablemente, pero no llegé a q&elaloye JF, et al. 2003).

Ya que la afectacion de los ganglios linfaticos aefualmente el factor
pronéstico mas importante en el cancer de mamantesesante y relevante poder

utilizar técnicas moleculares en su deteccion.
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V. CONCEPTOS GENERALES DEL CANCER DE MAMA.

V.A. Diagnéstico clinico.
V.A.1. Exploracién clinica.

La exploracion clinica de la mama debe constansjgeccion y palpacion de la
mama y sus regiones ganglionares.

La inspeccion de la mama se realiza con la paciaritada o en bipedestacion y
realizando una extension de los brazos por encinka dabeza. Se ha de valorar la
simetria mamaria, retracciones de piel y pezéeradtones de la piel y secrecién por
pezon Unicamente si ésta es espontanea.

Durante la palpacion en decubito supfRtetcher SW, et al. 19903e observa la
consistencia glandular, zonas dolorosas, presem®ga tumoracion, y signos
inflamatorios. Ademas se deben explorar las regioganglionares axilares y

supraclaviculares.

V.B. Diagnéstico radioldgico.
V.B.1. Mamografia.

La mamografia es la técnica fundamental utilizawlda exploracion radiologica
de la mama. Suele ser suficiente para el diagmostiequerir el complemento de otras
técnicas, como la ecografia, la resonancia magneétla puncién. En cualquier caso es
un estudio inicial que permite elaborar un informescribir una lesion, localizarla con
exactitud, valorar el grado de sospecha para atecay recomendar la actitud para

confirmacién diagnostica.
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La sensibilidad de la mamografia es del 85% al @mujeres de mas de 50
afos, del 75% en mujeres entre los 40 — 50 afiocsbaplemente es inferior en menores
de 40 ano¢Kerlikowske K, et al. 1996)

La mamografia esta indicada en: mujeres sintongticeluso embarazadas, con
sospecha clinica de cancer de mgAraerican College of Radiology (ACR)) (Comision
Europea) mujeres asintomaticas de Programas de Cribada gancer de mama
(Kerlikowske K, et al. 1996)mujeres con lesiones clasificadas como probalyitanme
benignas(ACR, Pratice guideline for the performance of ndistic mammografy.)
(Vizcaino 1, et al. 2001)mujeres con riesgo aumentado para cafCetlaborative
group on hormonal factors in breast cancer)

Las lesiones detectadas se clasifican en diveedagarias pronodsticas (normal,
benigna, probablemente benigna, probablemente maaljg maligna) con el fin de
protocolizar el seguimiento y la terapia.

Se acepta el sistema BI-RADS para la clasificaciéras lesiones, propuesto

por la ACR(Breast imaging reporting and data systeifabla VI).

Tabla VI. Categorias diagnésticas del sistema BI-RADS.

Categorias BI-RADS

Se necesitan pruebas adicionales de imagen
Negativa

Hallazgos benignos

Hallazgos probablemente benignos
Anomalia sospechosa

Altamente sugestiva de malignidad

Biopsia conocida (malignidad comprobada)

DO |WIN|IFLO
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V.B.2. Ecografia de mama.

La ecografia es un método diagnostico complemengata exploracion clinica
0 mamografica.

El desarrollo de transductores lineales de alt@uéecia ha mejorado la
resolucion espacial y esto permite detectar lesionenores de 1 cm. Tiene la ventaja
de no utilizar radiaciones ionizantes, pudiendo s&mda para realizar biopsias y
punciones guiadas con seguridad.

La ecografia se emplea en los siguientes casaostnuatcion de la naturaleza
sélida o quistica del nodulo detectado en la emplon fisica o mamografica,
clasificacion de las lesiones sdlidas segun sugtitbad de malignidad, valoracion de
nodulos palpables en mujeres jovenes (<30 afos)bamzadas, valoracion de nodulos
palpables en zonas mamograficamente no visiblésiacadn de algunas asimetrias, asi
como de abscesos, colecciones 0 hematomas, comemuitervencionismo de mama,
en mamas densas sintomaticas y en nddulos ax{Medda TS. 2003) (Rahbar G, et al.
1999)

Esta técnica no esta aceptada para el cribadondercde mama debido a ciertas
limitaciones (Berg WA, et al. 2006)No visualiza las microcalcificaciones del
carcinoma ductal in situ y, en mamas muy volumigps#égunas masas pueden pasar

inadvertidas, asi como los nodulos sélidos en maresagShin HJ, et al. 2015).

V.C. Procedimientos diagndsticos intervencionistas.

El objetivo principal es la obtencidon de una mrgestalida para estudio

citolégico, histologico, inmunohistoquimico, o parasolver un problema clinico
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mamario y de ese modo disminuir el nimero de piotdedtos quirdrgicos, con una

seguridad diagndstica simil@®’Higgins N, et al. 1998) (Klijanienko J, et aP48)

V.C.1. Diagnastico citologico.
Se emplea la puncidn aspiraciéon con aguja finaAfPAde calibre 21 a 28G.
Proporciona un diagndstico rapido y eficiente dgpscha de malignida@uchbinder

SS, et al. 2001)

V.C.2. Diagnastico histoldgico.
Se realiza un biopsia con aguja gruesa de 18-G5{BAG) (Parker SH, et al.
1991) biopsia asistida por vacio con agujas 8G-11G (Bf&he RE, et al. 2003)

bien Advanced Breast Biopsy Instrumentation (AB@Ijrange E, et al. 2001)

V.C.3. Sefalizacion de lesiones.
Se trata de la colocacion de un marcador metg@@ un procedimiento
diagnéstico o terapeéutigdrosen EL, Vo TT. 2001) (Kruger BM, et al. 2002pii80o-

Bartolome P, et al. 2002).

V.D. Otros procedimientos diagnosticos.
V.D.1. Galactografia.

Establecida para la deteccién de una masa int@d&ermite la sefializacion de
la misma, guiada con ecografia 0 mamogr@lawson SH, Johnson, BA. 2001).

Esta indicada en secrecion espontanea no lechesarragica o con citologia

patoldgica, por uno o varios orificios, generalneaumilateral.
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Es contraindicacion la existencia de procesosanmditorios o hipersensibilidad a

contrastes yodados.

V.D.2. Resonancia magnética de mama.

Es una técnica de imagen de gran sensibilidad Ipadeteccion de cancer de
mama aunque sus limitaciones en la especificidéddavba restringir sus indicaciones y
asociarla siempre a las demas modalidades de inf8getis M, Camps J. 2005)

Ayuda a diferenciar lesiones indeterminadas o @i@atriciales confusas en la
mamografia. Es Gtil para evaluar pacientes corepi®imamaria, ayuda a detectar focos

multicéntricos o multifocales y a valorar la exiénsde la lesion.

V.D.3. Lifogammagrafia.

Se trata de inyectar una sustancia indicadoraa(i@), marcada con un isétopo
radiactivo, en una zona proxima al tumor de la maeharazador circula por los vasos
linfaticos hasta depositarse en el primer ganglie mecibe el flujo del tumor. De esta
forma la linfogammagrafia se emplea en la iderdién del ganglio centineldi C, et

al. 2015)

V.D.4. PET o PET-TAC y SPECT-TAC

En la PET o PET-TAC (tomografia por emisién deitpoges) se utiliza un
isétopo radiactivo, introducido en el cuerpo humandorma de coloide, como parte de
moléculas biolégicamente activas, que produce gitrpo. Este positron se aniquila

después con un electrén para producir dos rayosngaiistos dos rayos gamma salen
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en direcciones opuestas y su deteccion simultaaenaite localizar el is6topo de forma
precisa.

En la SPECT-TAC (Tomografia computarizada de @misnonofoténica) el
procedimiento es similar al de la PET, pero esd@bipo el que produce directamente el
rayo gamma. La deteccion del is6topo en esta t@éemices tan precisa como en la PET,
pero resulta mas simple debido a que se puedereampbtopos de mas facil obtencion
y con una vida media mas larga.

Esta técnica permite una mejor deteccion de loglgs centinela ya que sitia
mejor los depdsitos de coloide en los tres niveledares y detecta mejor trazas
dérmicas de coloide que la linfogammagrafia, megoala deteccionMucientes
Rasilla J, et al. 2008).

Actualmente no hay establecida ninguna indicagéna el diagnostico del
cancer de mamgRodriguez Garrido M, Asensio del Barrio C. 2008u mejor
aplicacion se realiza en los estudios de externtsiioral a distancia, especialmente en
busca de metastasis ganglionares mediastinicasngligs localizados en la mamaria
interna. Valora de forma adecuada lesiones hepaiéseas, pero es insuficiente en las
lesiones osteoblasticas, por lo que no reemplagartanagrafia. También tiene impacto

en el seguimiento terapéutico.

V.E. Diagndéstico anatomopatoldgico.
V.E.1. La puncidn aspiracion con aguja fina (PAAF).

Se considera una prueba alternativa en centrosoermue el servicio de
Anatomia Patoldgica disponga del personal adecpadorealizarla con una suficiente

seguridad(Wang HH, Ducatman BS. 1998Puede ser utilizada como técnica de
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eleccion o simplemente como apoyo en el diagnosticsolo en las lesiones mamarias,
palpables y no palpables, sino también en las qd¢ias axilares y en las posibles

recidivas o metastasis cutaneas.

V.E.2. Biopsia con aguja gruesa (BAG).

Es un procedimiento diagndstico que consiste epbtancion transcutanea de
tejido mamario con agujas de grosor variable em#ode cilindros que son procesados
con la técnica histoldgica convencional. La obténale varios cilindros de tejido evita
la necesidad de cirugia abierta para el diagnosticpatologia benigna, y permite el
diagndstico de malignidad, lo que hace posible adacuada programacion del
tratamiento (Jacobs TW, et al. 2002) (Hoda SA, Rd3. 2002). Proporciona ademas
material suficiente para la realizacion de técnioasunohistoquimicas para evaluar el
estado de los receptores del estradiol y la preges o la valoracion de proteinas
tumor-supresoras como p53, y con valor predicteoaspuesta como Her-2, mediante
inmunohistoquimica o FISHKaneko S, et al. 2002)

Mas recientemente se ha introducido en la practioica la biopsia con aguja
asistida por vacio, habitualmente utilizada conjaeggue 11 o 9G, que permite la

obtencion de mayor cantidad de tej{gkark HL, Hong J2014.
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VI. FUNDAMENTO DEL GANGLIO CENTINELA

El cAncer de mama, se disemina generalmente ptinfdtica hacia los ganglios

de la axila homolateral.

VI.A. Ganglio centinela

El ganglio centinela es el ganglio que primerolredas células malignas desde
el tumor primario y, que con la maxima probabilidadbergard una diseminacion
metastasica inicig/AceaNebril B, et al. 1999)

La presencia o ausencia de afectacion de los igaratilares es un importante
factor para el estadiaje del cancer de mama, dilirinde forma directa en su
prondstico(Donegan WL. 1997) (Jatoi I, et al. 1998a presencia de metastasis en los
ganglios regionales esta relacionada con una mempervivencia. Actualmente, y
debido a un diagnéstico mas temprano, del totaladéentes intervenidas por cancer de
mama, un alto porcentaje (el 76,2% segun Cox y.)cplesentan ganglios axilares
negativo§Cox C.E., et al. 1998).

Existe una elevada morbilidad que acompafia a fadémectomia axilar: la
sensacion de hormigueo y las paralisis parcialéd@deo intervenido por lesion de
nervios sensitivos, lesiones vasculares, serosasl ygroblema mas importante e
invalidante: el linfedema cronico. Esta complicaclinfatica, tiene un dificil manejo
terapéutico, y se presenta, segun diversas seuigiicgdas, en un 10- 30% de las
pacientes a las que se les practica este tipordgi@iWarmuth MA, et al. 1998)

Todo esto supone un gasto sanitario afadido, myamon de estancias
hospitalarias, limitaciéon laboral, disminucién delidad de vida, y una carga

psicoldgica sobreafiadida para la migoyero M, et al. 1999)
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Las tendencias actuales, van encaminadas a presesvganglios axilares en
aquellas mujeres que los tengan libres de enfemmeSiaun método diagnostico no
invasivo, 0 minimamente invasivo, pudiese propo@iola situacion preoperatoria
precisa de la axila, se podria evitar la diseceiditar en aquellas pacientes en las que
no se detectaran ganglios afectos. Con esta fathlek ha tratado de encontrar técnicas
y gestos quirlrgicos menos agresivos que nos parrodnocer el estado axilar.

La afectacion ganglionar es uno de los factoresroayor valor predictivo en
cuanto al pronostico de la enfermedad, y que pusshlicionar la indicacion de
tratamiento adyuvante. En la actualidad existerogatsia en cuanto a la realizacion de
la linfadenectomia selectiva, sobre todo en essatip Il de la enfermedad, dada su
morbilidad, por lo que se han desarrollado otrasités alternativas.

La biopsia selectiva del ganglio centinela en ahced de mama ha sido
desarrollada para calcular con precision el estidios ganglios linfaticos axilares, sin
necesidad de extirpar todo el contenido linfatixitea (Veronesi U, et al. 2003)

Podemos considerar la biopsia del ganglio centioetao una nueva modalidad
de estadiaje ganglionar del cancer de mama. Estec#eha ido ganando aceptacion por
su elevada fiabilidad, y empieza a configurarse @ama alternativa valida a la
diseccion axilar convencional sistemati¢gshikawa H, et al. 2002) (Gulec SA, et al.
1998) (Giuliano AF. 1996)

El concepto del ganglio centinela, aplicado al earde mama, se basa en la
hipotesis de la diseminacion secuen¢gdKorafas G, Tsiotou A. 200@sta hipotesis
concibe que un tumor maligno primario drena iniohte hacia un determinado

ganglio linfatico, ubicado en un grupo ganglioregional.
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El ganglio centinela es este ganglio particular cpabe las primeras células
malignas desprendidas del tumor mamario prim@imguchi M. 2002) (Borgstein PJ,
et al. 2000)

Segun la hipotesis anteriormente expuesta, si psteer ganglio no esta
afectado cabe suponer que el resto de ganglias adla estén libres de enfermedad. Si
por el contrario, este primer ganglio esta afectadben a su vez dos posibilidades, que
el resto de axila esté afectada o que esté libemfigmedad.

La deteccion y estudio histologico y molecular dg&teeganglio, podria
determinar qué pacientes serian candidatas adinétomia axilar, y qué pacientes aun
teniendo cancer de mama no la precisarian, pouédisminuiria asi la morbilidad
asociada a la cirugia.

La busqueda del ganglio centinela aplicada al cadeemama, se basa en la
inyeccion de una particula de un determinado tamaf@cada con un isotopo
radiactivo, asociado o0 no a un colorante como sgunétodo de busqueda. Estas
sustancias permiten localizar el ganglio centir@ken realizando una gammagrafia
preoperatoria, o bien intraoperatoriamente obselwvah trayecto del colorante o en los
casos precedidos de inyeccion de isotopo radiaciiti@aando una sonda detectora de
radiaciones gamma. Una vez localizado el gangliotinela, se procedera a su
extirpacion y estudigMcMasters KM, et al. 2000) (Noguchi M. 2002) (Sahw GF, et
al. 2002).

La localizacion del ganglio centinela en el cardemama debe considerarse en
pacientes con biopsia concluyente para carcinonmasea o en su defecto puncién con

aguja compatible, a las que se les ha planeadgiaiylinfadenectomia axilar, y que no
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presentan ganglios linfaticos clinica o ecografieate sospechosos de infiltracion
metastasica.

En la actualidad las indicaciones aceptadas sonques se recogen en la
actualizacion del consenso sobre la biopsia setedil ganglio centinela en el cancer
de mama 2010, realizado por la Sociedad Espafofedelogia y Patologia mamaria
(Bernet, L, et al. 2010).

- Se recomienda en carcinomas Tl y T2 siempre quexila sea clinica,
ecografica y patolégicamente negativa.

- En los casos de tumores multifocales es posiblizaeabiopsia selectiva del
ganglio centinela (BSGC) y en los multicéntricos aeeptable con nivel de
evidencia IV.

- Enlos casos de carcinoma intraductal extenso (reayae 4 cm de diametro) y
de alto grado y/o con comedonecrosis y/o en los \@y@n a tratarse con
mastectomia.

- En el carcinoma de mama en el varon se podra agigaiendo las mismas
indicaciones que en la mujer.

- La realizacion de una biopsia escisional previaardraindica la realizacion de
la BSGC siempre que no aparezcan criterios de sxclu

- En pacientes con axila clinica o ecograficamentgatiea de inicio, es
recomendable la realizacion de la BSGC previa atamniento sistémico
primario con un nivel Il de evidencia. Es aceptabll realizacion posterior al
tratamiento sistémico primario en el contexto deagos clinicos

- No existe evidencia para desaconsejar la BSGC ejer@esu gestantes o

puérperas lactantes, previa retirada de la ladavh. Se recomienda utilizar la
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minima dosis posible y el mismo dia de la cirudgia estos casos esta
contraindicado el uso de cualquier colorante vital.

- En los casos de cirugia mamaria plastica de aumsnmexluccion previa no
existe evidencia para contraindicar la BSGC.

- En pacientes con cirugia conservadora con BSGQappar carcinoma no hay
evidencia para contraindicar una nueva BSGC, aurggieaconsejable la

valoracion individual de cada caso.

Sin embargo, el empleo de esta técnica esta coditada en algunas
situaciones: en carcinoma localmente avanzado ocubag afectacion ganglionar, ni
antes ni después de la terapia sistémica primaudando existe la sospecha de
afectacion ganglionar mediante pruebas de imagewg(afia) y, al menos, citologia
compatible con metéastasis de carcinoma de las pddae sospechosas; y en carcinoma
inflamatorio.

A pesar de que la capacidad de la técnica del iganghtinela para predecir
metastasis en los ganglios axilares, hay contr@asesdbre la técnica por el hallazgo de
falsos negativos. Estos falsos negativos pueder senorigen en diversos factores que
parece que tienen una cierta influencia en la aghn de la técnica o en la propia
paciente.

Las pacientes con edad avanzada presentan altezacide la circulacion
linfatica, que pueden provocar un defecto en laragign del marcador. Sin embargo
esto no afecta la fiabilidad de la técnica, pogl® si la migraciéon del marcador es

adecuada, no hay contraindicaci@ox CE, et al. 2002).
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También se ha observado que en las pacientes obespsgede dificultar la
migracion del marcaddCox CE, et al. 2002)

Refiriendonos a la multicentricidad, articulosieetes concluyen que la biopsia
de ganglio centinela en cancer de mama multicénggfactible y precisa y que, por
tanto, debe practicarsé/an la Parra RF, et al. 2014En la actualidad se realiza la
biopsia mediante puncion periareolar del radiotlaza

Cuando el estudio del ganglio centinela es neicesaalizarlo en pacientes
gestantes, la biopsia de ganglio centinela es aegi@mpre que se utilice azul de
metileno o el isétopo 99-T¢Gropper AB, et al. 2014).

En pacientes sanas con mutacion del gen BRCA&clada del ganglio centinela
no afadiria morbilidad en caso de ser candidateaamastectomia profilactic@/idal-
Sicart S, Valdés Olmos R.2012)

Por ultimo, no estaria contraindicada la biopsgh ganglio centinela ni en
pacientes portadoras de protesis mamavatal-Sicart S, Valdés Olmos R. 201&)en
pacientes con cirugia previa en glandula mam@fridal-Sicart S, Valdés Olmos R.
2012)

Sin embargo no existe evidencia para recomendartésnica a pacientes con
cirugia previa y con técnica del ganglio centinedalizada(Vidal-Sicart S, Valdés

Olmos R. 2012)

VI.B. Estudio de las metéastasis en ganglio centirzel
El estudio de las metéastasis en el ganglio cematiselrealiza durante la cirugia y
esto define si se realiza 0 no la diseccion axibenpleta. Contamos con varios métodos

para estudiar el ganglio centinela que conllevao ta morfologia.
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Existen métodos morfologicos que pueden ser emipéealurante el acto
quirargico como la citologia por improntas, utitizi la coloracion de H&E; o como el

analisis de secciones multiples congeladas.

Otros métodos morfolégicos se realizan con pasidead al acto quirdrgico,

como la histologia clasica con la coloracion de H&Eomo la IHQ.

Existen también métodos no morfolégicos que skzeencon posterioridad a la

cirugia, como el empleo de la citometria de flug mnalisis molecular.
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VII. FACTORES PRONOSTICO DEL CANCER DE MAMA

Debemos tener en cuenta que los conceptos de dagwondstico y factores
predictivos son diferentes.

Los factores prondstico indican asociacion con emogo libre de enfermedad,
teniendo en cuenta el potencial invasivo o metastadel tumor en el momento del
diagnéstico.

Los factores predictivos se refieren a la respugsta tratamiento concreto. En
ocasiones constituyen diana para ese tratamietiencactian como moduladores de la
funcion de dicha diana.

Un factor es considerado factor prondstico Gtilpisenta un valor pronéstico
significativo, independiente, validado y clinicarteeprobado; su cuantificacion debe
ser reproducible y estar disponible; su resultaslmedser facilmente interpretado por el
clinico y su medicion no debe consumir o inutilizejido necesario para el estudio
anatomopatologicéNIH consensus conference)

Actualmente ninguno de estos factores cumple esitesios en su totalidad, por
lo que se consideran validos aquellos que mejoptanrios criterios.

Segun el Colegio Americano de Patélogos (CAP), famtores prondstico y
predictivos estan categorizados en tres gruposadasi(Fitzgibbons PL, et al. 2000)

» Categoria I: son factores bien respaldados etelatura cientifica, por ejemplo
el tamafo tumoral, el estado ganglionar, el tipstahdgico, el recuento de

mitosis, receptores hormonales y oncogén Her-2neu.
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e Categoria Il: son factores que se han estudiado pee requieren una
validacion estadistica mas rigurosa, como son pE&Biovasion vascular en el

tumor.

e Categoria lll: son factores que no han sido estiediadel todo o que no han
demostrado un valor prondstico-predictivo, como $anploidia celular, la

catepsina D o la angiogénesis, entre otros.

VII.A. Factores pronéstico clasicos
Los factores prondstico aceptados tradicionalmestue: el estado de los
ganglios axilares, el tamafio tumoral, el grado tama@l tipo histolégico, la invasion

del estroma y la invasion vascular.

VII.A.1. Afectacion ganglionar

El nimero de ganglios linfaticos axilares positives muy importante en el
cancer de mama infiltrante que ha sido tratadoroastectomia. La supervivencia, la
recidiva, la velocidad en aparecer la recidiva yfrataso en el tratamiento estan
relacionados directamente con el nimero de ganljlitéicos axilares positivos. Sin
evidencia de metéastasis ganglionar la supervivemdis 5 afios es del 87%, mientras
gue la presencia de algun ganglio positivo la distyg@ a un 75%. Al tener de 1 a 3
ganglios linfaticos comprometidos la supervivenem del 64.5% y con 4 0 mas
ganglios linfaticos positivos la supervivencia deea un 34.5%. Obviamente si los
ganglios linfaticos axilares se observan compraiosti macroscopicamente el

prondstico es desfavoral{ltage DL)
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Se ha publicado que las pacientes con micromeisgsiidiadas en secciones
microscopicas seriadas y que son menores de 2 mement una supervivencia
comparable con las pacientes sin metastasis gaagiis(Page DL, 1991)

En una investigacion prospectiva del grupo de &studernacional del cancer
de mama (GEICAM), se estudiaron los ganglios asdadnomolaterales considerados
negativos. Se realizaron cortes seriados y desgeé®alizar el estudio histologico
sistematico, se encontraron micrometastasis erangordel 9 y 20%. Estas pacientes
con micrometastasis tuvieron menos tiempo de siyaercia libre de enfermedad y
supervivencia global después de 5 afios, que agumllgpos ganglios se mantuvieron
negativos después de estudiarlos con cortes sef@dtmmer R, eal. 2004.

Las micrometastasis también se correlacionan coninlasion vascular
peritumoral y con el tamafio del tumor. Si existeagidn vascular y el tamafo del
tumor es mayor de 2 cm, es probable que existaromatastasighttp://www.hvn.es/)

Los métodos inmunohistoquimicos y moleculares paraliagnostico de las
metastasis ocultas en los ganglios linfaticos eeslahan permitido mostrar que estas
pacientes tienen mayor indice de recurrencia yp@oa supervivencia especialmente el
carcinoma ductal infiltrantéhttp://www.hvn.es/)

Las pacientes con metéastasis de los gangliositofasupraclaviculares y de la
cadena mamaria interna tienen una supervivenciasa5l afios del 56% y 52%
respectivamente y en caso de ser las dos regifewtadas la supervivencia es del 24%.

Las metastasis en los ganglios supraclavicularesdeomal prondstico, ya que
por lo general son alcanzados después de compmotostganglios axilares y de la

mamaria internghttp://www.hvn.es/).
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VII.LA.2. Tamafio tumoral

El tamafio macroscopico de las neoplasias maligmamapas infiltrantes
también es un factor prondstico importante. Existacion directa entre el tamafio del
tumor y las metastasis ganglionares axilares. Emotes menores de 1 cm existen
metastasis en un 26%, si el tumor es mayor de 10xgsten metastasis en un 78%. Un
tumor de 2 cm de diametro maximo, tiene un prondstisupervivencia mejor siempre

gue se compare con tumores mas gragigs.//www.hvn.es/).

VII.LA.3. Grado Tumoral. Escala de ELSTON

Los métodos para la graduacion histologica en eicera de mama se
describieron por primera vez hace mas de 50 afios.

Bloom en 1950 propuso un método que valoraba ae®res(Bloom HJG.
1950) el grado de formacién de tabulos, la regularidadel tamafio, la forma y las
caracteristicas de tincion nuclear y la hipercraanasclear y la actividad mitotica.

Asi fue como los tumores se clasificaron en bajodenado y alto grado de
malignidad.

Mas tarde Bloom y Richardson modificaron el sistetearaduacion afiadiendo
a cada uno de los tres factores un valor de |, ajli¢ corresponde a leve, moderado o
marcaddBloom HJG, Richardson WW. 1957)

Posteriormente, el método de Bloom y Richardsorniésnfievas modificaciones
para establecer unos criterios mas objetivos. Eet®do revisado, llamado escala de
Elston (Elston C, Ellis I. 1991) conlleva una evaluacion semicuantitativa de tres
caracteristicas morfolégicas: el porcentaje de &miom de tubulos, el grado de
pleomorfismo nuclear y el contaje mitético preaigmtro de un area definida.
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De este modo se consiguen tres grados de difecshiwiagrado | (bien
diferenciado), grado Il (moderadamente diferengiago grado Il (pobremente

diferenciado).

VII.LA.4. Tipo Tumoral

Los carcinomas de mama tubular, mucinoso y adenguid&tico son de bajo
grado. En estos es muy poco frecuente encontrastasts axilares y tienen un relativo
buen prondstico.

Los carcinomas poco diferenciados como son losimm@amas inflamatorios,
carcinomas con ceélulas en anillo de sello y loginasarcomas son considerados muy
agresivos y de mal pronéstico. Por ejemplo el oaroa inflamatorio tiene una

supervivencia a 5 afios de un 11% (http://www.hvj.es

VIILA.5. Invasion del Estroma

Es un factor de crucial importancia en el pronéstie las pacientes, puesto que
el carcinoma in situ 0 no invasivo es casi siemgueado con la mastectomia. La
identificacion de la invasion cuando se intentaseovar la mama es de altisima
importancia, tanto como la determinacion de la reméelad in situ, dentro y fuera del

componente invasiv(http://www.hvn.es/)

VII.A.6. Invasion Vascular
La invasion linfatica y peritumoral tiene un vajmedictivo sobre la recurrencia
local precoz y las metastasis a distancia, e indicea mayor probabilidad de fracaso

terapéutico. Se utilizan técnicas de inmunohistoied para determinar antigenos de
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las paredes vasculares, como son el factor VIII3TDB CD34 y asi no tener duda de si

se trata de una invasion vascylatp://www.hvn.es/).

VII.B. Factores pronéstico bioldgicos

Existe un porcentaje considerable de pacientespoggentan progresion de la
enfermedad a pesar de un aparente prondstico faeasaguin los factores prondéstico

clasicos.

Esto nos lleva a la necesidad de estudiar otaisriss prondstico como genes o
marcadores bioquimicos, que proporcionen infornmaciadicional acerca del
comportamiento mas o menos agresivo de los tunyopesmitan afinar en las terapias

suministradas.

VII.B.1. Cinética Celular

Este factor prondstico tiene la ventaja de que eantdicable, objetivo,
independiente del estado de los ganglios axilgraplicable a las pacientes con ganglio
centinela negativo. La desventaja es que pareeg tendudoso significado clinico en
las mujeres con ganglios linfaticos positivos paretastasis. Se utiliza el indice de
Marcaje con Timidina (IMT) o el analisis del ADNmpatometria de flujo.

» EIIMT indica la proporcion de células que estarfame S dentro del tumor. Por

lo general los tumores de bajo grado tienen un 4o y los que tienen un

IMT alto tienen un elevado potencial de prolifeaciy de recidivar de una
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forma precoz. Este indice se relaciona de manexxsa con el contenido de

Receptores de Estrogeno (RE).

» La citometria de flujo proporciona un andlisis dapiautomatizado y determina
la ploidia del tumor. Se realiza la determinaciérnalfraccion de células en fase
S (FSS), que equivale al IMT. Ademas estudia aténde ADN gue consiste en
comparar el contenido del ADN de las células tumesraon el de las células

benignaghttp://www.hvn.es/).

VII.B.2. Receptores Hormonales

Los estrégenos y progestagenos son hormonas es@soimplicadas en la
fisiopatologia de multiples aspectos de la patalatg la glandula mamaria. Ambos
tipos de hormonas intervienen conjuntamente enretiroiento, diferenciacion y
supervivencia del epitelio mamario. Son de cruicgdortancia en el desarrollo de las
neoplasias mamarias durante los afios reproductidesde la menarquia a la
menopausia). Tras la menopausia, la actividad slarlamatasas periféricas transforma
los andrégenos suprarrenales en estrégenos, stramas estimulo hormonal al tejido
mamario.

Se observa en tejido maligno no invasivo, una auinaeion de receptores
esteroideos unas 15 veces mayor a la del tejidmadoSu activacion se ha relacionado
fundamentalmente con un aumento de la replicactrar y se cree que el aumento de
la expresion de receptores esteroideos es un egaw® e inicial en la tumorogénesis

mamaria(http://www.hvn.es/).
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El tejido mamario que sobreexpresa el receptorstt®@genos muestra una tasa
de malignizacion 6,5 veces mayor que el tejido soa expresion normal. Desde el
trabajo de Barbara Mason y col. en 1988ason BH, et al. 1983kn el que se
determind la expresion del receptor de progesteyate receptor de estradiol de todos
los canceres de mama incidentes entre 1976 y 1888 diudad de Auckland (1.136
casos), se acepta la importancia clinica de laipiosid de la expresion de RE y RP. En
este estudio se constatdé que cuando ambos recepome positivos, existia una
supervivencia significativamente mayor que cuandm enegativos; dicho efecto se
probaba en ausencia de los tratamientos hormoexigtentes hoy en dia para bloquear
la actividad replicativa inducida por esteroidemd@inos. Hoy por hoy se acepta como
factor prondstico molecular de importancia en enéztad localizadéGrann VR, et al.
2005) En enfermedad avanzada los datos son mas cortidoge si bien la actividad
de estos receptores se ha relacionado con activedidativa, no esta tan claro que
posean actividad facilitadora de produccion de stasés(Grann VR, et al. 2005)

Asi, segun Pujol y colgPujol P, et al. 1994y Costa y col(Costa SD, et al.
2002) a los 5 afios tras el diagndstico del cancer dmaria importancia prondéstica
derivada de la expresion de RE y RP se pierdeadr porque la replicacion tiende a
volverse hormonoindependiente con el avance deféaraedad. Sin embargo, Chang
y col. (Chang J, et al. 2003)ublicaron un analisis retrospectivo con 346 pdegern el
gue estudiaron la influencia de ciertos datos abipatologicos del tumor primario en el
desarrollo de la enfermedad una vez que se ddsardals metastasis; curiosamente
encontraron asociacion positiva entre la expresi@hRP y no del RE en el tumor

primario con una evolucion mas benigna en la erddad metastasica.
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Lo que esta muy claro hoy en dia es el beneficeosguobtiene en todas aquellas
pacientes con receptores positivos gracias al kblmdguormonal con los diferentes
agentes disponibles. ElI meta-analisis decisivoeiupublicado en 1998 por el Early
Breast Cancer Trialists’ Collaborative GroufEarly Breast Cancer Trialists'
Collaborative Group. Lancet. 1998)n el que se analizan 36.689 pacientes incl@das
55 ensayos clinicos. En estos ensayos se aledtaretauso de tamoxifeno adyuvante
(durante diferentes periodos de tiempo segun etliestdesde 1 afio hasta 5 afios) frente
a la ausencia de tamoxifeno, en mujeres con caheenama localizado con o sin
ganglios positivos. Se encontré un beneficio glamaisistente determinado por una
reduccion de la Odds Rat(®R) de recaida del 40% y una reduccion de la OR de
muerte por cancer de mama del 23%.

Por todo esto, la deteccion de receptores horm®rseconsidera un potente
factor predictivo, ya que informa de la respuesta #&erapia hormonal. Ademas se
considera también factor prondstico ya que lasepées de cancer de mama con RH

positivos muestran mejor prondstico en los primé&d$ afogGrann VR, et al. 2005)

VII.B.3. Sobreexpresion del oncogén HER-2neu

Existen diversos mecanismos moleculares a nivelarejue pueden funcionar
como oncogeénicos. Diversos oncogenes codifican qgmeptores mutados de factores
de crecimiento, con actividad tirosin-quinasa, cagtivacion por ligandos (conocidos
para unos receptores y desconocidos para otroshckdena la activacion de las vias de
sefalizacion celular que llevan a la proliferacidescontrolada. La mutacion mas
comun es la delecion del dominio extracelular. Hmas ocasiones se observan

mutaciones puntuales que confieren la propiedadesk&ar activados de modo
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constitutivo. Con menos frecuencia se deleciorexgkemo carboxi terminal de dichos
receptores y asi se elimina una secuencia regaladegativa de la actividad del
receptor.

Sin embargo para el oncogén de mas relevanciaifidadb en el cancer de
mama en los ultimos afos, el mecanismo por eligone tugar la oncogénesis es por un
aumento de la expresion del receptor no mutadsubsiguiente incremento de la
actividad tirosin-quinasa induce transformacioruleel Hablamos del oncogéen HER-
2neu (erbB-2 o neu). Es un gen localizado en ehosmma 17g12. Codifica para una
proteina de membrana que corresponde al recepior2ti(de 4 descritos hasta la
actualidad) del factor de crecimiento epidérmica.dmplificacion del gen del HER-
2neu se encuentra en un 30% de los canceres de man@aos y se correlaciona con
mas incidencia de metastasis en los ganglios ralgisngrado histolégico mas agresivo
y presencia de estadios mas avanzados al diagnéSkcrelaciona con resistencia a
diversos agentes quimioterapicos y hormonales.

Los analisis multivariantes apoyan que su expregj@ice una influencia
(negativa) independiente del resto de los factpremostico en la supervivencia en
pacientes con ganglios positivos respecto a laxpeesion(http://www.hvn.es/).

El gen HER-2neu humano codifica una proteina dé&512minoacidos
perteneciente a la familia de los receptores tirgsinasa (RTK). El producto del HER-
2neu es un miembro del subgrupo de los receptoetsfadtor de crecimiento
epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor-EGE&)tro de la superfamilia RTK,
gue incluye tanto al EGFR (codificado por el erhBebmo a las proteinas codificadas
por los genes erbB-2, erbB-3 y erbB-4. Los cuagneg codifican una proteina con

actividad tirosin-kinasa con dominios de membrasrailos y dos dominios celulares
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ricos en cisteinas. Los cuatro receptores se cesapren diferentes combinaciones y se
pueden encontrar en una gran variedad de tejidospto el tejido hematopoyético.
Mientras que HER-2neu se expresa a concentrachmjas en diversas células
normales, en varios canceres se sobreexpresa.renageste hecho esta causado por
amplificacion genética o un incremento del nUmeraydnes erbB-2 en el nucleo. Esta
sobreexpresion desempeiia un papel en la progrdsiotumor, produciendo titulos
elevados de crecimiento celular y transformaciéooggnica. A nivel practico, la
significacion del HER-2neu en el cancer de mamaneéKiple: el cancer de mama
evoluciona desde la lesidbn premaligna no invasiwarc(noma in situ) hasta el
carcinoma metastasico, pasando por los estadiatizados. Es posible encontrar la
sobreexpresion del HER-2neu en todos los estadilosathicer de mama, pero no se ha
encontrado en lesiones benignas de la mama; egterswque el gen no se amplifica
antes de un verdadero estado maligno. La sobres&prese mantiene en lesiones
metastasicas, sugiriendo una funcion continuadaH&®-2neu. Hay un trabajo con
gran implicacién clinica en este aspecto, de Nighaools, realizado en 30 pacientes.
En él analizaron en autopsia con inmunohistoquitaiexpresion de esta oncoproteina.
De los 30 pacientes, 18 sobreexpresaban el HER-@mdas metastasis, 15 (80%) de
los cuales lo sobreexpresaban en todas. Todosacdgnpes con sobreexpresion en
tumor primario, mostraban sobreexpresion en laastetigNiehans GA, et al. 1993)
Algun trabajo sugiere que la prevalencia de solpresion del HER-2neu en
lesiones metastasicas a distancia es mucho may@0&e presente en las lesiones
localizadas en la mama, sugiriendo una selecci@itiye de los clones celulares que

sobreexpresan este factor, por ejemplo, el trati@jBraun y col(Schindlbeck C, et al.
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2004) encuentra en médula 6sea una prevalencia del @86liteexpresion del HER-
2neu en las micrometastasis del cancer de mamaeéunlandsea).

Esto abrio la posibilidad al uso del Trastuzumabticaerpo monoclonal
humanizado desarrollado contra este factor de nemabiEste anticuerpo monoclonal
supone un cambio conceptual en el tratamiento sleulbores sélidos, constituyendo la
primera terapia dirigida especificamente contractdalas tumorales y sin efecto sobre
las células normales con verdadera eficacia cliloasolo es importante por ser en si
mismo una diana terapéutica; diversos trabajoesergique la amplificacion del HER-
2neu esté relacionada con la resistencia a tratdémsi€uimio/hormonales en el cancer
de mama avanzaddaucher S, et al. 2003)

El “Gold Standard” para la determinacion de sobpeesion del HER-2neu en
cancer de mama es el FISH (Hibridacion in situ ritiscente). Dicha técnica detecta
directamente la amplificacion del gen. Actualmemsie acepta la técnica CISH
(hibridacion in situ cromogénica), con una sensiad y especificidad similar al del
FISH. La deteccion de la proteina HER-2neu por mohistoquimica (Herceptest®; se
divide el resultado en 4 grupos de expresion: 03)-gor anatomopatologos expertos
presenta una correlacion mayor al 90% con el FISEISH (Kréger N, et al. 2006)

Tabla VII.

90



Introduccion

Tabla VII: Clasificacion de expresién de HER2-neu.

Clasificacion Patron de inmunohistoquimica HER2-neu estatus

Inmunomarcacién negativa, o bien,

. . s oy o . No

0 inmunomarcacion positiva en menos del 10% | Negativo. i icad
de las células tumorales. Indicado.
Reaccion débil en mds de 10% de las células No

1+ Negativo. .
tumorales. g TRl

Reaccion débil a moderada en mas de 10%
2+ de las células tumorales. Positividad débil. Indicado.

Reaccidn fuerte y completa. Marca todo el

3 o N
3+ contorno de la membrana en mas de 10% de Seativicee) fiara. o

las células tumorales. indicado.

VII.B.4. Catepsina D

Es producida y secretada por las células tumonadesarias. Su sobreexpresion
esta asociada a mayor agresividad del tumor y memopo libre de la enfermedad.
Brouillet y cols. estudiaron la relacion entre patea D, la proteina HER-2neu y la
amplificacion del oncogén c-myc, encontrando queeeelaciona con la expresion del

HER-2neu, pero si con la amplificacion del oncogényc (Brouillet JP, et al. 1990).

VII.B.5. indice de proliferacion: Ki67

El anticuerpo monoclonal Ki67 es un marcador delifpracion celular.
Reconoce un antigeno presente en las fases G $ Msdel ciclo celular. En la fase
GO y comienzo de la fase G1 asi como en periodosep@so, no se detecta este
antigeno. El Ki67 permite identificar las célulaslferantes dentro del tumor y la
positividad se correlaciona con el grado de difeigmion tumoral, invasion vascular,
metastasis a ganglios linfaticos y es inverso exliatencia de receptores hormonales.
(http://www.hvn.es/)
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La tasa de proliferacion celular se incluye dedibgrado histolégico al formar
parte de este el porcentaje de mitosis, pero nbas@odido demostrar que estos
marcadores de proliferacion celular den informacaaticional al grado histolégico
(Yerushalmi R, et al. 2010pebido a esto, la guia de la ASCO (American Spaé
Clinical Oncology) no incluye el Ki67 entre los fares prondstico necesarifidarris
L, et al. 2007) Ademas, las ultimas revisiones ponen de manifigse no hay estudios
randomizados suficientes para asegurar su valoptizo aisladqYerushalmi R, et al.
2010)

No obstante, la guia clinica del cancer de maméadciedad esparfiola de
oncologia mamaria (SEOM) incluye el Ki67 entre keterminaciones rutinarias

recomendadas en la clinica digi@uerra JA, Moreno F. 2007)

VII.B.6. Gen p53

La proteina p53 es una proteina oligomérica quenseal ADN cuya funcién es
desencadenar respuestas celulares al dafio del NDMstan completamente descritos
los mecanismos, pero en general se acepta quetisidat conduce a 3 tipos de
respuesta: disminuye la velocidad de la transid@has fases de la replicacion celular,
activa sistemas proteicos encargados de la repardei ADN vy si el dafio del ADN es
critico, activa la apoptosis.

Cuando el gen de la P53 se halla mutado, existeomagstabilidad genética
debido a que la replicacion celular no tiene frese,dispone de menos tiempo para
reparar el ADN en cada ciclo celular, y la respuegioptotica al dafio gendmico esta
inhibida. La sobreexpresion de P53 en la célula anenmaligna se ha relacionado con

peor prondstico y peor respuesta a la quimiotenapida hormonoterapia. Sin embargo,
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los analisis inmunohistoquimicos todavia no puetktarminar si el aumento de la P53
detectado se debe a un incremento de su transtrigomo respuesta a un estimulo
proapoptotico o a que existe una P53 mutada yagrdo tpoco eficaz. Asi, si bien es
posible que en los préximos afios las tasas de fP&8reor primario decidan un tipo de
tratamiento u otro, de momento no se ha incorposadestatus al arbol de decisiones

terapéuticagHarris L, et al. 2007)

VII.B.7. Activadores del sistema uroquinasa-plasigeno

El activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (Upal inhibidor PAI-1, han
demostrado un poder predictivo positivo significaticon especial utilidad en el grupo
de ganglios linfatico negativos. Los niveles al{o¥edidos sobre extractos tisulares
mediante técnicas de ELISA) promueven la invasigmaral por medio de la
degradacion del la matriz extracelular, e indican alto riesgo de recidiva y la
necesidad de adyuvancia, mientras que si permdraoee| prondstico es excelente y
podra ahorrarse el tratamiento sisténf{daffy MJ, et al. 2014)

El principal problema metodoldgico para su valdsacies la necesidad de al
menos 300 mg de tejido tumoral fresco/congelad@ zar determinacion, cantidad
considerable que impide su implantacibn como umaaheenta de rutina. El valor
predictivo de este marcador podria ser mayor sigeran sus métodos de deteccion,
ya fuera por micro-ELISA, inmunohistoquimica o soliejido fresco obtenido de

biopsia, trucut o PAAF hitp://www.hvn.es/)
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VII.B.8. Susceptibilidad Genética

En el afio 1994 se clon6 el gen BRCAL, tras ideatifen 1990 una region de
susceptibilidad genética al cancer de mama erglarrd7g21. Las mutaciones de dicho
gen (transmitido de forma autosémica dominantegseeian a un riesgo de hasta 85%
de desarrollar cancer de mama a lo largo de la wdbre todo a edades tempranas.
Asimismo, también la posibilidad de padecer cadeenvario aumenta si esta mutacion
esta presente.

En ese mismo afio se localizé y clon6 el BRCA2, ercremosoma 13
(transmision autosémica dominante). El riesgo exdionde padecer cancer de mama es
similar para las pacientes que presentan mutacemeste gen, si bien la posibilidad de
padecer cancer de ovario es menor. Las protesragadas de la transcripcion de los
genes BRCA1 y BRCA2 ejercen una funcion inhibitatéalas sefiales desencadenadas
por las hormonas esteroideas en el epitelio mamdipmtéticamente, una alteracion en
la funcién de dichas proteinas provocaria una fadtacontrol sobre los caminos de
sefalizacion celular derivados de la activaciorrogshica, predisponiendo a la
carcinogénesiArmes JE, et al. 1999)

Las pacientes con los sindromes de Li-Fraumeni,deawMuir-Torre y con la
enfermedad ataxia-telangiectasia, tienen tambiéawmento de la susceptibilidad al
cancer de mama. Este aumento esta relacionado rcaetarioro en la capacidad de
reparacion del ADN a nivel de todos los tejidos traddndose por tanto de sindromes
especificos de cancer de maflarangueven F, et al. 1997M)a implicacion prondstica
y predictiva de este grupo de tumores se basaetogiumores con mutacion BRCA-1

suelen tener problemas de diferenciacion y son RE,y HER2 negativos, con un
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fenotipo basal, EGFR positivos, con escaso comgende carcinoma in situ e

hipersensibles a esquemas de tratamiento basaghtatien e inhibidores de PARP-1.

VII1.B.9. Perfiles Genéticos en el Cancer de Mama

Las pacientes con caracteristicas clinicopatol@gisanilares y que tienen
evoluciones completamente diferentes, nos sugiaee dgben existir caracteristicas
moleculares subyacentes que determinen el comperigortumoral.

Un grupo de investigadores ddD Anderson Cancer Centren el afio 2003
presentaron en la sesion plenaria del simposiumalada la ASCO un trabajo
importante en el terreno de la prediccion de eweatoel cancer deama. Utilizando la
tecnologia de Micro-Arrays de ADNc, sometieron mate¢umoralfresco procedente
de la lesién primaria a un estudio genético mas@@on estatecnologia se puede
analizar la expresiéon cuantitativa individual de$1130.000 genes diferentes, a pesar de
gue no se conozca la funcién de cada uno. Seifisiratada gen individualmente por
encima o por debajo de un punto de corte de refiexgpara aumento de expresion o
represion de la misma, obteniendo finalmente dlilpge expresion génico de dicho
tumor en concreto. Asi diferentes grupos trabajaello como:

« Netherlands Cancer Institute, con MAMMAPRINT, corapto por 70 genes y
aprobado por la FDA para su comercializacion detdede febrero del 2007,
siendo el primer mamochip autorizado. Algunos asgioronsideran que esta
herramienta es la que mas informacion aporta sebreomportamiento del

cancer de mama temprargblartin M, et al. 2009).

e Grupo Rotterdam, con AFFYMETRIX, compuesto por &hes seleccionados

entre miles ya estudiados, con lo cual, las pagsenbn cancer de mama en
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estadios iniciales son clasificadas en alto o b#sgo de enfermedad

metastasica en el futuro.

* ONCOTYPE DX, este método se basa en la RT-PCR,rperdere validaciones

prospectivas para su implantacion.

VII1.B.10. Mamaglobina

En 1996 Watson y Fleming aislaron un ADNc descam@ partir de una
muestra de adenocarcinoma mamario, y denominamsteanuevo gen mamaglobina
humana (hMAM)(Watson MA, Fleming TP. 1994) (Watson MA, FlemiRg I996) La
mamaglobina exhibe homologia con varias proteieasetorias epiteliales, formando
parte de la superfamilia de las secretoglobinasGEEWatson MA, et al. 1998) (Klug
J, et al. 2000)Las SCGB son un grupo de proteinas pequefascdecgm, raramente
glucosiladas, que forman homodimeros, heterodimgrbsterotetrameros, y que se
expresan principalmente en tejidos mucagadrazas M, et al. 2006 odavia no hay
una funcidn fisiolégica aceptada para ninguna deSiaGB, aunque algunas de ellas se
han implicado en el desarrollo del canfgjodin A, et al. 2003en la sefalizacion, en
la regulacién del sistema inmunitario, en la quiaXass y, posiblemente, en el
transporte de moléculas arométicas como hormoriesoikes y bifenilogLacroix M.
2006) (Carter D, et al. 2002)

Las proteinas de la superfamilia de las SCGB gs&sentes en los mamiferos y
las aveqZehentner BK, Carter D) la cantidad de miembros crece continuamente. En
la actualidad se conocen 9 SCGB huma@adrazas M, et al. 2006ntre las que se

encuentra la mamaglobina A (MGA). La MGA y la mdgode los otros miembros
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humanos se localizan en el cromosoma 11q12.3-88ride se encuentran de manera
agrupada(Watson MA, et al. 1998) (Ni J, et al. 20Q@)gura 13). Esta region esta

frecuentemente amplificada en neoplasias de nfsvasson MA, et al. 1998)

AR 119243
_— 11924.1
—11g23.3
e 11g22.3
Secretoglobina 11g22.1
— 11q14.3
SCGB inducible T 11qi14.1
por INF—gama I 11(]134
Mamaglobina A 11q13.2
11qi12.3
Lipofilina B ——11qi2.1
Mamaglobina B e, 11p11.12
-—1 ipi2
Lipofilina A P
] 11p14.1
__| {1p14.2
I
11p15.2
Proteina de unién 11p15.4
a ligando RYD5 <——

Figura 13: Localizaciéon del gen de la mamaglobina A (MGA) tyos genes de la familia de las

uteroglobinas en el cromosoma 11. SCGB: secretigleb

El ADNc de la MGA codifica un polipéptido de 93 immacidos con una masa
molecular de 10,5 kDa, en el que los primeros &Rlues corresponden a una secuencia
péptido sefial hidrofuga, que es cortada duransedeecion de la proteina madura de

8,5 kDa(Zehentner BK, Carter D. 2004)
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En el tejido mamario, la MGA se encuentra glueaily unida covalentemente
a la lipofilina B (MGA-LPB) de manera antiparal€leterodimero), formando a su vez
un heterotetramero de 45 kDa mediante union noleoteade 2 heterodimer¢Sarter
D, et al. 2002) (Colpitts TL, et al. 2001)

Estudios previos sugieren que la expresion de@fMo estaria asociada con la
lactancia sino con la proliferacion de la glandmamaria y la diferenciacion terminal
(Watson MA, et al, 1998%in embargo, hasta el dia de hoy la funcion dé@sA sigue
siendo desconocid&argano G, et al. 2006)

En un trabajo pionero, Watson y Fleming analizdaoexpresion de MGA en 35
carcinomas mamarios usando RT-PCR y Northern $itomunicé la sobreexpresion
de MGA (al menos 10 veces respecto del tejido nhrema el 23% de los tumores
estudiados(Watson MA, Fleming TP. 1996pin embargo, raramente se encuentra
MGA en tejido tumoral no mamariHoughton RL, et al. 2001) (O’'Brien N, et al.
2002.

Al examinar la expresion del ARNm de MGA en tefdadultos y fetales de
humanos, entre ellos mama, pulmon, glandula salivefo, préstata, ovario, testiculo y
placenta, y en leucocitos de sangre periféricaglgen linfaticos y meédula Osea,
determinaron que la expresion de MGA estaba reggtiana la glandula mamaria adulta
(Watson MA, Fleming TP. 1996) (Fleming TP, Watsa@n RDOO)

Corradini y cols(Corradini P, et al. 2001pstudiaron una serie de marcadores
tumorales y concluyeron que la MGA y la maspinandms Unicos especificos para
cancer de mama, expresandose en un 97 y un 80%sdmuestras de tejido con
carcinoma mamario, respectivamente. A diferencidadecitoqueratinas 19 y 20, del

receptor del EGF-R, del CA 15.3 y del antigeno inaembriogénico, la MGA y la
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maspina no se expresaron en ninguna muestra deesaegférica ni en células
progenitoras de sangre periférica 0 de médula dsenantes sanos, ni en muestras de
tumores hematicos, muestras de sangre o célulgemtoras de sangre periférica de
pacientes con tumores hematicos o tumores sélide®tes del carcinoma mamario.

O’Brien y cols.(O'Brien N, et al. 2002yompararon la expresion de 3 miembros
de la familia de SCGB humanas (MGA, mamaglobina Bpgfilina B) en tejidos de
mama no malignos, fibroadenomas y carcinomas mamakia MGA mostro ser el
marcador mas especifico de los 3 para el canceradea.

Se realizé un estudi@ralantov D, et al. 2006¢le los perfiles de expresion en
tejidos tumorales de varios marcadores moleculaas,el fin de determinar los mas
adecuados para identificar el origen de los spigmarios de carcinomas metastasicos
de diferentes 6rganos. La MGA vy el factor de trapsn Ets derivado de la prostata
fueron los Unicos que mostraron alta especificuk@ detectar metastasis provenientes
del cancer de mama.

En otros estudiogSuchy B, et al. 2000) (Zafrazas M, et al. 2006)i(@wald K,
et al. 2002) (Fiegl M, et al. 2004) (Sasaki E, €t 2007)la MGA se ha detectado
también en tejidos normales y malignos del traaoitgl femenino (cérvix, Utero y
ovario) y en efusiones malignas ginecoldgicas. &mbargo, Grinewald y cols.
(Grinewald K, et al. 2002gncontraron una expresion de MGA significativaraent
mayor en tejidos de mama respecto de tejidos deooyale endometrio. Se comunico
también la expresion de MGA en tejidos normalesusndres de las glandulas
sudoriparagSjodin A, et al. 2003y salivalegSasaki E, Tsunoda N, et @) raramente

y en bajo grado de expresion en otros tejidadrazas M, et al. 2006)
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Existen trabajos que se centran en el estudi@ gedteina MGA, en lugar de
centrarse en la expresion del ARNviatson MAgt al. 1999) Han JH, et al. 2008 De
ellos se concluye que la proteina MGA aparece en fdomas, una de alto peso
molecular y otra de bajo peso molecular, en tejidonario. La de alto peso molecular,
de unos 25 kDa., parece ser un complejo MGA-LPB gtetamente glicosilado. La
forma que cuenta con una masa del8 kDa. corresponge complejo MGA-LPB
parcialmente glicosilad@¢Carter D, et al. 200R El porcentaje de cancer de mama
positivos para la forma de MGA de mayor peso mdéecalcanza valores del 72%
(O'Brien NA, et al. 2005)Se ha realizado ademas una comparativa entrgtaston
de MGA mediante niveles de ARNm y niveles de lagira. Se encontré concordancia
en el 72% de los canceres de mama cuando la expréesimARN se midio con RT-
PCR convencional. Este nivel ascendio al 85% cuaedmnfirmo el resultado por RT-
PCR a tiempo real en los que habian tenido resultagigativo por RT-PCR
convenciona(O’Brien NA, et al. 2005)

Se ha comprobado una correlacion de la MGA depEsm molecular con bajo
grado tumoral, baja tasa de proliferacion y reaegtale estrogenos y progesterona
positivos, lo cual sugiere que la presencia de Mg&hAcancer de mama podria estar
asociada a buen pronostiguan XF, et al. 2003)Ademas otros estudios muestran que
niveles altos de ARNm de MGA en tumores de mamanestdependientemente
asociados con una mayor SiEpan PN, et al. 2004Por todo esto la MGA tiene el
potencial de ser tanto un marcador de prondstiomocain marcador predictivo para el
cancer de mama.

Diversos estudios demuestran que es precisa éaindieacion por RT-PCR de

genes complementarios a la mamaglobina debidgrataheterogeneidad del cancer de
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mama. Zehenter y coléZehentner BK, et al. 200R|an estudiado otros genes con este
fin y concluyen que el empleo de multiples marcadgsroduce un incremento en la
sensibilidad diagndstica y prondéstico en el cadeemama.

VII.B.11. Citoqueratina 19

La citoqueratina 19 (CK19) es una proteina de @@ gRue, en humanos, esta
codificada por el gen KRT1@&chweizer J, et al. 2006Pertenece a la familia de las
Queratinas. Las queratinas de tipo | se codificataaegion cromosomica 17gq12-g21
(http://www.ncbi.nlm.nih.govA son proteinas filamentosas intermedias resptesde
la integridad estructural de las células epitediale

Las células de todos los mamiferos contienen urnoesgueleto
intracitoplasmatico complejo compuesto de tres aned estructurales principales y
varias proteinas asociadas: microfilamentos comacmicrotibulos con tubulina y
filamentos intermedios (FIs). Hay seis tipos distinde Fls; los filamentos de queratina
constituyen los Fls del tipo | y el tipo Il. En cparacion con los otros tipos de Fls,
como actina o vimentina, las queratinas son las coawplejas. Se han establecido un
total de 20 subunidades diferentes en cualquieecgspde mamifero con pesos
moleculares que varian dentro del rango de 40kDé0(Moll R, et al. 1982).

Las queratinas se pueden clasificar en formas culalees altas y bajas
atendiendo a su peso molecular, en formas acidadsmas atendiendo a su punto
isoeléctrico. En general la mayoria de las queaatite bajo peso molecular formaran
pareja con una queratina de alto peso moleculaecéds@m. Del mismo modo, la
mayoria de las queratinas basicas se uniran atoaeracidas segun esté establecido
por coexpresion. No todas las queratinas se siatesimultdaneamente por una unica

célula, sino que diferentes subconjuntos de querase expresan durante el proceso de
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diferenciacion terminal, en diferentes estados dsadollo, asi como en distintos
epitelios. Gracias a esto, todos los epitelios [fgs o0 complejos) se pueden clasificar
basandose en la expresion de las proteinas: craqas (CK). Cuando un epitelio

comienza una transformacion maligna su perfil derafinas normalmente se mantiene
constante. Teniendo en cuenta que la expresidnetina varia de forma importante
de unos epitelios a otros, esta expresion se vidgiigzando ampliamente para

determinar la huella genética de varios carcinomas.

En mamiferos ocurre que muchos genes se presentaniltiples familias, las
cuales han evolucionado a través de multiples mba duplicacion génica, cuyos
miembros individuales se expresan de forma diféaelacen relacion con distintas rutas
de diferenciacion celular y desarrollo de 6rgahos. genes que codifican las queratinas
representan una de estas grandes familias multegngque comprende al menos 30
genes que codifican polipéptidos de queratina.

Las queratinas de los tipos | y Il generalmend@en 9 exones y 8 intrones.
(Krauss S, Franke WW. 199®)| numero y posicion de los intrones estan nameate
bien preservadogOsborn M, Weber K. 1986)lo pasa lo mismo con la secuencia de
los intrones ni con su longitud. La localizacion ks intrones en los genes de
gueratinas varia escasamente. Las mas pequefiadag gceratinas de tipo | (K9 -
K20) se encuentran codificadas en el cromosoma mi&ptras que las queratinas de
tipo Il, mas grandes y basicas, se codifican ema@hosoma 12¢Osborn M, Weber K.
1986) (Bader BL, et al. 1988) (Popescu NC, et &89 (Romano V, et al. 1988)
(Rosenberg M, et al. 1991)os ADNs de los miembros de la subfamilia pueden

hibridar de forma cruzada unos con otfiébnge E, et al. 1987)
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Se han establecido ciertos principios por los spieroduce la expresion de los
genes de las queratinas. Uno de ellos es que alsmenmiembro de cada subfamilia
siempre se coexpresa en un tejido epitelial d&teinert PM, Roop DR. 1988)a
expresion de los genes de queratinas esta regalamavés del desarrollo. No se
expresan universalmente durante el desarrollo emdmio, sino que diferentes estados
de desarrollo de la célula epitelial durante la eogénesis, expresan diferentes
conjuntos de queratinas.

Existe poca informacién acerca de los factoresrggalan la expresion de los
genes de queratinas, aunque algunos factores seela@ionado con esta regulacion,
como es el entorno celuléfopan R, et al. 1987)

Los filamentos de queratina contienen al menosi@mbro de la subfamilia del
tipo I y un miembro de la subfamilia del tipo llaf@jas de queratinas parecen estar
coexpresadas consistentemente en distintos tipaldi&as epiteliales, de forma que
ciertas parejas de queratinas se encuentran Umoamee epitelios simples (Tipo I: K18
y K19 y Tipo Il: K8), mientras que otras se encuamten epitelios estratificados (Tipo
I: K14 y Tipo Il: K4) (Sun TT, et al. 1983)

En el citoesqueleto de tejidos epiteliales se emitan complejos patrones de
polipéptidos de queratinaMpll R, et al. 198p cuyo peso molecular varia entre
aproximadamente 40.000 y 68.000 [(Bun TT, Green H. 1978).os dos grupos de
keratinas mantienen los mismos rangos de tamafdrodede sus respectivas
subfamilias. El miembro basico de cada pareja @eatimas es siempre mas grande que
el miembro acido por aproximadamente unos 8 kDda Emturaleza dual tiene
importancia funcional ya que los filamentos de gtiea son heteropolimeros obligados

constituidos por cadenas del tipo | y del tiporlwn rango molar 1:{Steinert PM, et
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al. 1976) (Franke WW, et al. 1983)odas las cadenas de las proteinas de queratinas
tienen un esquema estructural comuan, que congistemedominio central rico ea-
hélice rodeado de dominios wehélice N- y C- terminales de tamafios variables. La
regiona-hélice de la queratina humana contiene de 31@aBbnoacidos, flanqueados
por dominios no helicoidales tanto en las cabepasocen las colas, cuya longitud y
composicion varian de forma importafBteinert PM, et al. 1985).

El dominio a-hélice alcanza los 47 nm y esta casfmupor cuatro segmentos
gue contienen un patron repetido de siete residadsc-d-e-f-g)n en el que las
posiciones a y d son principalmente residuos hidhicbs, y una distribucion periddica
de residuos cargados con alternancia de cargasvpesy negativagMaddox P, et al.
1999) Debido a las repeticiones de estos heptamerdssy/rasultantes residuos polares
en el perimetro de la hélice, las queratinas foresgontaneamente dimeros enrollados
(McLachlan AD. 1978) Datos quimicos, biofisicos y de microscopia efeita
concluyen que las cadenas monoméricas se asocigraratelo y axialmente para
formar un dimero de 40-50nm en forma de barra. do®ros se asocian de manera
antiparalela para constituir el tetramero de queagiGeisler N, et al. 1992)Estos
filamentos se organizan en una red compleja suptaeular que se extiende desde la
superficie del nucleo hasta la parte mas perifédeala célula, y el origen y el
mantenimiento de esa red implica numerosas pr&eicEesorias.

Como ya se ha mencionado, los dominios centralesada pareja de queratinas
son importantes a la hora de definir los alineatomoleculares en la estructura de la
gueratina. La disposicién precisa y el papel deséasiencias de los dominios terminales

no estan claros.
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Existe una gran similitud de aminoacidos en el idonu-hélice entre las
secuencias de las queratinas tipo | y tipo Il. &€n&s queratinas del primer tipo el
dominio a-hélice comparte el 50-90% de similitud en las sacias, mientras que las
queratinas del segundo tipo tienen aproximadamemaehomologia del 30% en estas
regiones(Hanukoglu I, Fuchs E. 1982Fin embargo, los dominios mehélice son
distintos entre las diferentes queratinas y, pt, elon los l6gicos candidatos para
especificar las diferentes propiedades y funcialeeks variados heterodimeros de los
tipos | y Il en los tejidos epiteliales.

El citoesqueleto se compone en su mayoria de tipmsay estructuras
asociadas. Generalmente se forman redes interemiasctomplejas, que surgen de un
anillo perinuclear, desde el que las queratinasgaesr conectar con la superficie nuclear
y extenderse a través del citoplasma, terminanddéaemembrana plasmatica. Esta
asociacion entre la membrana plasmatica y la soferfuclear parece proveer de un
enlace continuo que puede tener implicaciones itaptes para la organizacion del
citoplasma, la comunicacion celular, y quiza tramspde informacion hacia y desde el
nacleo. Aunque las queratinas son entidades ratagwte estaticas que sirven de mero
soporte para el nucleo y que provee a la céluldudeza de tension, las redes de
gueratina son estructuras altamente dindmicas éamBin la mitosis y en el periodo
postmitotico las queratinas sufren rapidos intefiam de grupos fosfato. Las
queratinas se despolimerizan en oligbmeros pequefokibles que salen en un rapido
equilibrio con las redes de queratinas. Las queaticitoplasmaticas cambian
constantemente su longitud en respuesta a lasenliésx fases del ciclo celular,

movimiento celular y diferenciacidisteinert PM, Liem RK. 1990)
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Las células epiteliales poseen uniones denominad@smosomas que
representan una compleja region de adhesion celeddula. Las queratinas forman una
red compleja que cursa a través del citoplasma, pgwece originarse de una caja
perinuclear y que sustenta el desmosoma, por langegra mecanicamente las células
adyacentes del epitelio.

Al estudiar la expresion de queratinas en negddsiimanas vemos que existen
areas en las que la aplicacion diagnodstica detitipe queratinas puede ser de gran
valor, como en la determinacion del tipo tumoratasos de tumores morfolégicamente
no diferenciados, asi como en la identificaciona&en de un tumor metastasico del
gue se desconoce la localizacion primaria. La ctarelentificacion en esos casos es
particularmente importante a la hora de decidiree Ips protocolos terapéuticos
especificos de tumor que se usan actualm®fié R. 1998)

Los patrones de expresion de queratinas en caneismide epitelios estratificados
y de epitelios simples son diferentes. En genesatarcinomas con origen en epitelios
simples son positivos para K7 y/o K20, y negatigag K14 y K5/6; mientras que los
carcinomas con origen en epitelios estratificadms gositivos para K14 y K5/6 y
negativos para K7 y/o K20. En varios epitelios dempincluyendo el mesotelio y sus
neoplasias, puede encontrarse la K19. Esta quarasta ausente en algunos epitelios
simples como hepatocitos, la mayoria de los tubudosles y foliculos tiroideos
(Fonseca E, et al. 1997) (Cheung CC, et al. 20043s de la mitad de los casos de
carcinoma de células renales son positivos para K19

Ya en tejido mamario, las células luminales emdyda mamaria normal en
reposo normalmente expresan K7, K8, K18 y K19, perd<20. Los distintos patrones

de expresion son de utilidad para distinguir entr@denocarcinoma primario de mama
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y un adenocarcinoma que proviene de otro sitio gmion(Tot T. 1999) También es
posible diferenciar entre un carcinoma ductal de lobulillar. En los adenocarcinomas
poco diferenciados se muestran perfiles de quesatsimilares a los carcinomas
derivados de epitelio estratificag@tterbach F, et al. 2000) (Malzahn K, et al. 1998)
Estos carcinomas se asocian a un peor pronodilatzghn K, et al. 1998 de ahi la
importancia de su correcta identificacion.

K19 es la queratina de menor peso molecular y dpdugar a la proteina
utilizada en nuestro estudio como marcador de &élldk origen epitelial: la
citoqueratina 19 (CK19). Como ya se ha descritoums proteina de 40 kDa que
pertenece a la familia de las Queratinas, que soteipas filamentosas intermedias
responsables de la integridad estructural de lataséepiteliales.

La CK19 es una queratina de tipo I, las cualesisten en proteinas acidas que
se organizan en parejas de cadenas de querateratitas. Esta citoqueratina acida
se encuentra especificamente en la capa superfleidransicion que envuelve la
epidermis en desarrollo.

En diversos estudios se ha comprobado la altaifispad (94%) y sensibilidad
(86%) que se logra mediante este marcaBacKus J, et al. 20Q05por lo que la CK19
es el marcador mas usado para la deteccion dexsdiluhorales diseminadas mediante
RT-PCR en ganglios linfaticos, sangre periféricagdula 6sea de pacientes con cancer
de mama, tanto operable como metastg8ocown NM, et al. 2006)

Ademas existen datos que confirman que utilizdadoombinacion de los dos
marcadores empleados en nuestro estudio: CK19 y9d@lcanza un mayor porcentaje

de sensibilidad (90%) al mismo nivel de especifidi§94%)Backus J, et al. 2005)
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Vemos que poco a poco los métodos bioquimicos semplazados por la
inmunohistoquimica y la biologia molecular. En @ufo, la biologia molecular y la
bioinformatica mediante los chips activados pohilaridacion del ADN tumoral o de
los ADN complementarios de los ARN mensajeros taes; seran las bases de los
estudios en el cancer de mama. Pero mientras legi®, lel papel de los factores
pronéstico clasicos sigue siendo crucial paradaifitacion y el manejo terapéutico de

las pacientes con cancer de mama.
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Objetivos

Determinar la frecuencia de la mamaglobina y lagtieratina 19 mediante RT-
PCR convencional en el ganglio centinela extraidkbaoperatoriamente de

mujeres operadas de cancer de mama en estadibs | y

Determinar la frecuencia de la mamaglobina y lagtieratina 19 mediante RT-

PCR a tiempo real en el ganglio centinela extrafdmoperatoriamente de

mujeres operadas de cancer de mama en estadibs | y

. Comparacion de las frecuencias de mamaglobinaoguwgtratina 19 obtenidas

mediante RT-PCR convencional y RT-PCR a tiempa real

. Valorar la sensibilidad, especificidad, el valoegictivo positivo y el valor

predictivo negativo de la técnica RT-PCR para abtja centinela.

Estudiar la relacion entre los marcadores genégstisdiados, mamaglobina y

citoqueratinal9, y los factores pronéstico clasaelscancer de mama.

Determinar el valor prondstico de estas alterac@enéticas en relacion con la

supervivencia global y la supervivencia libre déeeanedad.

. Analizar si el estudio del ganglio centinela metkaRT-PCR presenta valor

prondstico independiente.
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Pacientes y Método

|.  PACIENTES

I.A. Periodo del Estudio

Este trabajo ha sido realizado durante el peraeldiempo comprendido entre
marzo de 2004 y agosto de 2015 en el seno de upcenuultidisciplinario dedicado a
la atencién de pacientes diagnosticados de pasologimaria, con la colaboracién de
los servicios de Analisis Clinicos (Gendémica), @b#tia y Ginecologia (Patologia de
la mama), Medicina Nuclear y Anatomia PatologicaHtespital Clinico San Carlos de
Madrid. Las pacientes fueron intervenidas quiragiente durante el periodo

comprendido entre marzo de 2004 y marzo de 2010.

|.B. Poblacion del Estudio

Se trata de un estudio de cohortes prospectivincBgyeron en el estudio 350
pacientes diagnosticadas de cancer de mama emvidi®&ele Ginecologia del HCSC,
en estadios iniciales (tamafio del tumor primaerns) y sin afectacion axilar tras la
exploracion clinica y ecografica de la axila (T1INBNO clinico). Todas las pacientes
eran de sexo femenino.

De esas 350 pacientes se excluyeron aquellas rggenpaban un tratamiento
prequirdrgico, aquellas a las que se les habi@aelal la técnica del ganglio centinela
intraoperatorio y que se les hizo linfadenectomda gambios de protocolo en el
hospital (33 pacientes). Se descartaron tambiénilagias profilacticas, las pacientes
con tumor benigno, o que no tuvieron tumor (5 p#es). También se descartaron las
pacientes en las que no se encontré ningun resutit@diiante las técnicas histoldgicas
(1 paciente) y aquellos casos en los que las P@R=velaron ningun resultado (3

pacientes). Ademas quedaron fuera del estudio laguyscientes de las que no se pudo
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obtener muestra durante la cirugia (1 paciente)ey gun teniendo muestra, no se pudo
aislar el ARN (5 pacientes).
Con todo lo anterior, podemos trabajar con un fermauestral definitivo de 302

pacientes (Tabla VIII).

Tabla VIII . Pacientes excluidas de la poblacion inicial yaenmuestral definitivo del estudio.

Poblacion inicial 350
Tratamientos prequirdrgicos 33
Ganglio centinela + linfadenectomia
Cirugias profilacticas
Tumor benigno
No tumor
Sin resultado por histologia
Sin resultado por PCRs
Sin muestra de tejido disponible
Imposible recuperacién de RNA

Tamafo muestral definitivo: | 302

(¢

o0, Wik

La poblacién del estudio quedé constituida finalteepor 302 pacientes de
cancer de mama en estadios | y I, candidataséxtaca del ganglio centinela.

Sus ganglios fueron evaluados, por el servicio datémia Patologica, de forma
intraoperatoria con H&E, realizando improntas digitas y/o biopsia por congelacion.
También se les realizo la técnica de inmunohistoga para citoqueratina AE1-AE3
segun los protocolos establecidos.

En el laboratorio de Gendmica se realiz6 la detesnion de los marcadores
genéticos MG y CK19 en las 302 pacientes.

Ninguna de las pacientes habia recibido tratamieetadyuvante.

Se obtuvo el consentimiento informado de las paéegeprevio a la investigacion

(Anexo 1).
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Este estudio fue valorado favorablemente por glitgode ética e investigacion
clinica del hospital (Anexo 2)

Quedaron excluidas las pacientes en las que l&cgédel ganglio centinela no
pudo realizarse, bien por fallo de la sonda portdpor la presencia de mas de cinco
ganglios centinela, no incluyéndose dentro de sgacientes iniciales.

Se incluyeron las pacientes que fueron sometiddas #cnica del ganglio
centinela en el Hospital Clinico San Carlos (HC$E)Madrid, durante el periodo
comprendido entre octubre de 2004 y marzo de 2b4i@s pacientes recibieron cirugia
conservadora o radical y presentaron buena migradg marcador en la prueba de
imagen realizada por Medicina Nuclear.

En la Tabla IX se enumeran los criterios de indingle este estudio.

Tabla IX: Criterios de inclusién de pacientes con cancendma segun protocolo del HCSC.

Criterios de inclusién del estudio.

1

Pacientes con diagndstico de cancer de mama invasor
microinvasor.
2- Pacientes diagnosticadas y tratadas en el HCSCadeid/
3- Pacientes intervenidas dentro del periodo del estud
4-  Tamafo tumoral 8cm. de diametro.
5-  Ganglio linfatico sin clinica patolégica.
6- Biopsia intraoperatoria del ganglio centinela cstudio de H&E.
7- Migracion satisfactoria del radioisétopo.

8- Consentimiento informado autorizado.
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. METODO

II.A. Metodologia Clinica
El estudio de este grupo de pacientes se llevoba ea tres etapas: etapa

preoperatoria, etapa operatoria y etapa postoperato

Etapa preoperatoria

En todas las pacientes se realiz6 una historiaicalimetallada, estudios
radiologicos y determinaciones analiticas basicas.

El dia previo a la cirugia, el Servicio de medicMuclear realizé la inyecciéon
del is6topo radiactivo (Tecnecio 99m, Tc99m). Puastmente, mediante
linfogammagrafia, se comprobé la migracion del ickdoy se constaté el numero y la

situacion de los ganglios marcados en la axila.

Etapa operatoria

Se realiz6 el tratamiento quirdrgico indicado erdacacaso, mastectomia
conservadora o radical y posterior técnica del angentinela, segun protocolos

establecidos en el HCSC.

Para la deteccidon del ganglio centinela el SerwigidVedicina Nuclear acudio
con una sonda gammadetectora portatil a la cirug@n dicha sonda el cirujano
localiz6 el ganglio centinela, comparando el cantg este con el contaje en el lugar de

los puntos de inyeccion del marcador y con el leqinoirgico.

Los ganglios centinela obtenidos fueron analizadegsaoperatoriamente

mediante tincibn con hematoxilina-eosina. Con pawidad a la cirugia se realizo
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inmunohistoquimica en los casos oportunos y, s® lee cabo la técnica de RT-PCR

para la deteccion de los marcadores genéticos I3&1P.

Solo en 69 pacientes se pudo realizar, ademas aetdoior, la técnica de RT-

PCR a tiempo real durante la intervencion.

Se practicé una linfadenectomia axilar dentro dislm proceso quirdrgico en

aguellos casos en los que se detecté metastdsigiecion de H&E.

Etapa postoperatoria

Con el objeto de analizar la posible influenciandstica de los marcadores
genéticos determinados en las pacientes inten&midacancer de mama, se realizé el
seguimiento clinico a las mismas. A todas estaepi@s se les realizd el seguimiento

clinico segun el protocolo establecido en la UnidadPatologia Mamaria del HCSC.

Este protocolo contempla los antecedentes de reaflxd oncoldgica en la
historia personal o familiar de la paciente, lasciristicas histolégicas del tumor y las
metastasis, la presencia de marcadores genétiam®lgculares, y los eventos de

recidiva y muerte. Tabla X.

La mediana del tiempo de seguimiento fue de 72&&®n un rango entre 52 y

76 meses.
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Tabla X: variables clinicas consideradas en el estudia Hestoria clinica de las pacientes.

VARIABLES CLINICAS:

e Edad

e Fecha de cirugia

¢ Numero de ganglios centinela estudiados

e Tamafo de las metastasis en el ganglio centinela

¢ Linfadenectomia

* Numero de ganglios positivos en la linfadenectomia.

« Tamafio del tumor

¢ Grado tumoral

» Tipo histolégico del tumor

e Estadio segun la clasificacion TNM

e Presencia o ausencia de receptores hormonalesdges®s

e Presencia 0 ausencia de receptores hormonalesgespErona

+ Indice de proliferacion Ki67

e Estudio del gen Her2neu

e Existencia de tratamiento posquirdrgico

¢ Ocurrencia o no de recidiva

*« Fecha de recidiva

¢ Causa de la muerte

* Estado de vida o muerte en el momento de cierresdedtlio

* Antecedentes obstétricos

e Antecedentes personales y familiares de canceratieany/u otros
tumores

e Antecedentes personales de patologias benignas
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[1.B. Metodologia Analitica

Técnica de Biologia Molecular

La determinacion de los marcadores utilizados paradiagnéstico de
micrometéstasis en el ganglio centinela ha sidiizeeta en el laboratorio de Genémica
del HCSC.

La técnica empleada ha sido la RT-PCR. Esta té@scia combinacién de la
transcripcion reversa (RT), que implica el pascA&N a ADN, y de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), que conlleva laiticaplon del ADN obtenido en la
retrotranscripcion.

Se han utilizado dos tecnologias:

* RT-PCR convencional

* RT-PCR atiempo real

En el diagnostico de las micrometastasis se hatizada dos marcadores,
mamaglobina (MG) y citoqueratina 19 (CK19). La RCHPpermite el analisis de estos
marcadores en el tejido ganglionar. Estos marcadsgeexpresan en tejido de origen
mamario y por tanto son indicadores de micromedé&sen el ganglio centinela.

Ademas de las interacciones que pueden prodigciRidasas ya mencionadas,
existen una serie de sustancias que también pu@eierir en la técnica, como son:

- Si existe presencia de grasa se debera recerfasdecciones del tejido que se

vaya a emplear en el andlisis, evitandose, de ede,mesultados erréneos.

- La contaminacion de la muestra con tejido manmaoional o tumoral primario

puede dar un resultado falso positivo. Debido a est conveniente manipular la

muestra con instrumental no utilizado previament&aeirugia.
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- Por el contrario, ni colorantes de rastreo nieehecio 99 son sustancias que

interfieran en la reaccion de RT-PCR utilizada eestro centro.

Una vez extraido el ganglio centinela en el aatolggico, se recogido una
porcion de la muestra para la realizacion del @stbibmolecular. Es necesaria la
preservacion del ganglio centinela en la solucistalglizadora de ARN (RNA later)
gue permite el traslado y conservacion, en condésaptimas, hasta el laboratorio de

Genodmica.

Ya en el laboratorio de Gendmica se extrajo el Ri#ualmente, con el kit de
extraccion RNeasy Mini Kit (Qiagen), se comprobdntegridad del RNA mediante
geles en condiciones desnaturalizantes y se det@riaipositividad o negatividad de
estos ganglios, segun presencia o ausencia de MGHK/19, utilizando la técnica RT-

PCR convencional.

Paralelamente, en 69 pacientes se realizé landie@eion de estos marcadores
de forma intraoperatoria, mediante la técnica déP®ER en tiempo real. Esto se realizd
gracias a la cesion de la tecnologia necesaria paote de la casa comercial

(GeneSearch Breast Lymph Node, de Veridex).

En las pacientes en las que se realizo la deteoidim intraoperatoria mediante

la RT-PCR a tiempo real, se obtuvo el resultadorers 50 minutos.

II.B.1. Técnica RT-PCR convencional.

La técnica RT-PCR convencional conlleva cinco pab@sh definidos: la
preservacion del ganglio centinela en RNA laterextraccion adecuada del ARN, la
valoracion de la integridad del ARN en todos lososala RT-PCR de la CK19 y de la

MG, vy, por ultimo, la realizacion de la electrofsiseen un gel de poliacrilamida. Por
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consiguiente, se trata de una técnica cuyo resuliadse va a obtener el mismo dia de
la intervencion quirurgica.

En el laboratorio de Gendmica, con posterioridéiatervencion quirurgica, se
procedio a la extraccion del ARN de los tejidos iaetd el RNeasy Mini Kit (Qiagen).
Las muestras ganglionares se homogenizaron en unazclan de
Bmercaptoetanol y un tampdn especifico de lisisag trarias etapas consecutivas de
lavado y centrifugado, se aisla el ARN diluido guadestilada. EI ARN extraido se
mantiene congelado a —80° C. El objetivo ultimmletener entre 0,3 y 3 ug de ARN
total por cada miligramo de tejido de la muestiagdeglio centinela.

Después de haber extraido el ARN se confirm6 wmgiidad. Para ello se corrié
un gel de agarosa al 1% en condiciones desnatmgdz (gel de agarosa al 1% y
formaldehido 12,3 M al 16%).

Posteriormente se procedidé a tefiir con bromurcetado y, por ultimo, se
expuso a radiacion ultravioleta. Como resultadodedgian observar las bandas de las
subunidades 28S y 18S del ARN ribosémico, lo coafiomaria que el ARN a estudio
poseia una adecuada integridad. Si no fuera deneste, es decir el ARN se encontrara
degradado, el resultado de la prueba no podrizasenado.

Tras la comprobacion de la integridad del ARN eedla cabo la RT-PCR para
el andlisis de la expresion de la CK19 y de la M& manera independiente. Ambos
marcadores se analizaron empleando el kit OneSTepER (QIAGEN). En la RT-
PCR de la CK19 y de la MG se emplean unos cebaderdfRkN especificos. Tablas Xl

y XII.
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Tabla XI. Cebadores empleados en la RT-PCR convencionalgp&id19.

CK19 Secuencia de nucleoétidos

Cebador Sentido 5 — AGA TGA GCA GGT CCG AGG TTA-3

Cebador AntiSentido 5 — CCT GAT TCT GCC GCT CAC TAT CA-3’

Tabla Xll. Cebadores empleados en la RT-PCR convencionalapbfé.
MG Secuencia de nucleétidos

Cebador Sentido 5'-CAA ACG GAT GAA ACT CTG AGC AAT GTT GA-3’

Cebador AntiSentido 5 —TCT GTG AGC CAA AGG TCT TGC AGA-3’

Se prepara la mezcla de reaccion compuesta paenliés reactivos, los cuales

se muestran en la tabla XIII.

Tabla XIIl. Mezcla de la reaccion para el estudio de la MY E mediante el OneStep RT-PCR
Kit (QIAGEN). Cebador S: Cebador Sentido. Cebad8&r 8ebador Antisentido.

MAMAGLOBINA y CITOQUERATINA 19

Componente Volumen Concentracion Final
Agua sin RNasas 11 pl -
Tampodn 5x 5 pl 1x
dNTP Mix 1 pl 400 mM de cada dNTP
Cebador S 1ul 0,6 uM
Cebador AS 1 pl 0,6 uM
Mezcla de enzimas 1ul -
ARN 5 pl -
Volumen final: 25 ul
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La mezcla de enzimas que se empled para realizegalecion con el RNA
contiene: la enzima retrotranscriptasa y la enzitogstar Taq polymerasa. A esto se
adicionaron los dinucledtidos trifosfato (ANTP%)s Icebadores especificos para cada
marcador y tampon especifico de cloruro magnésiomsiguiendo la mezcla de
reaccion.

Tras realizar una adecuada mezcla de reaccionl &iRMN del ganglio centinela
a estudio, se procedié a la amplificacion de diBRIN mediante un termociclador, que
somete la mezcla obtenida a diferentes ciclos agdeatura y tiempo (34 ciclos en

total). Tabla XIV.

Tabla XIV. Ciclos del programa del termociclador para la @option del ARN de la CK19 y MG.

CITOQUERATINA 19 MAMAGLOBINA

1 ciclo 50°C durante 30 minutog 50°C durante 30 minutos

1 ciclo 95°C durante 15 minutog 95°C durante 15 minutos

94°C durante 30 segund¢ 94°C durante 30 segundops
30 ciclos | 60°C durante 30 segund{ 65°C durante 30 segundps

72°C durante 1 minuto | 72°C durante 1 minuto

1 ciclo 72°C durante 10 minutog 72°C durante 10 minutos

1 ciclo 4°C indefinido 4°C indefinido

La diferencia a la hora de realizar la amplificacdel ADN para la CK19 y la
MG es la temperatura de hibridacion, que en el dasia CK19 es de 60°C durante 30
segundos, mientras que la MG es de 65° C durante@indos. Esta temperatura de

hibridacion es la que da la especificidad de lagiéa.
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A continuacién, se procedi6 a realizar la electregs en gel de poliacrilamida
al 12%, empleandose 130 V durante 70 minutos. Rostente, el gel se sometid a
tincién con un agente intercalante usado como rdarode acidos nucléicos (bromuro
de etidio, EtBr) y se someti6 a la accion de Iuzawuloleta con lo que se observo la
migracion de los amplificados de ADN de cada pdeiegn funcién del peso molecular,
al igual que la migracién del marcador del pesoeauhr (Figura 14 y 15). La
positividad de la muestra a CK19 y MG sera en toalpsellos casos en los que se
observe una banda de peso molecular acorde al tadefamplificado: 105 pares de

bases (pb) en la MG y 216 pb en la CK109.

En el caso de la PCR de la CK19 se amplifican dodyztos, sélo uno de ellos

es la CK19, lo cual se confirmd mediante secuei@ac

uuwﬁuuUuué

216 pb

Figura 14. Migracion tras electroforesis observada medianie Ultravioleta del ADN
amplificado para la CK19, de cada paciente, y detcador del peso molecular. Resultando
positivos los casos situados en posicion: 3, 4y 9.
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105 pb

Figura 15. Migracion tras electroforesis observada mediamtailtravioleta del ADN amplificado
para MG, de cada paciente, y del marcador del pedecular. Resultando positivos para MG, los
casos situados en posicién: 6, 7y 8.

[I.B.2. Técnica RT-PCR a tiempo real

En el laboratorio de Genomica se llevo a cabodaitéd RT-PCR a tiempo real
mediante el GeneSeafthBreast Lymph Node (Veridex), durante el tiempo bque
esta tecnologia nos fue cedida, la cual permiésteidio de la expresion del ARN de los
marcadores: MG y CK19 para estudiar la posiblegmeia de micrometastasis. Este
analisis emplea la RT-PCR a tiempo real para gemiatas cuantitativos de expresion
de los genes estudiados, que se expresan en unaltiveen los tejidos de origen
mamario, pero solo en niveles de fondo en el tegdoglionar linfatico normal. Los
resultados de la expresion se aplican contra icdt@redeterminados para proporcionar
un resultado cualitativo (positivo o negativo paracrometastasis), siendo datos
objetivos no operador dependiente.

Para conseguir una mayor uniformidad de las mugdts ganglios linfaticos se
dividen en mdltiples secciones (1,5 a 3 mm), y®stasu vez se alternan tanto para

estudio histologico como para el estudio con RT-PCR
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Las secciones de tejido seleccionadas para esgediético fueron sometidas a
un proceso de homogenizacion del tejido ganglignposterior aislamiento del ARN
para su inmediata utilizacion.

La RT-PCR a tiempo real fue realizada mediante eheSearcll! Breast
Lymph Node, que emplea una reaccibn homogénea,ndpaso y completamente
controlada, incluyendo tres marcadores de genes; GKi9 y un gen de control
interno o "Housekeeping gene", el porfobilindgemsaiminasa, (PBGD). A partir del
ARN mensajero se forma una cadena complementariabd¢ por la accion de la
retrotranscriptasa, una polimerasa termoestalleAD&l. Posteriormente se lleva a
cabo un proceso de amplificacion obteniéndose se@se de ADN bicatenarias
(amplicones). A continuacion, se realizan procests desnaturalizacion e
hibridacion/extension aumentando el numero de ampds existentes, detectados
gracias a sondas de ADN especificas de la secudistia RT-PCR a tiempo real, asi
como la interpretacion de los resultados se llevacaho en el termociclador
SmartCycler® (Cepheid), siguiendo las instruccicseldistribuidor.

Los marcadores génicos se detectan por medio deaumento de la
fluorescencia. El valor umbral del ciclo del mamadnalizado se determina cuando la
sefal fluorescente sobrepasa un limite umbral firede EI namero de ciclos
necesarios para superar dicho umbral se denomifiBh@&shold Cycle), es decir, el Ct
es el ciclo en el que se produce un aumento sigtifb de la sefal de fluorescencia
asociada con un crecimiento exponencial del predae PCR. Si al finalizar la
reaccion los controles externos incluidos en el det amplificacion son validos,

entonces el valor génico de la muestra se commardos valores umbrales de Ct, que
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son especificos de cada marcador. Si el valor deoute ambos marcadores génicos es
inferior al valor umbral, se determina que la migess positiva.
Los controles que han de ser incluidos en cad@igason:
» Controles externos positivos: incluye ADNc de MGK19.
« Control interno negativo: contiene Unicamente ARNEPBGD
Los valores umbrales del ciclo para cada marcaeldram determinado en las
siguientes cifras:
* Mamaglobina: Ct menor o igual a 31.
» Citoqueratina 19: Ct menor o igual a 30.
* Control interno (PBGD): Ct menor de 36.
Segun estos valores, los resultados seran intado®tle la siguiente manera:
* Si el valor de Ct de uno o ambos marcadores géesasferior al valor
umbral y el control interno es inferior al valor bral, se determina que

la muestra es positiva.

Si el valor de Ct de ambos marcadores génicos psrisu al valor

umbral y el control interno es inferior al valor bral, se determina que

la muestra es negativa.

e Si el valor de Ct del control interno es superibrvalor umbral se
determina que la muestra es no valida.

* Silos controles externos no son validos se determiie todo el proceso

de amplificacion es no valido.
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En la figura 16, se muestran imagenes de una adr-PCR a tiempo real en
el SmartCycler®, en la que la reaccidon se ha pidducorrectamente y se detectan

resultados positivos y negativos.

: Vistas |: g, .| 1. de muestra |
- I Resultados de pacien| " ':AQ SPEC
i| Resuttados de muest : Contral positivo
i) Curva de crecimiento | §ﬁ00ntrul negativo
g : : SPEC

|A13 SPEC

A4 [SPEC

|A15 [SPEC

|A1E |SPEC

4 Wistas | Id. del Id. de Resultado de| Resultado de|  Cddigo de Tipo de Motas
§§ Resultados de pacig . paciente muestra ENSay0 cl errotfaviso muestra
‘| Resultados de mues
§§ Curva de crecimient : 308 SPEC Ho valido o aprobado SPEC
g Control posi... Malido Aprobado PC1
Control neg... Malido Aprobado M1

308 SPEC Hegativo Aprobado SPEC

310 SFEC BOSHREI - o clisp. SFEC

311 SPEC No valido Mo aprohado SPEC

M2 SPEC Hegativo Aprobado SPEC

38 SPEC Hegativo Aprobado SPEC

Figura 16: Resultados obtenidos en el SmartCycler®. Visibe@njunto del control positivo (Id. del
sitio A10 — morado), control negativo (Id. del @iA11 — naranja), paciente 309 (Id. de sitio A12 —
verde oscuro) con resultado negativo y paciente (8L de sitio A13 — verde claro) con resultado

positivo.

Es importante tener en cuenta que la contaminad@&ia muestra con tejido
mamario (normal, benigno o maligno) o tejido gamggir mamario de otro paciente
puede aportar resultados erréneos, que los reesltddl analisis pueden no ser
informativos si la calidad y/o cantidad de la mreesgianglionar es insuficiente y que si
el peso del tejido es inferior a 50 mg puede pravom indice mas alto de pruebas no

validas del analisis empleado.
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La técnica de RT-PCR a tiempo real puede propoacian resultado positivo o
negativo para micrometastasis en un tiempo apradontge 50 minutos. Esto permite
que la técnica sea realizada durante el mismo qgtargico y cuyo resultado puede

contribuir asi en la toma decisiones, en cuant@etigar o no linfadenectomia.

[I.C. Metodologia Estadistica

Las variables cualitativas se presentan con suliiston de frecuencias. Las
variables cuantitativas se resumen en su mediassyia®on estandar (DE) junto a su
intervalo de confianza al 95%.

Se evalué la asociacién entre variables cualitatoon el test dg y, en el caso
de que un 25% o mas de los esperados fueran mah®rgspor la prueba exacta de
Fisher, o0 en el caso de muestra emparejada, tdétemar.

La concordancia entre técnicas se estudié cordeiKappa.

Se estimaron las funciones de supervivencia gi@@) y supervivencia libre de
enfermedad (SLE), por el método de Kaplan-Meierrapbs factores clinico-
patoldgicos y los marcadores genéticos estudiados.

En el analisis de la SG se definieron como evdammmuertes producidas como
consecuencia del tumor, censurandose los pacientesy aquellos que fallecieron por
otras causas. La SG fue calculada como el tiemgusdurrido entre la fecha de la
cirugia y la de la muerte o la Gltima revision stgida.

En la SLE el evento fue definido como el diagnaste recidiva locorregional o

recurrencia a distancia en los pacientes previanénes de enfermedad. La SLE fue
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calculada como el tiempo transcurrido entre ladead cirugia y la del diagndstico de la
primera recidiva.

La comparacion de las funciones de supervivenciagldistintos subgrupos se
realizd mediante el test exacto de Breslow. Esteciansiste en comparar el nimero de
eventos observados en cada uno de los subgrupcs ooimero de eventos esperados
en el caso de que la distribucion de la variabfgeddiente fuera la misma en todas las
categorias (hipotesis nula).

Se realiz6 un analisis estratificado para estudiaglacion entre los marcadores
genéticos estudiados y los eventos, con el finedecthr confusion e interaccion, por las
variables clinicas.

Se ajustd un modelo de regresion de riesgos priopales de Cox, que permite
identificar y evaluar la relacién entre los maraadogenéticos estudiados y el tiempo
de ocurrencia de la muerte y la recidiva.

Se evalu6 la existencia de interacciones, intrahan las variables
independientes multiplicativas con pruebas de &ogwion estadistica y se mantienen
en el modelo los términos de interaccion estadistente significativos. Se presentan
los “razones de tasas” ajustados junto a sus mteswde confianza (IC) al 95%. La
interpretacion de los parametros del modelo conosigpositivos indica un aumento de
la tasa instantanea de riesgo, es decir, un peabstico del sujeto para un valor alto de
la variable x. Un parametro con signo negativodadinejor pronéstico para un valor
alto en la variable.

Los supuestos basicos que deben de cumplir los gai@ poder aplicar dicho
modelo son sobre todo de la parte paramétrica gadajaontribucion de las diferentes

variables explicativas en la prediccion de la sypencia, 0 mas precisamente, de la
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tasa instantanea de riesgo, es la misma en cuaigomento de tiempo de seguimiento.
La parte no paramétrica del modelo no impone ninguippuesto sobre la forma de
distribucion de los tiempos de supervivencia. Se t@mprobado los supuestos del

modelo.

En todos los contrastes de hipétesis se rechazipdéesis nula con un error de

tipo | o errora menor a 0,05.

El paquete informético utilizado para el analisis SPSS para Windows version

15.0.
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|.  ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LA POBLACION

[.LA. Tamafo muestral.
La poblacion objeto de nuestro estudio se compenandotal de 302 pacientes
tratadas en la Unidad de Patologia de la Mamagndg&ticadas de cancer de mama en

estadios | y Il. Estas pacientes eran candida@séanica del ganglio centinela.

[.B. Edad.

La media de edad de la poblacion fue de 57,23 afms,una desviacion
estandar de 12,153 y una mediana de 57 afos (raegcuartilico Bs= 48 y PBs= 67).

La paciente de menos edad incluida en el estudia #5 afios y la de mas edad

84 afios en el momento del diagndstico (Figura 17).

83,4%

90 -~
80 -
70 -~
60 - <57

50 - =57
40 A 16,6%

30 -+
20 A
10 A

Edad

Figura 17: Distribucion de la poblacién en funcién de la needié edad.
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I.C. Técnica de Hematoxilina y Eosina.
La técnica de H&E se realizé a las 302 pacieresobtuvo resultado positivo

en 47 casos (15,6%) y resultado negativo en 25sd8¢,4%) (Figura 18).

84,4%

80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 A
20 -+
10 -

M Resultado positivo

M Resultado negativo
15,6%

Hematoxilinay Eosina

Figura 18: Resultados obtenidos para la técnica de Hemataxdiosina.

I.D. Técnica Inmunohistoquimica.

La técnica IHQ no se realizo en 48 pacientes (45,%ien porque el resultado
por H&E no daba lugar a dudas, o bien por faltandestra suficiente.

En las 254 restantes (84,1%), se obtuvo resuftadiivo en 11 casos (4,3%) y

resultado negativo en 243 pacientes (95,7%) (Figj@ya
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95,7%

100 A
90 A
80 -
70 -

60 -
50 - Negativa

M Positiva

40 -
30 - 4,3%

10

Inmunohistoquimica

Figura 19: Resultados obtenidos de las 254 pacientes a lagjigs realizé la técnica de IHQ.

I.E. Antecedentes genésicos

Uno de los factores demograficos recogidos eriktsrias clinicas fueron los
antecedentes genésicos, clasificando a las pasient@ grupos: por un lado, aquellas
mujeres que no habian tenido ninguna gestacion@G6R pacientes (21,2%). Por otro
lado todas aquellas que hubieran tenido uno o ressgjones o partos: 238 pacientes

(78,8%) (Tabla XV).

I.F. Antecedentes familiares

Se han tenido en consideracion antecedentes &aesilide enfermedades
oncoldgicas en parientes de primer grado (madremdra o hija) que hayan
desarrollado la enfermedad antes de los 50 afiagg/da mayoria de los casos se dan

en mujeres en edades posteriores.
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Presentaron antecedentes familiares de cancerade 76 pacientes (25,2%).
Presentaron antecedentes de algun otro tipo deercd8cpacientes (15,9%). Las 178
pacientes restantes (58,9%) no presentaron antgesdencoldgicos en la familia

(Tabla XV).

I.G. Antecedentes personales de patologia benigna

Se incluyeron 268 pacientes (88,8%) con una léstinica libre de eventos
benignos previos. Se incluyeron también 17 pacse(g%) que refirieron algun tipo
de evento benigno en las mamas y otras 17 pacign68) que refirieron algun tipo de

evento benigno en otras localizaciones (Tabla XV).

Tabla XV: Estudio descriptivo. Antecedentes genésicos, cadntes familiares de cancer y
personales de patologias mamarias benignas.

N (302) %
Antecedentes genésicos. GOPO 64 21,2
Otros 238 78,8

Antecedentes familiares

., Mama 76 25,2
de cancer.

Otros 48 15,9
No 178 58,9

Antecedentes personales de

patologia mamaria benigna. | Mama | 17 5,6

Otros 17 5,6
No 268 88,8

I.H. Afectacion ganglionar
Durante la cirugia a la que las pacientes fuemmesidas se comprobo la

existencia o no de afectacion ganglionar. Se ctinséaafectacion ganglionar en 48
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pacientes (15,9%), estando libres de afectaciOgligenar las 254 pacientes restantes

(84,1%). Figura 20.

84,1%

90 -
80 -
70 A
60 - W Si
50 A No
40 - 15,9%

30 -
20 A
10 -

Afectacion ganglionar

Figura 20: Hallazgo o no de afectacién en los ganglios.

I.I. NUmero de ganglios centinela detectados
De las 302 pacientes, en 108 (35,8%) se detea@tiypd un solo ganglio
centinela. En 129 pacientes (42,7%) se detectaosn En las 65 pacientes restantes

(21,5%) se contabilizaron tres 0 mas ganglios vefai(Figura 21).
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42,7%

45-/
40 -

35 A
30 -
25 A
20 A
15 -
10 -
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m>3

Numero de Ganglios Centinela detectados

Figura 21: Numero de Ganglios Centinela detectados.

[.J. Tamafio de la metastasis ganglionar

Se determiné la medida que alcanzaban las meatptasentes en los ganglios.
En 38 pacientes (64,4%) las metastasis encontfadesn menores o iguales a 2mm.
En 18 pacientes (30,5%) las metastasis alcanzardamafio superior a 2,1mm. En 3
pacientes (5,1%) se encontraron células tumoré&@ksias (CTA). En 243 pacientes no

se encontr6 metéstasis (Figura 22).
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64,4%
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60 -

50 -+

30,5% m<?
40 A 2,1

s

5,1%

20

10 o

Tamano de la metastasis del ganglio

Figura 22: Tamafo de la metastasis encontrada en el ganglio.

|.K. Linfadenectomia

Se practicé linfadenectomia (LFD) en aquellasgrdes en las que la biopsia de
ganglio centinela resulto positiva mediante laiggede H&E, 59 pacientes (19,5%). En
aquellas pacientes cuyas biopsias de ganglio eatiresultaron negativas, 243

pacientes (80,5%), no se realizé LFD.

I.L. Namero de ganglios extraidos en la linfadenéamia

A 243 pacientes (80,5%) se les determiné una B€gativa, por lo que no se
les extrajo ningun ganglio adicional.

A 17 pacientes (5,6%) se les extrajeron entre 31 ganglios. A 39 pacientes
(12,9%) se les extirparon entre 10 y 15 gangliagd13 pacientes (1%) a las que se les

extrajeron entre 16 y 20 (Figura 23).
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80,5%
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80 -
70 = .0
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Numero de ganglios obtenidos en la
Linfadenectomia

Figura 23: Nimero de ganglios extraidos en la linfadenectomia

I.M. Numero de ganglios positivos en la linfadeneotnia

Tras realizar la LFD en las 59 mujeres, se pracatliestudio de los ganglios
obtenidos mediante las técnicas de anatomia patalog

En 37 pacientes (62,7%) estos ganglios no mostraeidstasis. En 19 pacientes
(32,2%) se encontraron entre 1 y 3 ganglios pastivEn 2 pacientes (3,4%) se
obtuvieron entre 4 y 6 ganglios positivos. En ligrae (1,7%) no fue posible obtener

un resultado valido por falta de tejido suficiente.

I.N. Tamarfio del tumor primario

En cuanto al tamafio del tumor primario, 251 paei83,1%) presentaron un
tumor de entre 0,1 y 2 cm. Encontramos 44 (14,686)entes con un tamafio de tumor
entre 2,1 y 3 cm. Hubo 7 pacientes (2,3%) en las rgquse encontrd este dato en la

historia clinica. (Figura 24).
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83,1%
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Figura 24 Distribucién de los tumores primarios segun soddo.

I.N. Grado tumoral. Escala de ELSTON

Las pacientes se reclutaron en estadios | y Il, lpogue el 80,2% de ellas
presentaron grado tumoral de tipo | (bien diferadg) y 1l (moderadamente
diferenciado), mientras que el 19,7% restante asifdaron como grado tumoral Ill

(pobremente diferenciado) (Figura 25).
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53,8%

60 -

50 -
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Figura 25: Grado tumoral, segun la escala de ELSTON.

I.O. Tipo histolégico

Con respecto al tipo histolégico tumoral, 205 patgs (67,9%) presentaron un
cancer de mama de tipo ductal. Otras 67 pacierid®2%) presentaron un tipo
histologico lobulillar. El resto de las paciented, 9,8%, presentaron otros tipos
histologicos: medular (2,6%), mucinoso (3,6%), aié® quistico (0,3%) o0 mixto

(3,3%) (Figura 26).
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67,9%
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20 | 9,8%

Tipo histologico tumoral

Figura 26. Distribucion de los tumores primarios segin e tigstolégico.

|.P. Estadio tumoral

Con respecto al estadio tumoral, 218 paciente¥@Rpresentaban estadio I, 62
pacientes (20,4%) presentaban estadio IlA, 11 ptese(3,7%) se encuadraron en el
estadio 1IB. Hubo 11 pacientes en las que no se pecliperar el dato (3,7%) (Figura

27).

147



Resultados

70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A

72,2%

mIlA
20,5%

B

3,6%

Estadio tumoral

Figura 27. Distribucion de los tumores primarios por estadios

1.Q. Receptores de estrogenos

Se estudio la presencia o ausencia de recepterestibgenos en los tumores
primarios. Se encontraron RE en 247 pacientes ¥82,80 se hallaron RE en las 52

pacientes restantes (17,4%). Hubo 3 pacientes wgua no se pudo determinar la

presencia o ausencia de estos receptores (Figura 28
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Figura 28: Determinacion de los receptores de estrogenos.

|.R. Receptores de progesterona

Se estudio también la presencia o ausencia denR& &mor primario. Se
observo positividad para RP en 226 pacientes (75,6%resultado fue negativo para
los 73 casos restantes (24,4%). Hubo 3 pacientésseque no se pudo determinar la

presencia o ausencia de estos receptores (Figura 29
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75,6%
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Figura 29: Determinacion de los receptores de progesterona.

I.S. indice de proliferacion Ki67

En la poblacion del estudio, este indice fue merigual al 5% en 125 pacientes
(41,8%). El indice se mantuvo en el rango del 6%08 en 129 pacientes (43,1%),
mientras que alcanzd valores superiores al 51% gradientes (15,1%). EI porcentaje
de proliferacion celular no se pudo determinaaaés de este anticuerpo en 3 mujeres

(Figura 30).
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Figura 30: indice de proliferacion Ki67.

[.T. Oncogén HER-2neu

Se estudid la sobreexpresion del receptor codidicpor el gen HER-2neu
(cantidad de proteina expresada por este gen).

Se encontré sobreexpresion en 37 pacientes (12 dfientras que en 262
pacientes (87,6%) no se encontrd exceso de exprdsido 3 pacientes en las que no

se pudo determinar este dato.
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Il. ESTUDIO Y COMPARACION DE LA MAMAGLOBINA
Y CITOQUERATINA 19 OBTENIDOS MEDIANTE RT-

PCR CONVENCIONAL Y RT-PCR A TIEMPO REAL

El estudio de las variables genéticas se realediante dos técnicas de biologia
molecular: RT-PCR convencional y RT-PCR a tiem.re

La expresion de MG por RT-PCR convencional fudizada en 302 pacientes,
de las cuales, el 16,5% (50/302) resulté ser posii el 83,5% (252/302) presento
resultado negativo.

De la misma manera se analizo la CK19 por RT-PGRvencional en 302
pacientes, de las cuales el 12,6% (38/302) resatdpositivo y el 87,4% (264/302)
presento resultado negativo.

Teniendo en cuenta la combinaciéon de los dos rdarea, un ganglio centinela
se consideré positivo cuando uno o los dos mareadoeran positivos (MG+/CK19-;
MG-/CK19+; MG+/CK19+). Siguiendo este criterio,18,5% (56/302) de las pacientes
se consideraron positivas y el 81,5% (246/302)ltasun negativas (MG-/CK19-).

El estudio de la expresion de CK19 por RT-PCRempio real fue realizado en
69 pacientes. En 4 de estas pacientes el resuii@dno valido. De las 65 pacientes
restantes, tuvieron resultado positivo el 15,4%/6830y el 84,6% (55/65) presento
resultado negativo.

La expresion de MG por RT-PCR a tiempo real fusiaada en 65 pacientes, de
las cuales, el 13,8% (9/65) resultd ser positivel 86,2% (56/65) presentd resultado

negativo.
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Se analizé también la combinacién de estos dosadares, encontrando que
tuvieron resultado positivo (MG+/CK19-; MG-/CK19#G+/CK19+) el 15,4%
(10/65) y el 84,6% (55/65) presento resultado negdMG-/CK19-).

En las tablas XVI, XVII y XVIII se muestra la com@cion entre ambas
tecnologias para los resultados de cada uno dedosadores. En ellas se observa que
la correlacion de resultados es exacta en el aa$ MG, con un indice kappa de 1,000
y significacion p<0.001. Mientras que la correlacide resultados entre las técnicas
para CK19, asi como para la combinacion de ambasaa@res alcanzaron un indice

kappa de 0,943 y significacion de p<0,001.

Tabla XVI. Relacion entre los resultados sobre MG obtenidediante RT-PCR convencional y
RT-PCR a tiempo real.

_ Categorias: Tiempo Real | Tiempo Real
Variable A Kappa
recuento (%) MG+ (%) MG - (%)
Positiva: 9 (13,8) 9 (100,0) 0 (0,0)
RT-PCR MG 1,000 | <0,001
Negativa: 56 (86,2 0 (0,0) 56 (100,0)

Tabla XVII. Relacién entre los resultados sobre CK19 obtenidediante RT-PCR convencional y
RT-PCR a tiempo real.

_ Categorias: Tiempo Real  Tiempo Real
Variable =
recuento (%) CK19+ (%)  CK19 - (%)
Positiva: 11 (16,9] 10 (90,9) 1(9,1)
RT-PCR CK19 : 0,943 | <0,001
Negativa: 54 (83,1 0 (0) 54 (100,0)

Tabla XVIII. Relacion entre los resultados sobre la combinag@®MG y/o CK19 obtenidos mediante

RT-PCR convencional y RT-PCR a tiempo real.

_ Categorias: Tiempo Real Tiempo Real
Variable % Kappa
recuento (%) MG y/o CK19 + (%) MG y/o CK19 - (%)
Positiva: 11 (16,9 10 (90,9) 1(9,1)
RT-PCR MG y/o CK19 ; 0,943 | <0,001
Negativa: 54 (83,1 0 (0) 54 (100,0)
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Una paciente presentod resultado positivo para C#et®rminada por RT-PCR
convencional, mientras que por RT-PCR a tiempo ekaésultado fue negativo. Este
resultado es un falso positivo de la RT-PCR coneerat (Tabla VII).

El indice kappa indica la fiabilidad entre métad@siando el indice esta por
encima de 0,80 se considera que la fiabilidad elemte. El indice kappa que se
obtiene de la comparacion entre métodos para ladid@nza el valor de 1,000. El
indice kappa que se obtiene de la comparacion erétedos para la CK19 alcanza el
valor de 0,943; asi como el que se obtiene de mapacacion de métodos para la
combinacion de los dos marcadores.

La técnica de RT-PCR convencional se ha realized802 pacientes, mientras
gue la RT-PCR a tiempo real se realizd en 69 ptsen

A la luz de los anteriores resultados podemoslaongue las dos tecnologias
son equivalentes, por lo que el estudio de la ic@taentre las variables clinicas y las
variables genéticas se ha realizado considerarsd@$ultados obtenidos con la técnica

de RT-PCR convencional realizada en 302 pacientes.
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lIl. ANALISIS DE LA SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DE LA RT-PCR DE LOS GENES MAMAGLOBINA Y

CITOQUERATINA 19

Se realiz6 el estudio para valorar la sensibilidadpecificidad, el valor
predictivo positivo y el valor predictivo negativde la técnica RT-PCR para la
deteccidn de micrometastasis en ganglio centimelad a las técnicas de H&E e IHQ

(Tablas XIX y XX).

Tabla XIX. Valoracion de la sensibilidad, especificidad, elowgpredictivo positivo y el valor
predictivo negativo de la técnica RT-PCR para l@d#6n de micrometastasis en ganglio centinela,

en comparacion con la técnica de H&E.

RT-PCR Po a egativa D
_ % dentro de RT-PCR MG 92,51 7,5
e % dentro de H&E 91,42 40,4
_ % dentro de RT-PCR MG 44 56,03 0,755
I % dentro de H&E 8,6 59,8'
RT-PCR S Po a egativa D
_ % dentro de RT-PCR CK19 90,2* 9,8
e % dentro de H&E 93,3 55,3 0.222
. % dentro de RT-PCR CK19 44,7 55,33
I % dentro de H&E 6,7 44,7
RT-PCR 0 9 Po a egativa D
_ % dentro de RT-PCR MG y/o CK1  92,7% 7,3
e % dentro de H&E 89,42 38,3 0,233
. % dentro de RT-PCR MG y/o CK1 48,2 51,83
I % dentro de H&E 10,6 61,7

Valor predictivo positivo. *Sensibilidad. * Valor predictivo negativo. 4 Especificidad.
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La sensibilidad estd considerada como la proludili de clasificar
correctamente a un individuo cuyo resultado realedelefinido como positivo respecto
a la condicion que estudia la prueba. En la retaestadistica de los resultados de la
RT-PCR frente a la pruelgald-standard (H&E), la sensibilidad de la técnica alcanza el
valor de 91,4% al considerar los resultados delldPRR para MG (p=0,755), 93,3% al
considerar los resultados de la RT-PCR para CKi9,922) y 89,4% teniendo en
cuenta los resultados de la RT-PCR para MG y/o Qi%9,233) (Tabla XIX).

La especificidad se define como la probabilidaaldsificar correctamente a un
individuo cuyo estado real sea el definido como atigg. En nuestro estudio,
comparando la relacion entre los resultados obdsnidediante la técnica de RT-PCT
frente a los resultados obtenidos por H&E, la efipetad alcanza el valor de 59,6% al
considerar los resultados de la RT-PCR para MG, {#5%), 44,7% al considerar los
resultados de la RT-PCR para CK19 (p=0,222) y 61fé¥endo en cuenta los
resultados de la RT-PCR para MG y/o CK19 (p=0,Z3apla XIX).

La tasa de valor predictivo positivo se considaao los verdaderos positivos
entre los resultados positivos de la prueba. Estrmestudio, comparando la relacion
entre los resultados obtenidos mediante la téac&®T-PCR frente a los resultados
obtenidos por H&E, la tasa de valor predictivo aftzael valor de 92,5% al considerar
los resultados de la RT-PCR para MG (p= 0,7552%0Cal considerar los resultados de
la RT-PCR para CK19 (p=0,222) y 92,7% teniendo wmnta los resultados de la RT-
PCR para MG y/o CK19 (p=0,233) (Tabla XIX).

El valor predictivo negativo se define como lagmaién de los verdaderos
negativos con respecto a los resultados negatigda (RT-PCR. En el estudio de la

relacion entre los resultados obtenidos mediante2daica de RT-PCR frente a los
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resultados obtenidos por H&E en nuestra pobla@bwalor predictivo negativo alcanza
un valor de 56,0% al considerar los resultadosad®T-PCR para MG (p=0,755);
55,3% al considerar los resultados de la RT-PCRx [2K19 (p=0,222) y 51,8%
teniendo en cuenta los resultados de la RT-PCR M&a/o CK19 (p=0,233) (Tabla

XIX).

Tabla XX. Valoracion de la sensibilidad, especificidad, elowvgoredictivo positivo y el valor
predictivo negativo de la técnica RT-PCR para l@d#6n de micrometastasis en ganglio centinela,

en comparacion con la técnica de Inmunohistoquimica

Q
RT-PCR Po a egativa D
% dentro de RT-PCR MG 99,11 0,9
Po a
% dentro de IHQ 95,12 18,2
0,013
% dentro de RT-PCR MG 57,1 42,93
eda a
% dentro de IHQ 4,9 81,8
RT-PCR 0 Po a egativa D
% dentro de RT-PCR CK19 98,71 1,3
Po a
% dentro de IHQ 96,32 27,3 094G
% dentro de RT-PCR CK19 52,9 47,13 '
eda a
% dentro de IHQ 3,7 72,7
RT-PCR O 9 Po a egativa D
% dentro de RT-PCR MG y/o CK1 100,01t 0
Po a
% dentro de IHQ 93,82 0
>0,999
% dentro de RT-PCR MG y/o CK1 57,7 42,33
eda cl
% dentro de IHQ 6,2 100,¢

Valor predictivo positivo. *Sensibilidad. * Valor predictivo negativo. 4 Especificidad.

En la relacion estadistica de los resultados &RTHPCR frente a la prueba IHQ,
se alcanzan valores de sensibilidad de 95,1% aliderar los resultados de la RT-PCR

para MG (p=0,013), 96,3% al considerar los resokade la RT-PCR para CK19
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(p=0,146) y 93,8% teniendo en cuenta los resultdéda RT-PCR para MG y/o CK19
(p>0,999) (Tabla XX).

En la relacion estadistica entre los resultaddenitos mediante la técnica de
RT-PCR frente a los resultados obtenidos por IKQ vialores de especificidad son del
81,8% al considerar los resultados de la RT-PCR pd6G (p=0,013), 72,4% al
considerar los resultados de la RT-PCR para CK#9,{#6) y 100,0% teniendo en
cuenta los resultados de la RT-PCR para MG y/o (i§29,999) (Tabla XX).

La tasa de valor predictivo positivo en nuestrmais, comparando la relacion
entre los resultados obtenidos mediante la téac&®T-PCR frente a los resultados
obtenidos por IHQ, alcanza valores de 99,1% aliderar los resultados de la RT-PCR
para MG (p=0,013); 98,7% al considerar los resokade la RT-PCR para CK19
(p=0,146) y 100,0% teniendo en cuenta los resudtato la RT-PCR para MG y/o
CK19 (p>0,999) (Tabla XX).

En el analisis de la relacion entre los resultarenidos mediante la técnica de
RT-PCT frente a los resultados obtenidos por IHQuestra poblacion para establecer
el valor predictivo negativo, se obtienen valores4@,9% al considerar los resultados
de la RT-PCR para MG (p=0,013); 47,1% al considesrresultados de la RT-PCR
para CK19 (p=0,146) y 42,3% teniendo en cuentadsgltados de la RT-PCR para MG

y/lo CK19 (p>0,999) (Tabla XX).
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IV. ESTUDIO DE LA RELACION DE LA RT-PCR DE LOS
MARCADORES MG Y CK19 CON LOS FACTORES

PRONOSTICO

IV.A. Factores prondstico clasicos

El estudio de la relacion de la expresion de MG KAZ con la afectacion
ganglionar mostro la existencia de una relaciéadésticamente significativa tanto en
su analisis de manera independiente como conjunta.

Se observd que con mayor frecuencia las pacientes rmp presentaban
afectacion ganglionar no mostraban la expresioesties marcadores genéticos.

De las 48 mujeres que presentaron afectacion gavagliel 58,3% expresa MG,
el 43,7% expresa CK19 y el 60,4% alguno de estssrdcadores.

Sin embargo, en las mujeres que no presentarortaei@t ganglionar la
expresion de MG es del 8,7%, CK19 del 6,7% y eandlisis combinado de ambos

marcadores la expresion es del 10,6% (p<0,001hl&DaxI) (Figuras 31, 32 y 33).
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9,3%

mSi/ MG+

uSi/ MG-

= No/ MG +
No/ MG -

p< 0,00:

Figura 31: Relacién entre la afectacion ganglionar y laalale genética RT-PCR para MG.

6,9%

mSi/ CK19 +

mSi/ CK19-

1 No/ CK19 +
No/CK19 -

p< 0,001

Figura 32: Relacion entre la afectacion ganglionar y laalale genética RT-PCR para CK19.
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9,6%
6,3%
8,9%
mSi/ MG_CK19 +
m Si/ MG_CK19 -
No/MG_CK19 +
No/MG_CK19 -
75,2%
p< 0,001

Figura 33: Relacion entre la afectacion ganglionar y la akele genética RT-PCR paMG y/0
CK19.

No se encontré ninguna relacién entre el tamafiotulelor primario y la
expresion de los genes objeto de estudio. En lasmas con tumores primarios entre
0,1 — 2 cm, la expresion de MG fue de 15,5%, CK&R1®,0% y MG y/o CK19 en
conjunto del 17,5%, mientras que su ausencia fu84j8% para la MG, 88,0% para la
CK19 y para MG y/o CK19 fue del 82,5%. En las paige con tumores primarios de
entre 2,1 — 3cm, la expresion de MG era del 23Ja%de CK19 era del 18,2% vy la de
MG y/o CK19 del 27,3%. La ausencia de estos mareadse distribuy6: MG 76,7%,
CK19 81,8% y MG y/o CK19 72,7% (MG p=0,123, CK190p255 y MG_CK19
p=0,128) (Tabla XXI).

Respecto al grado tumoral se observo relacionfgigtiva en la expresion de
MG vy el andlisis conjunto de ambos marcadores.reagmcia de MG fue mas frecuente

en pacientes con tumores de grado Il (28,8%) gaséflejé también cuando se analizé
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la presencia de MG y/o CK19 (30,5%) (Figura 34).08servéd una relacion en la que
cuanto mayor es el grado tumoral, mas frecuenta espresion de MG y que cuanto
menor es el grado del tumor, menor es la preselecMG (88,6%) (p=0,017). De igual
forma se observo esta relaciéon en el analisis otmjde MG y CK19 (p=0,030) (Figura

35) (Tabla XXI).

3,0%

14,0%

ml/ MG+
Wi/ MG-
8,0% mil/ MG+
I/ MG -
i/ MG +

/MG -

46,0%
p= 0,017

Figura 34: Relacién entre el grado tumoral y la variable ¢ieaéRT-PCR para MG.
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3,6%

13,7%

mI/MG_CK19 +
mI/MG_CK19-
mIl/MG_CK19 +

I/ MG_CK19 -

I/ MG_CK19 +
9,0% I/ MG_CK19 -

44,7%

p= 0,030

Figura 35: Relacion entre el grado tumoral y la variable geaéRT-PCR para MG y/o CK19.

En cuanto al tipo histoldgico del tumor primari@ se encontraron relaciones
estadisticamente significativas. Ninguno de losogiphistoldégicos contemplados

presento relacion con la expresion de MG, CK18/@Giy/o CK19 (Tabla XXI).
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Tabla XXI: Relacién entre la RT-PCR de los marcadores MG YK los factores prondéstico

clasicos.
Categorias: RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR Rl\;lrc-;Pj(l):{ RT-PCR
recuento MG+ CK19+ CK19- MG y/o
(%) e (Mea) (%) (%) cg/10)9+ CK19- (%)
S48 | 28 21
5 20 (41,7 27 (56,2 29 (60,4) | 19 (39,6
INoeeogll  (15,9) (58,3) ( )<0 001 (43,7) ( )<0 001 (60.4) ( )<0 001
CEULIRETS  No: 254 232 ' 237 ' ’
Gan | 226D oo 1767 (539 27 (10,6) | 227 (89,4)
W 01-2cm| 39 212 30 221
Tamafio : 44 (17,5) | 207 (82,5)
tumor 2511-(2?:}?1)- (1151'5) (84.5) | g 103| 2120) [ (88,0) | g555 0,128
primario A IR ELTCCR) 8(18,2) | 36 (81,8) 12 (27,3)| 32 (72,7)
('2:673) 9 (11,4)| 70 (88,6) 6(7,6) | 73 (92,4) 11 (13,9) | 68 (86,1)
Grado [LEi | e 137 21 140
il 25 | (o | een [ 097 oy | @se) | 0153| 27 e | 134 @3.2) 0,030
IE 5 17 142 1) 11 148 (81,4) 18 (30,5) | 41 (69,5)
197 | (se) ' (18,6) ' ' '
Ductal: 39 166 31 174
205 (67,9)| (19.1) | (80,9) 151 | ©49) a el A (a3
Lobulillar:
o7 (22.3) | © 13|58 (86.6) 5(7,5) | 62 (92,5) 9(13,4) | 58 (86.6)
Me(dzug’;“s 0) | 8(o0) 00) | 800 0(0) | 8100
Tipo N .
histolégico Ml“lc'(?g)‘" 101 1099 *°| 00 |11 @o0)| 38| 1(0.1) | 10 90,9)| ©2°2
Adenoide
quistico: 1| 0(0) | 1 (100) 00) | 100 0(0) | 1(100)
0,3)
M'g%:’)lo 1(10) | 9 (90) 20) | 8(@0) 280 | 8(@0)

IV.B. Factores prondstico biologicos

En el estudio de la expresion de MG y CK19 ercréfacon los RE en el tumor
primario, se encontrd asociacion significativa dar&€K19 y en el analisis conjunto de
ambos marcadores. Se observa una tendencia cénica la ausencia de MG vy la
presencia de RE (85,0%) (p=0,078). Se alcanzaidelaignificativa entre la ausencia
de CK19 y la presencia de RE (89,1%) (p=0,044)UEig6), lo cual se refleja también
en la relacion entre la ausencia de ambos marcagola presencia de RE (83,4%)

(p=0,040) (Figura 37) (Tabla XXII).
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13,7%

M Negativo/CK19 +
M Negativo/CK19 -
M Positivo/ CK19 +

ud Positivo/ CK19 -

p= 0,044

Figura 36: Relacién entre la presencia de receptores de estwégen el tumor primario y

la variable genética RT-PCR para CK19.

M Negativo/ MG_CK19 +
M Negativo/ MG_CK19 -
i Positivo / MG_CK19 +
i Positivo / MG_CK19 -

p= 0,040

Figura 37: Relacion entre la presencia de receptores de esiw8gel tumor primario y la

variable genética RT-PCR para MG y/o CK19.
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Sin embargo, cuando se estudi6 la relacion corRB:0 se observo relacion
significativa. En las pacientes que presentaronl&Bxpresion de MG fue del 15,9%;
la de CK19 del 12,4% y la de MG y/o CK19 del 17, entras que la ausencia de
MG fue del 84,1%, la de CK19 del 87,6% y la de M@ ¢€K19 del 82,3%. En el
estudio de las pacientes que no presentaron Riptasedn de MG fue del 19,2%, la de
CK19 del 13,7% y la de MG y/o CK19 del 21,9%, miastque la ausencia de MG fue

del 80,8%, la de CK19 del 86,3% y la de ambos noares del 78,1% (Tabla XXII).

Se observo relacion estadisticamente significatinre las variables MG y
CK19 estudiadas en conjunto y el indice de pradem Ki67. En las pacientes que
presentaron un Ki675%b la presencia de MG y/o CK19 fue del 21,6%, nnéantjue la
ausencia fue del 78,4%. En las que el indice difgnacion se encontré en el rango
entre el 6% y el 50%, la presencia de MG y/o CKuU® del 12,4%, mientras que la
ausencia fue del 87,6%. En las pacientes en la®lgki®&7 era_$1%, la presencia de
MG y/o CK19 fue del 28,9% mientras que la ausehaadel 71,1% (p=0,028) (Figura
38) (Tabla XXII). Se encontré6 ademas una tendecigigca en cuanto al porcentaje de
expresion del Ki67 y la expresion de MG. En lasigrates en las que el Ki6H%, la
presencia de MG fue del 19,2% y su ausencia dd981En las que el indice de
proliferacion se encontré en el rango entre el 6&b 50% la presencia de MG fue del
11,6% y la ausencia del 88,4%. Por ultimo, en Esgmtes que presentaron un Ki67
>51% la presencia de MG fue del 24,4%, mientras sjua@usencia fue del 75,6%.

(p=0,084) (Tabla XXII).
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M 6%- 50% /MG_CK19 +
M 6%-50% / MG_CK19 -
M >51%/ MG_CK19 +

W >51%/ MG_CK19 -

W <5% / MG_CK19 +

I <5% /MG_CK19 -

p= 0,028

Figura 38: Relacion entre el indice de proliferacién Ki67 dntienor primario y la
variable genética RT-PCR para MG y/o CK19.

Respecto a la presencia de HER2-neu, tampoco servdb relacion
estadisticamente significativa. Aquellas pacientes presentaron HER2-neu mostraron
presencia de MG en el 24,3%; presencia de CK19 £B,8% y presencia de alguno o
ambos marcadores en el 24,3%; mientras que la casge MG fue del 75,7%; la de
CK fue del 86,5% y la ausencia de ambos marcadoresnjunto fue del 75,7%. De las
pacientes que no presentaron HERZ2-neu, el 15,6%emeon MG, el 12,6%
presentaron CK19 y el 17,9% presentaron alguno boammarcadores. En estas
pacientes la ausencia de MG fue del el 84,4%, $erazia de CK19 fue del 87,4% vy la
ausencia de ambos marcadores fue del 82,1%. (MA§60CK p=0,796 y MG_CK19

p=0,351) (Tabla XXII).
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Tabla XXII : Relacion entre la RT-PCR de los marcadores MG y Kdn los factores pronostico

biolégicos.

Categorias: il RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR
Variable recuento

PCR
%) MG+  MG- CK19+  CK19- MG y/o MG y/o
(%) (%) (%) (%) CK19+ (%)  CK19- (%)

37 (15)| 210 (85) 27 (10,9)[ 220 (89,1) 41(16,6) | 206 (83.4)

Positivo: 247
Receptores de (82,6)

) +0) 0,078 0,044 0,040
estrogenos Neg(’f;"g' 54 13 25)| 39 (75) 11 21,2)| 41 (78,8) 15(288) | 37(71,2)
Positivo: 226 36 190
TN 56 | (159 | 641 |oeq 28 (12,4)| 198 (87.6) o 40 (17,7) | 186 (82,3) S
SIS Negativo: 73] 14 ' ’ ’
Gagy | (02 | 59 ©08) 10 (13,7)| 63 (86,3) 16 (21,9) | 57(78,1)
<5%: 125 | 24 101
B o2 | cos) 19 (15,2)| 106 (84.8) 27 (21,6) | 98(78,4)
6%-50%:| 15 114
120 @3.0) | (116) | (e8.4) |0087| 11(85)|118 (915} 0151 16(124) | 113(87.6) | 0,028
>519%:45 | 11
as1) | @aa | 34T58) 8 (17,8)| 37 (82,2) 13(28,9) | 32(71,1)
P°(5f£"25 371 9 24,3)| 28 (75,7 5(13,5) | 32 (86,5) 9 (24.,3) 28 (75,7)
Herzneu  [SRSSRCRS UM o1 | 0186 0,796 0,351
e 33 (12,6)| 229 (87,4) 47 (17,9) | 215(82,1)
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V. ESTUDIO DE LA RELACION DE LA RT-PCR DE LOS
MARCADORES MG Y CK19 CON OTROS FACTORES

INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

En el estudio de la relacidon de la expresion deyM@X19 con los resultados de
la tincidn por H&E, se encontrd relacion signifigat para la MG, la CK19 y en el
analisis de MG y/o CK19. De las 47 mujeres quegmson H&E positiva, el 59,5%
expresd MG, el 44,7% expresd CK19 y el 61,7% alguaonbos marcadores, mientras
que su ausencia fue del 40,4% para la MG, del 5p&f4 la CK19 y del 38,3% para
ambos marcadores.

En las 255 pacientes que presentaron H&E negaivd,6% expresdé MG, el
6,7% expres6 CK19 y el 10,6% presento alguno o amircadores, mientras que su
ausencia fue del 91,4% para MG, del 93,3% paraka9Cy del 89,4% para ambos
marcadores. (MG p<0,001; CK p<0,001 y MG_CK19 peQ)X(Figuras 39, 40 y 41)

(Tabla XXIII).
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S0 6,3%

W H&E + / MG+
W H&E + / MG-
B H&E -/ MG+
" H&E - / MG-

p< 0,001

Figura 39: Relacion entre el resultado de la tincién con Hewibna-Eosina y la

variable genética RT-PCR para MG.

6,9%

W H&E +/ CK19 +
W H&E + / CK19 -
HH&E- /CK19+

H&E - / CK19 -

78,9%

p< 0,001

Figura 40: Relacion entre el resultado de la tinciébn con Hewikna-Eosina y la

variable genética RT-PCR para CK19.
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9,7%

o 5,9%

8,9%

W H&E +/ MG_CK19 +

W H&E +/ MG_CK19 -
H&E - / MG_CK19 +
H&E -/ MG_CK19 -

p< 0,001

Figura 41. Relacién entre el resultado de la tincién con Hixilina-Eosina y la variable
genética RT-PCR para MG y/o CK19.

Respecto a la tincién con IHQ, se observé relaegiadisticamente significativa
en la expresion de MG, en la de CK19 y en el asalis MG y/o CK19. En aquellas
mujeres en las que el resultado de la tincion IH@dositiva, la expresion de MG fue
del 81,8%, la de CK19 fue del 72,2% y la de MG @K19 fue del 100%. La ausencia
de estos marcadores se distribuy6: MG 18,2%, CK1392 y MG y/o CK19 0%. En el
caso de las mujeres que presentaron resultadotdeildn IHQ negativo, la presencia
de MG fue del 4,9%, la de CK19 del 3,7% y la de MG CK19 fue del 6,2%. Sin
embargo, en estas mujeres, la ausencia de MG alarg5,1%, la de CK19 fue del
96,3% y la de ambos marcadores fue del 93,8% (MG,0804; CK p<0,001 y
MG_CK19 p<0,001) (Figuras 42, 43 y 44) (Tabla XXIIEsto nos indica una alta
probabilidad de no encontrar presencia de los rdarea por RT-PCR cuando la
tincion IHQ es negativa.
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0,8%

W [HQ + / MG+
W [HQ + / MG-
HHQ-/ MG+

90,9% = HQ -/ MG-

p< 0,001

Figura 42: Relacion entre el resultado de la Inmunohistoqedryi la variable genética RT-

PCR para MG.

3,1%  1,2%

3,6%

®HQ + / CK19+
® IHQ + / CK19-
mIHQ -/ CK19+
mIHQ- / CK19-

p< 0,001

Figura 43: Relacion entre el resultado de la Inmunohistoqedryi la variable genética RT-

PCR para CK19.
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4,3% 0,0%
5,9%

W HQ+/MG_CK19 +

® IHQ +/ MG_CK19 -
IHQ - / MG_CK19 +
IHQ - / MG_CK19 -

89,8%

p< 0,001

Figura 44: Relacion entre el resultado de la Inmunohistooedryi la variable genética RT-
PCR para MG y/o CK19 combinadas.

En el estudio de la relacion entre la presenciaMie y CK19 con los
antecedentes genésicos de las pacientes, se @naorar relacion clinica para la
expresion de MG. En aquellas mujeres sin embarnzsizoartos, la presencia de MG fue
del 23,4%, mientras que la ausencia fue del 76@éspecto a las mujeres con otros
antecedentes obstétricos, la presencia de MG fusld&®o mientras que la ausencia fue
del 85,3% (p=0,095). En cuanto a la expresion da¥Kla de MG y/o CK19, no se
pudo establecer ninguna relacién significativa lmica (CK19 p=0,408; MG_CK19

p=0,134)(Tabla XXIII).

No se encontré ninguna relaciébn entre los antetedefamiliares de las
pacientes y la expresion de los genes objeto deliestEn la mujeres que presentaron
antecedentes familiares de cancer de mama, langiasge MG fue del 10,5%, la de
CK19 fue del 6,5% y la de MG y/o CK19 fue del 14,5%entras que la ausencia de
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MG fue del 89,5%, la de CK19 fue del 93,4% y laad#os marcadores fue del 85,5%.
Las pacientes con antecedentes familiares de tipos de cancer presentaron una
expresion de MG del 14,6%, una expresion de CK198j&% y de MG y/o CK19 del
20,8%, mientras que la ausencia de MG fue del 25ld%e CK19 del 81,2% vy la de
los dos marcadores del 79,2%. En cuanto a las rgasieque no presentaron
antecedentes familiares de cancer, la presencMGldéue del 19,7%, la de CK19 fue
del 13,5% y la de MG y/o CK19 fue de 19,7%, mienae la ausencia de MG fue del
80,3%, la de CK19 fue del 86,5%, y la de ambos atines fue del 80,3% (MG

p=0,185; CK p=0,118 y MG_CK19 p=0,563). (Tabla XXIl

Tampoco se encontré0 ninguna relacion entre loscadéentes personales de
patologia benigna y la expresion de los genes iestosl En aquellas mujeres que
presentaron antecedentes personales de patologiaria@enigna, la presencia de MG
fue del 5,9%, igual que la de CK19 y la de ambos ¥M& CK19, mientras que la
ausencia de MG fue 94,1%, al igual que la de CK1& ye MG y/o CK19. Las
pacientes cuyos antecedentes personales se del@epatologia benigna en otras
localizaciones presentaron una expresion de MGLHg%, de CK19 del 5,9% y de
MG y/o CK19 del 11,8%, mientras que la ausencid@fue del 88,2%, de CK19 fue
del 94,5% y de los dos marcadores fue del 88,2%clamto a las pacientes sin
antecedentes personales de patologias benignaspresion de MG fue del 17,5%, la
de CK19 fue del 13,4% y la de MG y/o CK19 fue d&J8%, mientras que la ausencia
de MG fue del 82,5%, la de CK19 del 86,6% y laagedos marcadores del 80,2% (MG

p=0,172; CK p=0,239 y MG_CK19 p=0,109). (Tabla XXIl
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En el andlisis de la relacion de la expresion d& WMICK19 con el nUmero de
GC encontrados, se establecid relacion clinica lpa@K19 y en el analisis de MG y/o
CK19. En las pacientes en las que se encontrélanzso, la expresion de MG fue del
21,3%, la de CK19 fue del 18,5% y la de ambos ndamres del 25%, mientras que la
ausencia de MG fue del 78,7%, la de CK19 fue dgd%ly la de ambos fue del 75%.
Las mujeres en las que se encontraron 2 GC presentma expresion de MG del
11,6%, de CK19 del 8,5% y de alguno o ambos mareadtel 13,2%, mientras que la
ausencia de MG fue de 88,4%, la de CK19 fue dé&l%8ly, la de ambos marcadores del
86,8%. Las 65 pacientes restantes en las que satearon 3 6 mas GC, la presencia de
MG fue del 18,5%, la de CK19 del 10,8% y la de MG ¢€K19 fue del 18,5%,
mientras que la ausencia de MG fue del 81,5%, IBKIEO fue del 89,2% y la de ambos
marcadores del 81,5%. (MG p=0,214; CK p=0,050 y i@&19 p=0,076) (Figura 45)

(Tabla XXIII).

H1GC
M=3G6C

M2 GC/ CK19 +
M 2GC/ CK19-

p= 0,050

Figura 45: Relacion con la variable genética RT-PCR para Cléh9el grupo de

pacientes con 2 GC.
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Respecto al tamafio de las metastasis ganglionaeespbservd relacion
significativa en la expresion de MG, la expresi@CK19 y en el analisis de MG y/o
CK19. En las mujeres en las que el tamafo de lastasis ganglionar fue2em, la
expresion de MG fue del 44,7%, la de la CK19 deb%ily la de MG y/o CK19 del
47,4%, mientras que la ausencia de MG fue del 55|8%usencia de CK19 fue del
68,4% y la del conjunto de ambos marcadores fuec8d%. En las pacientes que
presentaron tamafio de metastasis ganglionar >2,[icpresencia de MG fue del
77,8%, la de CK19 fue del 61,1% y la de MG y/o CKU® del 88,9%, mientras que la
ausencia de MG fue del 22,2%, la de CK19 fue dg9%®8y la de los dos marcadores
fue del 11,1%. En cuanto a las pacientes en lassguencontraron ceélulas tumorales
aisladas (CTA), alcanzaron un porcentaje del 106%ae=xpresion de MG, en la de
CK19, asi como en la de MG y/o CK19 (MG p=0,006; 0,004 y MG_CK19
p=0,002) (Figuras 46, 47 y 48) (Tabla XXIIl). Estasultados sugieren que cuanto
mayor es el tamafo de la metastasis ganglionarpmesyla expresion de MG y CK19.
Ademas se observa que en los casos de CTA sieraprexpresion de alguno o ambos

de los genes estudiados.
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5,1%

m<2,1/ MG+
m<2,1/ MG -
m>2,1/ MG+
m>2,1/ MG -
CTA/ MG +
CTA/ MG -

p= 0,006

Figura 46: Relacién entre el tamafio de las metastasis gamagésry la variable genética

RT-PCR para MG.

5,1%

m<2,1/CK19+
m<2,1/CK19-
m>2,1/CK19+
m>2,1/CK19-
= CTA/CK19 +

CTA/CK19 -

p= 0,004

Figura 47: Relacién entre el tamafio de las metastasis gagéery la variable genética

RT-PCR para CK19.
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51% 0%

3,4%

m<2,1/MG_CK19+
m<2,1/MG_CK19-
®m>2,1/MG_CK19 +
>2,1/ MG_CK19 -
CTA/ MG_CK19 +
CTA/ MG_CK19 -

p= 0,002

Figura 48: Relacién entre el tamafio de las metastasis gamagéery la variable genética
RT-PCR para MG y/o CK19.

En el estudio de la expresion de MG y CK19 en rétea las LFD practicadas o
no en las pacientes, se encontré relacion sigtifacgpara la expresion de MG, la
expresion de CK19 y en el analisis conjunto de amharcadores. En las pacientes a
las que si se les practic6 LFD axilar, la expresiéMG fue del 55,9%, la expresion de
CK19 fue del 42,4% y la de MG y/o CK19 fue del 8&,Imientras que la ausencia de
MG fue del 44,1%, la de CK19 fue del 57,6% vy |laue y/o CK19 fue del 38,9%. En
las mujeres en las que no se practico LFD axidaprésencia de MG alcanz6 un 6,9%,
la presencia de CK19 un 5,3% y la de MG y/o CK1812%, mientras que la ausencia
de MG fue del 93,1%, la de CK19 fue del 94,7% ylédaambos marcadores fue del
91,8% (MG p<0,001; CK p<0,001 y MG_CK19 p<0,001ig(Fas 49, 50 y 51) (Tabla

XXIII).
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10,9%

mSi/ MG+

mSi/ MG -

“No/ MG +
No/ MG -

p< 0,001

Figura 49: Relacion entre las pacientes a las que se légdaaho linfadenectomia y la
variable genética RT-PCR para MG.

8,3%

11,2%

4,3%

mSi/ CK19 +

W Si/ CK19-
No/ CK19 +
No/ CK19 -

p< 0,001

Figura 50: Relacion entre las pacientes a las que se leizdealno linfadenectomia y la
variable genética RT-PCR para CK19.
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6,6%
m Si/ MG_CK19 +

m Si/ MG_CK19 -
u No/ MG_CK19 +
No/MG_CK19 -

p< 0,001

Figura 51: Relacion entre las pacientes a las que se legdanho linfadenectomia y la
variable genética RT-PCR para MG y/o CK19.

Respecto al numero de ganglios extraidos en la, L$eD observo relacion
significativa en la expresion de MG, en la expnegié CK19 y en el analisis conjunto
de ambos marcadores. De las 243 pacientes a lasedae extrajeron 0 ganglios en la
LFD, el 93,1% presentd ausencia de MG (p<0,001)94F% ausencia de CK19
(p<0,001) y 91,8% ausencia de ambos marcadores0@KO Esto nos indica que
cuanto mayor es la probabilidad de encontrar aisete estos marcadores, mayor es
también la probabilidad de que en la LFD haya queaer O ganglios. En el grupo de
mujeres en las que se extrajeron de 16 a 20 gangiiola LFD, el 100% presento
expresion de MG (p<0,001), asi como de MG y/o CKfA90,001), indicando que
cuanto mayor es la probabilidad de la expresioM@eo de MG y/o CK19, mayor es
también la probabilidad de tener que extraer unemarelevado de ganglios en la LFD

(Figuras 52, 53 y 54) (Tabla XXIlI).
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m0/ MG+
m0O/MG -
m4-9/MG+
m4-9/MG-
w10-15/MG +
10- 15/ MG -
16-20/MG +

16-20/ MG -

p< 0,001

Figura 52: Relacion entre el nimero de ganglios extraidodaelinfadenectomia y la
variable genética RT-PCR para MG.

m0/CK19 +
m0/CK19-
®4-9/CK19+
m4-9/CK19-
®10-15/CK19 +
®10-15/CK19-
16-20/CK19 +
16-20/CK19-

p< 0,001

Figura 53: Relacion entre el numero de ganglios extraidodaetinfadenectomia y la
variable genética RT-PCR para CK19.
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1,0%
5,3% \/0’6 6,6%

7,7%

B0/ MG_CK19 +
m0/MG_CK19-
®4-9/MG_CK19 +
m4-9/MG_CK19-
10-15/MG_CK19 +
10-15/MG_CK19 -
16-20/MG_CK19 +

16-20/MG_CK19 -

p< 0,001

Figura 54: Relacion entre el nimero de ganglios extraidodaehnfadenectomia y la
variable genética RT- PCR para MG y/o CK19.

No se encontré ninguna relacion ergtenimero de ganglios positivos extraidos
en linfadenectomia y la expresion de los genestmlje estudio. Las pacientes que
presentaron 0 ganglios positivos en LFD, mostranaa expresion de MG del 56,7%,
una expresion de CK19 del 43,2% y de MG y/o CK1D585%, mientras que la
ausencia de MG fue del 43,3%, de CK19 del 56,8% gsrdbos marcadores del 40,5%.
En las pacientes que presentaron de 1 a 3 gangheisivos en la LFD, un 58,9%
presentd expresion de MG, un 47,4% expresion de9GKUn 68,4% expresion de MG
y/o CK19, mientras que el 42,1% present6 auserec@, el 52,6% ausencia de CK19
y el 31,6% ausencia de ambos marcadores. De lasresujjue presentaron de 4 a 6
ganglios positivos en LFD, el 50% presentd expred® MG, el 0% presentd expresion
de CK y el 50% expreso alguno o ambos marcadofasvaez, mientras que presenté
ausencia de MG el 50%, ausencia de CK19 el 100%sgreia de ambos marcadores el
50% (MG p=0,682; CK19 p=0,502 y MG_CK19 p=0,988alfla XXIII).
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En el estudio de la relacion de la expresion de WYIGK19 con el estadio del
tumor primario, se encontrd relacion significatpara la MG, para la CK19 y en el
analisis de MG y/o CK19. En las pacientes en esthdel tumor primario se observa
un 92,7% de ausencia de expresion de MG (p=0,00293,6% de ausencia de CK19
(p<0,001) y un 90,8% de ausencia de ambos marcadp®,001). En las pacientes
con tumor primario en estadio 1IB se observé unganpositividad de la expresion de
los marcadores (MG 63,6%; CK19 54,5% y MG y/o CKBX%%). Estos datos indican
gue cuanta menor sea la expresién de MG, CK19and#s en conjunto, mayor es la
probabilidad de poder clasificar el tumor primatentro del estadio | (Figuras 55, 56 y

57) (Tabla XXIII).

ml/ MG+
m|/MG-
mIA/ MG+
m A/ MG -
1B /MG +
1B / MG -

p= 0,002

Figura 55: Relacion entre el estadio del tumor primario ydaiable genética RT- PCR
para MG.
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1,7%

mI/CK19+
m|/CK19-
mIIA/ CK19 +
mIIA / CK19 -
1B /CK19 +
IIB /CK19 -

p< 0,001

Figura 56: Relacién entre el estadio del tumor primario ydaiable genética RT- PCR

para CK109.

2,4% 1A% 699,

11,7%

9,6% o Wi m1/MG_CK19 +
®1/MG_CK19-
®IIA/ MG_CK19 +
" 1IA/ MG_CK19 -
1B / MG_CK19 +
1B / MG_CK19 -

p< 0,001

Figura 57: Relacién entre el estadio del tumor primario ydaiable genética RT-PCR
para MG y/o CK19.
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Tabla XXIll. Relacion entre la expresion de los marcadores MI& 30 con otros factores estudiados.

Variable

H&E

IHQ

Anteced.
genésicos

Anteced.
familiares

Anteced.
personales

N° de
ganglios
centinela

Tamafo
MEERESH
en ganglio

LFD

Ganglios
extraidos
en LFD

Ganglios +
en LFD

Estadio

Categorias:
recuento
(%)

RT-PCR
MG+ (%)

RT-PCR
MG- (%)

RT-PCR
MG y/o

CK19+ (%)

RT-PCR
MG y/o
CK19-(%)

poslitévg: 471 28 (59,5) | 19 (40,4) 21 (44,7) | 26 (55,3) 29 (61,7) | 18(383)
255 (84.4) 22 (8,6) |233(91,4) 17 (6,7) [238(93,3) 27 (10,6) | 228 (89,4)
Pos(g"é"’)‘: 1 9@18) | 2182 8(722) | 3(273) 11(100) 00
Negativa:
243(E0s) | 1249 |231950) | 9(B7) [234(963) o0y 15(62) | 228(938)| 0,
No
realizada: 49 29 (60,4) | 19 (39,6) 21 (43,7) | 27 (56,2) 30 (62,5) | 18 (37.5)
(15,9)
G&Ploé)s“ 15 (23,4) | 49 (76,6) 10 (15,6) | 54 (84,4) 16 (25) | 48(75)
Otros: 238 0,095 0498 o
{;’;-8) 35 (14,7) | 203 (85,3) 28 (11,8) | 210 (88,2) 40 (16,8) | 198(83,2)
M?Z";aé)m 8(105) | 68 (89,5) 5(65) | 71(93.4) 11(145) [ 65(255)
0:;%35;‘8 7(14,6) | 41(25,4)| 0,185 | 9(18,7) |39 (81,25) 0,118 | 10(20,8) | 38(79,2) | 0,563
'\225158 35 (19,7) | 143 (80,3) 24 (135) | 154 (86.5) 35(19,7) | 143(80.3)
Magg) 1 169 | 160941 1(5,9) | 16 (94,1) 1(59) | 16(94.1)
Ot(r5056:)17 2(11,8) | 15(88,2)| 0,172| 1(5,9) | 16(94,5)| 0,239 2 (11,8) 15 (88,2) | 0,109
'\823276)8 47 (17,5) | 221 (82.5) 36 (13,4) | 232 (86.6) 53(19.8) | 215(80.2)
1:108 (35,8] 23 (21,3) | 85 (78,7) 20 (18,5) | 88 (81,5) 27(25) | 81(75)
2:129 (42,7) 15(11,6) |114(88,4) 0,214| 11(85) |118(915) 0.050 | 17(132) | 112(86,8) 0.076
>3: 65 (21,5] 12 (18,5) | 53 (81,5) 7(10,8) | 58(89,2) 12 (18,5) | 53(815)
<2:38 (64,4) 17 (44,7) | 21 (55,3) 12 (31,6) | 26 (68,4) 18 (47,4) | 20 (52.,6)
“Gos) | 14078 | 4@22) | 0006] 11(611)| 7(389) | 0004| 16(889) | 2(L1) | 0.002
cTA:3 (5,1 3@00) | 0(0) 3(100) | 0(0) 3 (100) 0 (0)
Si: 59 (19,5) 33 (55.9) | 26 (44.1) 25 (42,4) | 34 (57.,6) 36 (61.1) | 23(38.9)
e 2 <0,001 <0,001 <0,001
(8'0'5) 17 (6,9) | 226 (93,1) 13 (5,3) | 230 (94,7) 20(8,2) | 223(91,8)
83:02;‘)3 17 (6,9) | 226 (93,1) 13 (5,3) |230(94,7) 20(8,2) | 223(918)
1-3:- - = - - : :
4-9:17
65 9(529) | BA47.1) |_goor| 701 [ 10689 | ooy 20689 | 7@LY | g0
10(i2159:)39 21 (53,8) | 18 (46,1) 16 (41,1) | 23 (58,9) 23(58,9) | 16 (41,1)
2| sam | 0o 2(667) | 1(333) 3000 | °0
0: 37 (63,8)| 21 (56,7) | 16 (43,3) 16 (43,2) | 21 (56.8) 22(59,5) | 15(40.9)
1(-32:8? 11(58,9) | 8(42,1) | 0,682 9(47,4) | 10(52,6)| 0,502 | 13(68,4) | 6(31,6) | 0,988
4-6:2(34)| 1(50) 1 (50) 00) | 2o0) 1 (50) 1 (50)
218 (72,2)| 16 (7,3) |202(92.7) 14 (6,4) [ 204 (93,6) 20(9.2) | 198(90.8)
IA:62(20,5)| 26 (41,9) | 36 (58,1)| 0,002 [ 18(29,0) | 44 (71,0)| <0,001| 28 (45,2) | 34 (54,8) |<0,001
IB:11 36)| 7(63.6) | 4(36.4) 6 (54,5) | 5(455) 7(636) | 4(364)
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VI. ANALISIS DE LA FRECUENCIA Y ESTUDIO DE LA

RELACION ENTRE LAS VARIABLES GENETICAS

La técnica de RT-PCR convencional se realiz6 sr802 pacientes incluidas en
el estudio. Los resultados obtenidos se muestraa tabla XXIV.

Se encontraron 50 pacientes (16,6%) con resuftaditivo y 252 (83,4%) con
resultado negativo en la RT-PCR para la determbnade MG.

Con respecto a la RT-PCR para la determinacio@Kki£9, hubo 38 pacientes
(12,6%) con resultado positivo y 264 (87,4%) casul@ado negativo.

En el estudio de ambos marcadores en conjuntmcengaron 56 pacientes

(18,5%) con resultado positivo y 246 pacientesresualtado negativo.

Tabla XXIV: Resultados obtenidos por la técnica de RT-PCRamrional para la determinacién de
los marcadores genéticos MG, CK19 y los dos enucio)j

N (302) %

RT-PCR MG Positiva 50 16,5
Negativa 252 83,4
RT-PCR CK19 Positiva 38 12,6
Negativa 264 87,4
RT-PCR MG y/o CK19 Positiva 56 18,5
Negativa 246 81,5

Se estudid la relacion entre los marcadores MG<§9Cdeterminados por RT-

PCR convencional.
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Analizando las pacientes a las que se les reddzdécnica de RT-PCR
convencional para la determinacion de MG, se obseme, de las que tuvieron
resultado positivo, el 97,6% tuvo también resultpdsitivo para CK19 y el 2,4%
presento resultado negativo para CK19.

En el grupo de las pacientes a las que se lezagéeal técnica de RT-PCR
convencional para la determinacion de MG, se obsemwe, de las que tuvieron
resultado negativo, el 36% tuvo resultado positpava CK19 y el 64% presento
resultado negativo para CK19.

En el conjunto de las pacientes a las que seelzd la técnica de RT-PCR
convencional para la determinacion de CK19, se rohsque el 93,2% tuvieron
resultado positivo para MG y para CK19 y que eB%btuvieron resultado positivo
para MG pero negativo para CK19. Se observa tantuénrel 6,8% tuvieron resultado
negativo para MG pero positivo para CK19 y quedeR® presento resultado negativo
para MG y también negativo para CK19 (Tabla XXV).

Se confirma una muy buena fiabilidad en la cociélade resultados entre los

distintos marcadores utilizados, a través de uicéndappa de 0,682.

Tabla XXV. Relacion entre MG y CK19 determinadas con RT-P@fencional

RT-PCR CK19
RT-PCR MG Positiva (%) Negativa (%)
% dentro de RT-PCR MG
% dentro de RT-PCR CK19
% dentro de RT-PCR MG
% dentro de RT-PCR CK19

Positiva

Negativa
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VIl. SEGUIMIENTO POSTOPERATORIO DE LAS
PACIENTES DE CARCINOMA DE MAMA EN ESTADIOS
TEMPRANOS. ANALISIS DE LA INFLUENCIA

PRONOSTICA: SUPERVIVENCIA GLOBAL

VII.A. Estudio de la supervivencia global

En el estudio de la SG se consideraron como evel#® pacientes que
fallecieron a consecuencia del tumor. En el momeletaealizar este analisis habian
fallecido 25 pacientes (8,3%) debido a su enfermhéaiaoral.

La mediana del tiempo de seguimiento fue de 72emdson un rango
intercuartilico Ps=52 meses y =76 meses). Todos los analisis con respecto a IseSG
han realizado en referencia a la mediana del tieslepEeguimiento

La SG acumulada de las pacientes a los 72 meseef®5,5% (Figura 58).
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08

06

— SUPETVivencia global

027

Probabllldad acumulada de supervivencla

004

) I 1 ) ! 1
0 0 40 &0 80 100 120
Tiempo (meses)

Figura 58: Curva de la supervivencia global acumulada dpdagentes con cancer de mama.

VII.B. Analisis univariable de la probabilidad acumulada de fallecer de las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciakes relacion con la técnica de
biologia molecular empleada: RT-PCR convencional

Se estudi6 la relacion de la técnica de RT-PCR/aeional con la SG de las
pacientes (Tabla XXVI).

La técnica de RT-PCR no present0 significacion @stina respecto a la SG a
los 72 meses, ni para la MG, ni para la CK19, nsaterando el analisis combinado de
los marcadores. Sin embargo, si que se observanHRan torno a 2 cuando la RT-
PCR es positiva para MG y cuando es positiva paeaykd CK19, por lo que la SG en

estas pacientes es menor.
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Tabla XXVI. Andlisis univariable de la supervivencia globalrefacion con la técnica de biologia

molecular empleada: RT-PCR convencional.

Variable Categorias SG (72m) EE HR* IC 95% p

RT-PCR Positiva 91,90%
: 0,22
MG Negativa 96,20% | 0,012 1
RT-PCR Positiva 94,70% | 0,036| 124 | 0256
: 0,787
CK19 Negativa 95,60% | 0,013| 1
RT-PCR Positiva 92,80% ([ 0,035 1,89 0,6-6,1
MG y/o : 0 0,311
CK19 Negativa 96,10% | 0,013 1

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error estin8ignificacion estadistica: p< 0,05.

*Los HR estan ajustados por todas las variablda thbla.

VII.C. Analisis univariable de la probabilidad acumulada de fallecer de las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciales relacion con los factores
prondstico clasicos

Se estudio la relacion de los factores pronostiésicos con la SG de las
pacientes a los 72 meses de seguimiento (Tabla KXVI

En el estudio de la relacion entre la afectaciangjonar y la SG, no se
encontraron relaciones estadisticamente sign¥astiLa SG en las pacientes que
mostraron afectacion ganglionar fue del 95,8%, tre@nque en las pacientes sin
afectacion ganglionar la SG fue del 95,4%.

Tampoco se encontrd ninguna relacion prondstidee ezl tamafio del tumor
primario y la SG. En el grupo de pacientes en @ gltamafo del tumor estaba
comprendido entre 0,1 y 2cm, la SG fue del 95,4&SG fue del 95,1% en el grupo de
pacientes con un tamafo de tumor primario compdeneintre 2,1 y 3cm.

Respecto al grado tumoral no se encontro ningela&ién significativa con la

SG. Las pacientes con grado tumoral | presentanarS® del 97,4%. Las pacientes con
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grado tumoral Il mostraron una SG del 96,0%. Una &G 91,3% alcanzaron las
pacientes con grado tumoral IIl.

De la misma manera, la relacion entre el tipoohdgico del tumor primario y la
SG tampoco resultd significativa. Las mujeres cuymor primario fue de tipo
histolégico ductal tuvieron una SG del 94,4%. Erado de los tumores primarios de

tipo lobulillar, la SG fue del 96,9%.

Tabla XXVII. Analisis univariable de la supervivencia globalretacion con los factores prondstico

clasicos.

Variable Categorias SG (72m) EE HR* IC 95% p

Afectacion [ 95,80% 0,21-4,26

ganglionar No 95,40% 0,013 1
Tamano 0,1-2cm 95,40% 0,014 1
tumor 0,962
primario 21-3cm | 9510% 0,034 1,07 0,23-4,84
I 97,40% 0,018 1
Grado I 96,00% 0,016 1,44 0,3-7,2 0,394
tumoral
1 91,30% 0,037 3,35 0,6-17,3
Tipo Ductal 94,40% 0,017 1 0 B
histologico RGN 96,90% 0,021 0,538 0,1-2,4 '

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error esédin8ignificacién estadistica: p< 0,05. *Los HRAest

ajustados por todas las variables de la tabla.
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VII.D. Analisis univariable de la probabilidad acumulada de fallecer de las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciales relacion con los factores
prondstico biolégicos

Se analiz6 la relacion de los factores prondstiotogicos con la SG de las
pacientes a los 72 meses de seguimiento (Tabla X)XVI

En el estudio de la relacion entre la SG y la gwem de los receptores de
estrogenos se encontré una asociacion clinica@.deSlas pacientes con receptores de
estrogenos positivos fue del 96,6%, mientras queaguellas que no presentaban
receptores de estrogenos la SG fue del 89,7% (HB21p (p= 0,061) (Figura 59)

(Tabla XXVIII).
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Figura 59. Curva de supervivencia global acumulada de laepts segun los receptores de

estrogenos.

En el andlisis de la relacion de la SG con |semeia de los receptores de
progesterona, no se encontro significacion procégiiabla XXVIII).

Se establecido una asociacion estadisticamentéficagina entre la SG y el
marcador de proliferacion Ki67. En el grupo de patgs con un indice de proliferacion
menor o igual al 5%, la SG fue del 95,8%. En epgrde mujeres con un Ki67 en el
rango entre el 6% y el 50%, la SG fue del 98,4%eEgrupo de pacientes en las que el
indice de proliferacion fue mayor o igual al 51%SG disminuyo al 86,1% (p= 0,012).
Podemos afirmar que el indice de proliferacion ké87un factor de mal pronéstico con

respecto de la SG. (Figura 60) (Tabla XXVIII).
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Figura 60. Curva de supervivencia global acumulada de lasepts segun el indice de

proliferacion Ki67.

En el analisis de la relaciéon de la SG con laesipn del gen HER2neu, no se

encontré significacion prondstica (Tabla XXVIII).
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Tabla XXVIII : Andlisis univariable de la supervivencia globalrelacion con los factores prondstico

bioldgicos.

Variable Categorias  SG (72m) EE HR* IC 95% p

96,60%

Positivo
Receptores 0,061

de estrogenos RNV 89,70% 0,044 1
Receptores Positivo 94,90% 0,015 1,798 0,4-8,1
de 0,415
progesterona Negativo 97,10% 0,02 1
< 5% 95,80% 0,018 0,281 0,0-0,9
Ki67 6% - 50% 98,40% 0,011 0,112 0,0-0,5 0,012
>51% 86,10% 0,053 1
Positivo 97,30% 0,027 0,589 0,0-4,5
Her2neu . 0,583
Negativo 95,20% 0,014 1

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error esééin8ignificacion estadistica: @05. *Los HR estan

ajustados por todas las variables de la tabla.

VII.LE. Analisis univariable de la probabilidad acumulada de fallecer de las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciakss relacion con otros factores
estudiados

En el andlisis de la relacion entre la SG y laultados obtenidos mediante la
técnica de hematosilina-eosina, no se encontrafisaerion pronostica. La SG de las
pacientes con H&E positiva fue del 95,70% y la $3as$ pacientes con H&E negativa
fue del 95,5% (Tabla XXIX).

Tampoco se encontro relacion significativa entr&@ y los resultados de la
técnica de tincidon inmunohistoquimica. Las mujera@s IHQ positiva presentaron una
SG del 90,9%. En las mujeres que presentaron IH§ativa, la SG fue del 95,6%

(Tabla XXIX).
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Igualmente, no se pudo establecer significaci@ngmstica entre la SG y los
antecedentes genésicos de las pacientes. Aqualteenfes sin antecedentes genésicos
presentaron una SG del 94,8%. En las que presentai@quier tipo de antecedente
genesico, la SG fue del 95,6% (Tabla XXIX).

En el analisis de la relacion entre la SG y lose@dentes familiares de
patologia tumoral que presentaron las pacientesgramcontro significacion prondéstica
(Tabla XXIX).

Respecto a los antecedentes personales de patbleggna de las pacientes, se
encontré asociacion estadisticamente significativa la SG. La HRHazard Ratio o
razon de riesgos) de fallecer de las pacientesantetedentes personales de patologia
mamaria benigna fue 8,71 veces mayor que en lagentes con antecedentes
personales de patologia benigna en otras locabizesiy que en las pacientes sin

antecedentes personales de patologia benigna@p%){Figura 61) (Tabla XXIX).
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Figura 61. Curva de supervivencia global acumulada de lasepgxs segln sus antecedentes

personales de patologia benigna.

En cuanto al numero de ganglios centinela enadas en la cirugia, no se
encontrd significacion prondstica respecto a la 8é€hdo de 94,3%; 95,8% y 95,8% la
SG para 1 GC, 2GC o0 3 6 méas GC, respectivamenbda KX IX).

No se encontr6 ninguna significacion prondsticdreerel tamafio de las
metastasis y la SG; el que se realizara o no urfiadknectomia a las pacientes; el
namero de ganglios extraidos en la linfadenectomial nimero de ganglios positivos

de entre los extraidos en la linfadenectomia.
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En el analisis del estadio del tumor primario €agcion a la SG, no se encontré
significacion prondstica. La SG en estadio | fueSdie7%; en estadio IlA fue del 98,3%

y en estadio IIB del 90,9% (Tabla XXIX).

Tabla XXIX. Analisis univariable de la supervivencia globarelacion con otros factores estudiados.

Variable Categorias  SG (72m) EE HR* IC 95% p
ol Positiva 95,70% 0,029 0,97 0,2-4,4 a96e
Negativa | 95,50% 0,013 1 ’
Positiva 90,90% 0,087 2,22 0,28-17,4 0.494
Negativa | 95,60% 0,014 1 ’
GOPO 94,80% 0,029 1,13 0,3-4,1 0855
geneésicos Otros 95,60% 0,014 1 '
Mama 98,60% 0,014 0,203 0,0-1,6
Antecedentes e 97,90% 0,021 0,34 0,0-2,6 0,113
familiares
No 93,50% 0,019 1
Mama 76,50% 0,103 8,71 2,6-28,9
Agsggggggs Otros 94.10% | 0057 208 0.3-16.7 0,011
No 96,80% 0,011 1
N° de 1 94,30% 0,023 1
ganglios 2 95,80% 0,018 0,685 0,2-2,2 0,682
centinela >3 95,80% 0,022 0,53 0,1-2,6
Tamarfo de <2 1
las
metf_\stasis >2.1 88,90% 0,074 233,894 | Indeterminadg -
ganglionares
LrD Si 96,60% 0,024 0,73 0,2-3,3 0.67
No 95,20% 0,014 1 ’
Samlis 0 95,20% 0,014
extraidos en 4-9 94,10% 0,057 0,574
la LFD 10- 15 97,40% 0,025 0,859 0,4-1,5
Ganglios + 0 97,30% 0,027 0,822 0,19-3,48 0773
en LFD 1-3 88,9 0,105 1 '
I 94,70% 0,016 1,85 0,2-14,34
Estadio A 98,30% 0,017 0,31 0,0-2,43 0,369
1B 90,90% 0,087 1

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error essédin8ignificacion estadistica: p< 0,05. *Los HRaest

ajustados por todas las variables de la tabla.
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VII.F. Andlisis multivariable de la supervivencia dobal

Una vez establecidos los factores que influyenla@nSG analizamos la
importancia relativa de esos factores, valoradaetanodelo de regresion de Cox. Este
analisis multivariable permite establecer cualesodefactores relacionados con la SG
presentan valor prondéstico independiente. En esideln se incluyeron la variable
antecedentes personales de patologia benignadanmia de receptores de estrogenos y
el indice de proliferacion Ki67.

Las variables que presentaron valor pronosticepeddiente en el riesgo de
fallecer de las pacientes de cancer de mama fukergoresencia de antecedentes
personales (p=0,010) y la presencia de recepterestddgenos (p=0,004).

La probabilidad de fallecer de las pacientes cotecedentes personales de
patologia benigna mamaria fue 4,1 veces supeteda las pacientes con antecedentes
de patologia benigna en otras localizaciones aastecedentes de patologia benigna
(HR=4,14; 1C95%=1,40-12,25) (p=0,010).

Con respecto a los receptores de estroOgenos ssevaluna reduccion de riesgo
en la probabilidad de fallecer de las pacientespresencia de RE, con una HR de 0,24
(1C95%=0,09-0,64) (p=0,004).

En el caso del indice de proliferacion Ki67, no esgontraron resultados
estadisticamente significativos.

Los marcadores objeto de este estudio, MG y CKd9se incluyeron en este

analisis ya que no presentaron asociacion sigtifecan relacion a la SG.
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VIll. SEGUIMIENTO POSTOPERATORIO DE LAS
PACIENTES DE CARCINOMA DE MAMA EN ESTADIOS
TEMPRANOS. ANALISIS DE LA INFLUENCIA
PRONOSTICA: SUPERVIVENCIA LIBRE DE

ENFERMEDAD

VIILLA. Estudio de la supervivencia libre de enfermedad

La SLE fue calculada como el tiempo transcurridwecta fecha de la cirugia y
la fecha del diagndstico de la primera recurrencia.

La mediana del tiempo de seguimiento fue de 72eméwmngo intercuartilico
P25= 58 meses y P75= 76 meses). Todos los anddidess SLE quedan referidos a la
mediana del tiempo de seguimiento.

La SLE de las pacientes a los 72 meses fue dé¥8@C95%: 83,14 - 98,13)
(Figura 62)

En 38 pacientes se diagnosticé recurrencia debrtut® locorregionales y otras

19 a distancia.
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Figura 62. Curva de la supervivencia libre de enfermedadnatada de las pacientes con cancer de

mama.

VIII.B. Analisis univariable de la probabilidad acumulada de recidivar de las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciakms relacion con la técnica de
biologia molecular empleada: RT-PCR convencional

Se estudio la relacién de la técnica de RT-PCReamcional con la SLE de las
pacientes (Tabla XXX).

La técnica de RT-PCR no presento significacion @stina respecto a la SLE, ni
para la MG, ni para la CK19, ni considerando la loimacion de ambos marcadores. Sin

embargo, cuando los resultados son positivos RiTHPCR para MG, para CK19 y
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para MG y/o CK19 combinados, se aprecia una distionude la SLE, asociada a unas
HR proximas a 2 en los tres casos.

Teniendo en cuenta que las pacientes de nueswdi®giresentan estadios
tempranos del tumor primario, tanto en la SLE camnoa SG se podrian conseguir
significaciones estadisticas con respecto a loscadares estudiados, ampliando

suficientemente el tiempo de seguimiento.

Tabla XXX. Andlisis univariable de la supervivencia libreafdermedad en relacién con la técnica de

biologia molecular empleada: RT-PCR convencional.

IC 95%

Variable Categorias SLE (72m)

RT-PCR Positiva 81,40% G
MG Negativa | 88,00% 0,022 1 ’
RT-PCR Positiva | 81,10% 0,065 1,824 0,8-3,9
_ 0,131
CK19 Negativa | 87,70% 0,021 1
RT-PCR Positiva 81,60% 0,053 1,699 0,8-3,4
MG y/o : 0,139
CK19 Negativa 88,10% 0,022 1

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error essdin8ignificacion estadistica: p< 0,05. *Los HRAest

ajustados por todas las variables de la tabla.

VIII.C. Andlisis univariable de la probabilidad acumulada de recidivar en las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciales relacion con los factores
prondstico clasicos

En el estudio de la relacion entre la SLE y lacta@on ganglionar no se
encontrd asociacion estadisticamente significafi@apoco se pudo establecer ninguna

asociacion clinica (Tabla XXXI).
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No se encontré ninguna relacion entre la SLE tamlafio del tumor primario.
La SLE de las pacientes con tamafo del tumor pringaatre 0,1 y 2cm fue del 87,1%.
En el grupo comprendido entre 2,1 y 3cm, la SLEdeie’9,0% (Tabla XXXI).

En el analisis de la variable grado tumoral emadiéh a la SLE, se encontro
asociacion estadisticamente significativa. El wedg recidivar de las pacientes con
tumor primario de grado tumoral Ill fue 2,3 veceayor que en las pacientes con
tumores primarios de grado | y Il (HR=2,39, IC95%5,7) (p= 0,048) (Figura 63)

(Tabla XXXI).
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Figura 63. Curva de la supervivencia libre de enfermedad ataga de las pacientes segin el grado

del tumor primario.
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Con respecto a la relacion entre la SLE y el kigtologico del tumor primario,
se pudo establecer una asociacion clinica. La SLlaspacientes con tumores del tipo
histolégico ductal fue del 83,6%, en las del tipstdiogico lobulillar fue del 91,1%, y
la SLE en las pacientes con tumores del tipo ligtob medular fue del 83,3%. Se
observa una reduccion del riesgo de recidivar el pacientes con tumor primario
del tipo histologico lobulillar (HR=0,43; IC95%=01,1) (p= 0,097) (Figura 64) (Tabla

XXXI).
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Figura 64. Curva de la supervivencia libre de enfermedad ataoha de las pacientes segun el tipo

histologico del tumor primario.
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Tabla XXXI. Analisis univariable de la supervivencia libreatdermedad en relacién con los factores

pronostico clasicos.

Variable Categorias SLE (72m) IC 95%

Afectacion [ 81,40%
ganglionar No 87.,30% 0,022 1

GO 01 -2cm | 87,10% 0,023 1,547 0,7-3,4
tumor 0 0,296
WL 21-3cm | 79,00% 0,069
| 88,50% 0,039 0,895 0,3-2,1
Grada I 89.40% 0,026 0,000 0,048
tumoral
1l 74,80% 0,059 2,393 1,0-5,7
: Ductal 83,60% 0,027 1
_Tipo, Lobulillar 91,10% 0,038 0,432 0,1-1,1 0,097
histolégico
Medular 83,30% 0,152 0,786 0,1-5,7

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error esédin8ignificacién estadistica: p< 0,05. *Los HRAest

ajustados por todas las variables de la tabla.

VIII.D. Andlisis univariable de la probabilidad acumulada de recidivar en las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciales relacion con los factores
pronéstico bioldgicos.

En el estudio de la relacion de la SLE con la gwem de receptores de
estrogenos, se encontro relacion significativa.eElgrupo de pacientes donde hubo
presencia de RE, la SLE fue del 88,5%. En el gdgpacientes que presentd ausencia
de RE, la SLE fue del 78,8%. Se observa una redincdel riesgo de recidivar en
aquellas pacientes con presencia de RE (HR=0,£25%Z0,2-0,9) (p=0,040) (Figura

65) (Tabla XXXII).
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Figura 65. Curva de la supervivencia libre de enfermedad atacia de las pacientes segun la

variable receptores de estrégenos.

Respecto a la relacion entre SLE y la presencieedeptores de progesterona,
no se encontré ninguna significacion prondstica(@ XXXIl).

En el analisis de la relacién entre la SLE y €lida de proliferacion Ki67, se
pudo establecer una asociacién clinica. En el gag@acientes con un indice de
proliferacion menor o igual al 5% la SLE fue del®®3. En el grupo de pacientes con
un Ki67 en el rango entre el 6% y el 50%, la SLE tlel 89,8%. En el grupo de
pacientes en las que el indice de proliferacion rayor o igual al 51%, la SLE
disminuyo al 71,7%. Se observa que las pacientesunoKi67>51% tienen un riesgo
2,0 veces mayor de recidivar que el resto de pasefHR=2,07; 1C95%=0,9-4,6)

(p=0,087) (Figura 66) (Tabla XXXII).
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Figura 66. Curva de la supervivencia libre de enfermedad ataoha de las pacientes segun el indlice

de proliferacion Ki67.

No se encontrd ninguna relacion prondstica eatr8LIE y la expresion del gen

HER2neu (Tabla XXXII).
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Tabla XXXII. Andlisis univariable de la supervivencia libreaigermedad en relacion con los factores

prondstico bioldgicos.

Variable Categorias  SLE (72m) IC 95%

GEECIGIERSH  Positivo 88,50%
de : . 0,040
estrégenos Negativo 74,80% 0,068 1
SIS Positivo 87,90% 0,022 0,784 0,3-1,5
de : . 0,507
progesterona Negativo 81,10% 0,052 1
<5% 87,10% 0,031 1
Ki67 6% - 50% 89,80% 0,028 0,785 0,3-1,6 0,087
>51% 71,70% 0,080 2,078 0,9-4,6
Positivo 88,20% 0,056 0,873 0,3-2,5
Her2neu : 0,794
Negativo 86,00% 0,023 1

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error estééin8ignificacion estadistica: [05. *Los HR estan

ajustados por todas las variables de la tabla.

VIILE. Analisis univariable de la probabilidad acumulada de recidivar en las
pacientes con cancer de mama en estadios iniciakss relacion con otros factores
estudiados

El estudio de la relacion entre la SLE y los reslds de la técnica de tincion
con hematosilina-eosina, no determind diferenciaslae SLE de las pacientes. En
pacientes con H&E positiva, la SLE fue del 83,2%entras que en las pacientes con

resultado de H&E negativo, la SLE fue del 86,9%b{&aX X XIIl).

Respecto a la relacion entre la SLE y los resaftadke la técnica de tincion
inmunohistoquimica, no se encontrd significacioangstica. Las pacientes con IHQ
positiva presentaron una SLE del 90,9%. La SLEadehcientes con IHQ negativa fue

del 87,2% (Tabla XXXIII).
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En el andlisis de la relacion entre la SLE y loteeedentes geneésicos, no se
encontré ninguna significacion prondéstica. Antalsencia de antecedentes geneésicos,
la SLE fue del 89,9%, mientras que ante la preaetheicualquier tipo de antecedente
geneésico, la SLE fue del 85,5% (Tabla XXXIII).

No se pudo establecer ninguna relacion entre I& $Llos antecedentes
familiares de patologia tumoral. Las SLE fueron8de3%,; 91,6% y 84,9% para las
pacientes con antecedentes familiares de cancemal®a, pacientes con otros
antecedentes familiares oncoldgicos y pacientes asitecedentes familiares de
enfermedad oncoldgica, respectivamente (Tabla XXXI

En el estudio de la relacion entre la SLE y loseeedentes personales de
patologia benigna, si se encontrdé asociacion ssizihente significativa. El riesgo de
recidivar de las pacientes con antecedentes péesoda patologia benigna mamaria
fue 5,8 veces mayor que en las pacientes con aleieies personales de patologias
benignas en otras localizaciones y que en las masiesin antecedentes personales de

patologia benigna (HR=5,85; IC95%=2,6-12,8) (Figkifa(Tabla XXXIII).
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Figura 67. Curva de la supervivencia libre de enfermedad atasta de las pacientes segun sus

antecedentes personales de enfermedad tumoral.

Respecto a la relacion entre la SLE y el numerogdaglios centinela
encontrados en la cirugia, no se encontr6 asociaegbadisticamente significativa
(p=0,533) (Tabla XXXIII).

El andlisis de la relacion entre la SLE y el tamdaé las metéastasis ganglionares
no reveld diferencias estadisticamente signifieativSin embargo se observa un
aumento en el riesgo de recidivar de 1,7 veces®pdcientes que presentaron células
tumorales aisladas (CTA). Estas pacientes presemarSLE de 66,7%, mientras que
las SLE de las pacientes con tamafio de metas@sis<y >2,1mm fueron de 82,4% y
88,9% respectivamente (HR=1,72; 1C95%=0,2-14,3D(p#5) (Tabla XXXIII).

No se pudo establecer ninguna asociacion estaiistitte significativa entre la

SLE y la realizacion o no de linfadenectomia. Lasigntes a las que se les realizé LFD

210



Resultados

presentaron una SLE de 82,7%. La SLE de las pasienlas que no se les realiz6 LFD
fue del 87,2% (p=0,332) (Tabla XXXIII).

En el estudio del nimero de ganglios extraidodaelinfadenectomia no se
determiné asociacion estadisticamente significativa la SLE. En las pacientes a las
gue no se les extrajo ningun ganglio, la SLE fue8@g&%. En las pacientes a las que se
les extrajeron de 4 a 9 ganglios, la SLE fue ded®2 En las mujeres a las que se les
extrajeron de 10 a 15 ganglios, la SLE fue del®2 (MTabla XXXIII).

En cuanto a la relacion entre la SLE y el numergahglios positivos extraidos
en la linfadenectomia, no se determind asociacgtadésticamente significativa. Las
mujeres con 0 ganglios positivos presentaron una &l 82,7%. Las pacientes que
presentaron de 1 a 3 ganglios positivos mostrananSLE del 62,2% (p=0,227) (Tabla
XXXINI).

Respecto a la relacion entre la SLE vy el estadidummor primario, tampoco se
determiné asociacion estadisticamente significatiaa mujeres con tumor primario en
estadio | presentaron una SLE del 87,2%. La SLERslenujeres con tumor primario en
estadio IIA fue del 84,4% y la SLE de las paciemas estadio de tumor primario |IB

fue del 68,2% (p=0,879) (Tabla XXXIII).
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Tabla XXXIIl. Andlisis univariable de la supervivencia libre elefermedad en relacion con otros

factores estudiados.

Variable Categorias SLE (72m) EE HR* IC 95% p
e Positiva 83,20% 0,06 1,297 0,5-2,9 .
Negativa | 86,90% 0,023 1
. Positiva 90,90% 0,087 1 0.802
Negativa 87,20% 0,023 1,214 0,3-5,3
Antecedentes GOPO 89,90% 0,039 1,7 0,3-1,7 0.404
genesicos Otros 85,50% 0,024 1
Mama 87,30% 0,04 0,901 0,4-1,9
QU Owos 91,60% 0,04 1 0,88
No 84,90% 0,029 0,794 0,3-2,1
Mama 52,90% 0,121 5,854 2,6-12,8
Agéfgﬁggl"efs Otros 9410% | 0,057 1 0,001
No 88,10% 0,022 0,604 0,1-4,4
NO de 1 83,70% 0,038 1
ganglios 2 87,60% 0,032 0,7 0,3-1,4 0,533
centinela >3 88,20% 0,042 0,664 0,2-1,6
Tamarno de <2 82,4 0,066 1
met?;asis >2,1 88,90% 0,074 0,702 0,1-3,4 0,775
ganglionares CTA 66,7 0,272 1,72 0,2-14,3
LrD Si 82,70% 0,054 1,446 0,7-2,9% 0332
No 87,20% 0,023 1
Sermslios 0 87,20% 0,023
extraidos en 4-9 82,40% 0,092 0,415
laLFD 10-15 82,10% 0,068 1,115 0,8-1,4
Ganglios + 0 82,70% 0,065 0,631 0,2-1,5 0227
enLFD 1-3 62,20% 0,178 1 ’
[ 87,20% 0,024 1,213 0,5-2,5
Estadio A 84,40% 0,048 1,642 0,3-6,9 0,879
B 68,20% 0,207 0,785 0,1-5,7

IC95%: intervalo de confianza 95%. EE: error estdin8ignificacion estadistica: @505. *Los HR estan

ajustados por todas las variables de la tabla.
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VIII.F. Andlisis multivariable de la supervivencia libre de enfermedad

Una vez establecidas las variables prondsticas igtleyen en la SLE
analizamos la importancia relativa de cada una Ms,emediante un analisis
multivariable. En este modelo de andlisis se irelog el tipo tumoral, la presencia de
RE, la expresion del indice de proliferacion Ki6lby antecedentes personales.

Las variables que presentaron valor pronosticepeddiente en el riesgo de
recidivar de las pacientes con cancer de mama rfuergresencia de receptores de
estrogenos (p=0,039) y los antecedentes persapaieH01).

La probabilidad de recidivar de las mujeres cazs@ncia de RE es 0,4 veces
inferior que en aquellas en las que hubo ausereiRE (HR=0,47; 1C95%=0,2-0,9)
(p=0.039).

Los antecedentes personales también mostraronifiage pronostico
independiente. Las mujeres que presentaban antéesdpersonales de patologia
benigna mamaria mostraron una probabilidad 5,9svec@erior de recidivar que las
pacientes con antecedentes de patologia benignatras localizaciones o sin

antecedentes de patologia benigna (HR=5,93; IC95P4E20) (p<0,001).
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Discusién

El cancer de mama es tumor mas frecuente en mufgeesstima que cada afo
se diagnostican 429.900 mujeres con cancer de ni&enkay J, et al. 200 En el
EUROCARE-5 se muestra que las tasas de supervivasmirespondientes a esta
neoplasia en Europa es del 81,9% (IC95%, 81,6-8RzDjnedia europea ha aumentado
en los ultimos afos del 78,4% al 82,4B& Angelis R, et al. 2014n Espafa la cifra
asciende a unos 25.000 casos al afo, lo que repaeasssi el 30% de todos los tumores
del sexo femenino en nuestro pais, constituyendatgo, un importante problema
sanitario.

Se han producido importantes progresos en todoasjpsctos de esta patologia
tumoral. Estos avances abarcan desde el estudas dactores de riesgo, predictivos y
prondsticos, hasta el desarrollo de una taxonormsiacular, mejoras en las técnicas de
diagndstico y quirdrgicas o avances en farmacogenéttc., todos ellos fruto de un
gran numero de ensayos clinicos cuyo fin es megrprondstico y calidad de vida de
las pacientes.

El GC se define como aquel ganglio que recibe t#ireente el drenaje linfatico
desde el tumor primario, y por lo tanto, es el priganglio que se vera involucrado
cuando el tumor metastatice por la via linfaticactualmente, en tumores
microinvasivos menores de 3cm y en estados preceeasaliza la técnica de la biopsia
del ganglio centinela. En el caso de que ésta sgatina para metastasis se obvia la
linfadenectomia axilar y permite mejorar la esiadifion, ya que enfocandose solo en
un ganglio linfatico, las técnicas actuales aunretaadeteccion de micrometastasis y
esto predice el resto del la axila entre un 94% 88%(Bland KiI, et al. 2003).

El proceso de diseminacion y metastasis es dinampasando por una serie de

etapas: invasion de la matriz extracelular, disemidn vascular y alojamiento de las
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células tumorales. Es necesario que la célula mimmmplete este proceso para
originar una metastasis detectable. El resultadal fdepende de las propiedades
intrinsecas de las células tumorales, que deteramnsu capacidad para completar
todos los pasos necesari@3emicheli R, et al. 1997y de la respuesta inmune del
hospedadofHakim AA. 1988)

Las micrometastasis, segun la clasificacion TNMdsinen como: "Focos de
células tumorales menores de 1-2mm en una zondigaay. En el cancer de mama,
las primeras metastasis son linfaticas y estas gouedar lugar a una nueva
diseminacién, via hematogena o linfatica, de ldsla® tumoralegLeong SP, Tseng
WW. 2014)

En nuestro estudio, siguiendo las definicionesadeéptima edicion d€lancer
Staging Handbooklel American Joint Committee of Canq&JCC), publicada en 2010
(Edge SB, et al. 2010hubo un 19,5% (59 de 302) de pacientes en lasguketectd
metastasis. De ellas el 64,4% presentaron macretasi®, al 30,5% se le detecto
micrometastasis y al 5,1% se le detecté CTAs. Estivaduce, en toda la poblacion, en
un 12,6% (38 de 302) de macrometastasis, un 5,8%1€1302) micrometastasis y un
0.9% (3 de 302) de pacientes con CTAs. En generalps trabajos publicados por
otros autores que contemplan esta clasificaciortierdn unos valores en sus
poblaciones del 0,4-62% de macrometastasis, un1%38e micrometastasis y un 0-
30,2% de CTAs, acorde con nuestros resultéidosg DN, et al. 2010) (Gatzemeier W,
Mann GB. 2013) (Donker M, et al. 2014)

Actualmente, el estado de los nodos linfaticosasgd en el momento del
diagnéstico sigue siendo uno de los indicadores@stico mas importantes para las

mujeres con cancer de maif@arter CL, et al. 1989)La presencia de metastasis en los
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ganglios linfaticos, asi como el numero de gangimglicados contribuyen de forma
importante en la toma de decisiones con respedi@atalmiento sistémico adyuvante a
aplicar. De hecho estos valores se asocian a uardaran la probabilidad de recidiva y
mortalidad(Saez RA, et al. 1989)

El objetivo de la diseccidon de los ganglios lirdas axilares es obtener
informacion precisa sobre el estado de afecciola dadena linfatica y el control local
de la enfermedad. Sin embargo el procedimientolexmlmuchas complicaciones
potenciales, como el linfedema, disfuncion del hammp parestesiaéSahin AA, et al.
2009)

En los uUltimos afios la técnica de la BGC se comside gran importancia ya
que provee informacién sobre el estado de los genglxilares con una morbilidad
menor que la diseccion completa de los gangliosld’tanto, segun los resultados de
varios ensayos randomizados internacionales, la B®Cconsidera la técnica de
eleccion ante los casos de pacientes con canceradea temprano y nodos axilares
clinicamente negativd®atani N, Mokbel K. 2009) (Veronesi U, et al. 2003

El ganglio linfatico es una estructura tridimensimpor lo que, para su estudio
es necesaria la realizacion de cortes seriadosopaela tincion con H&E, aumentando
asi la probabilidad de encontrar metastasis. Dagolas células epiteliales normales y
las células tumorales contienen en su citoplasnlaaulas propias del tejido epitelial,
como son las citoqueratinas o el antigeno epitdéamembrana, la realizacion de la
IHQ con anticuerpos para detectar estas molécelasife su identificacion especifica.

El estado de afectacion ganglionar durante una B&iene determinando
mediante distintos métodos como el examen histtjgate y las técnicas

inmunohistoquimicas. Segun la Reunién de Consersional sobre la BSGC en el
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Cancer de Mama, celebrada en Murcia, en Noviemble@06 y organizada por la
Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamasagécnicas mas aconsejables
para el analisis intraoperatorio del/los GC son iargd cortes por congelacion,
citologia por raspado o impronta citologica. La IHi@Qraoperatoria es una técnica
Optima, pero no accesible o disponible en todoséosros.

Se define como ganglio positivo o afectado aqued guesenta células de
caracteristicas histopatolégicas o inmunohistoquamide malignidad, diferenciando,
como ya se ha mencionado, entre metastasis, mitastasis, y células tumorales
aisladas(Pifiero A, et al. 2007)No obstante, ningun método ha sido estandariaado
nivel internacional para el analisis patologico @& (Liu LC, et al. 2011)por lo que
resulta complicado el analisis comparativo de éssitados de diferentes ensayos.

Ya que la afectacion de los ganglios linfaticos aefualmente el factor
pronéstico mas importante en el cancer de mamantesesante y relevante poder
utilizar técnicas moleculares en su deteccion, ya gportan mayor sensibilidad y
especificidad.

Actualmente, la identificacion de genes que seesekpresan en el cancer de
mama, en combinacién con los avances en las té&caeBiologia Molecular, dan lugar
a la mejora en el estadiaje del cancer de m@ailianders WE, et al. 2004EXxisten
articulos que demuestran que la técnica de RT-PCe&apaz de detectar enfermedad
metastasica, a través de los ARNm que se produtdasecélulas cancerosas, en los
ganglios axilares de pacientes con cancer de memnaiina sensibilidad de hasta una
célula cancerosa entre "16élulas normales, utilizando marcadores como la Wi@

CK19, entre otrogNoguchi S, et al. 1996)
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Los marcadores mas estudiados para este fin s@Ki® y la MG. Se ha
demostrado que la expresion de, por ejemplo la CK@Qanglios axilares con cancer
de mama metastasico, puede alcanzar de 5 hasta \&668s mayor expresion que la
expresion detectable en un ganglio linfatico nor(adas M, et al. 2001) CK19 y MG
son los marcadores que empleamos en nuestro trgiaja la deteccion de
micrometastasis.

La MG pertenece a un grupo de proteinas pequefiasalecion incluidas en la
superfamilia de las secretoglobin&dug J, et al. 2000)Estudios previos sugieren que
la expresion de la MG estaria asociada con lafpratiion de la glandula mamaria y la
diferenciacion termina(Watson MA, et al. 1998Watson y Fleming analizaron la
expresion de MG en 35 carcinomas mamarios usand®@R y Northern blot. Se
comunicé la sobreexpresion de MG (al menos 10 vexsgecto del tejido normal) en el
23% de los tumores estudiad@atson MA, et al. 19965in embargo, raramente se
encuentra MG en tejido tumoral no mamgftmughton RL, et al. 2001) (O'Brien N, et
al. 2002, y ademas se ha determinado que la expresion deest>restringida a la
glandula mamaria adult§Vatson MA, et al. 1996) (Fleming TP, et al. 2000)
Evidencias recientes demuestran que la MG es unosd@arcadores mas sensibles y
especificos descritos hasta el momento para laacétede micrometastasis en nodos
linfaticos axilares y que la determinacion de MG @&mcer de mama en estadios
tempranos puede proporcionar informacién prondéstidependientdMarchetti A, et
al. 2001) (Zehentner BK, et al. 2002)

La CK19 es una proteina de 40 kDa pertenecielgdamilia de las Queratinas.
Teniendo en cuenta que la expresion de queratiria da forma importante de unos

epitelios a otros, esta expresion se viene utilieaampliamente para determinar la
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huella genética de varios carcinomas. La CK19 erreto constituye el marcador mas
usado para la deteccion de células tumorales diselas mediante RT-PCR en
ganglios linfaticos, sangre periférica y médulaadde pacientes con cancer de mama,
tanto operable como metastasi®rown NM, et al. 2006)Esto es debido a la
heterogeneidad de las queratinas entre distintitsliep y su capacidad de permanecer
estables durante el proceso de malignizacion.

En este estudio se ha determinado la frecuencibwaler prondstico de la
expresion de MG y CK19. Hemos analizado tambiérvadbr prondstico de las
relaciones que se establecen entre la expresioestbs marcadores y los factores
pronéstico clasicos, biolégicos y otras variabléigiao-patologicas recogidas en la
historia clinica de las pacientes. Todo esto enam@rte prospectiva de 302 mujeres
diagnosticadas de cancer de mama en estadios, Isynllafectacion clinica axilar y
candidatas a la técnica de la BGC. Se excluyerdneskeidio las pacientes cuyas
cirugias fueron profilacticas. Ninguna de las patgie habia recibido tratamiento
neoadyuvante, ya que estudios a gran escala haosttado que la administracion de
esta terapia puede afectar a la precision de la 8i&@inuyendo la tasa de deteccion y
aumentando las tasas de falsos negatjkoehn T, et al. 2013) (Boughey JC, et al.
2013)

La tasa de deteccion de micrometastasis varia depelo de varios factores,
siendo uno de los mas importantes la técnica emni@le® pesar del buen prondstico de
las pacientes de cancer de mama con nodos negatiedbs25 al 30% de ellas
desarrollaran recurrencias locales o metastaseeisen un plazo de 10 af{éssher B,
et al. 1983) Algunos estudios sugieren que este desenlacavieable puede estar

debido en parte a la presencia de metastasis scuttadetectadas en los ganglios
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linfaticos. Se desprende de esto la importancisiéecnicas utilizadas para el analisis
de los GC biopsiados y/o nodos extraidos en las LFD

La evaluacion de los ganglios ha sufrido modifioaes a lo largo de los afos.
En la mayoria de los hospitales, el estudio angpatatdgico se realiza mediante cortes
seriados a distintos niveles para su tincion conEHg analisis IHQ, de forma
intraoperatoria. Sin embargo en la rutina, el paol tiene solo un 1% de
probabilidades de identificar un foco micrometastasdel didmetro de 3 células
(Gusterson BA, et al. 199 sto implica que las micrometastasis constituptashasta
3 células tienen un 99% de probabilidades de nodstectadas en el diagndstico
(Neville AM. 1991)En la tincion IHQ se emplean varios anticuerpasoclonales y
policlonales contra el antigeno epitelial y otrogigenos expresados en las células
cancerosas. Los anticuerpos anti-CK son los masleadips debido a que su
sensibilidad y especificidad son mayores en conggaracon otros anticuerpos
especificos anti-epitelio. Otros antigenos utilamaén la deteccion de micrometéastasis
en cancer de mama son los receptores anti-factacretl@miento epitelial humano
(HERZ2neu) y el anticuerpo anti molécula de adhespitelial (anti-EpCAM). Mediante
esta técnica se detectan micrometastasis en el38%l de los casos en los que el
ganglio habia sido clasificado como negativo medida H&E (Treseler P. 2006)En
toda la poblacion de nuestro estudio se encontrafoii3,6%) casos diagnosticados
como negativos por H&E, que posteriormente resuiltgrositivos mediante HQ. A
pesar de estas mejoras en la deteccion de micrstagigexisten varias situaciones que
pueden disminuir la sensibilidad de la técnica, edapérdida de expresion de CK por

parte de las células cancerosas, variaciones esspacificidad en relacion a los
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antigenos tumorales, una alta autofluorescencisefeb y variaciones subjetivas en la
interpretacion de resultados.

En la dltima década se han desarrollado numerosmscas en el diagndstico
molecular de cancer de mama centrando los esfuerets utilizacion de la RT-PCR.
Los marcadores que se emplean en esta técnicgenctitoqueratinas, mamaglobina y
el antigeno carcinoembrionario. Del 15 al 40% denlodos linfaticos clasificados como
negativos por histopatologia y por IHQ, al analzacon RT-PCR se clasificaron como
positivos(Viale G, et al. 2008) (Visser M, et al. 2008)

En nuestro trabajo encontramos 15 mujeres diagmaaists como negativas para
micrometastasis por H&E y por IHQ que, al analasnbor RT-PCR se reclasificaron
como positivas. De ellas, hubo 3 pacientes quseptaron recidiva, 2 en la misma
mama y 1 en la mama contralateral. Esta Ultimadeglla los 46 meses tras la cirugia. A
estas pacientes no se les realiz6 LFD. De las Ttemas, solo una de ellas se
encontraba en el grupo en el que se habia realgadiagnostico ademas por RT-PCR
a tiempo real, observandose también por esta #caoit resultado positivo. A esta
paciente tampoco se le realizé LFD, pero no présestidiva ni fallecio hasta la fecha
del fin del seguimiento clinico.

La RT-PCR a tiempo real y la RT-PCR convencionalhaa comparado en
nuestro estudio mostrando una correlacion exactaa pa deteccion de MG
(Kappa=1,000; p<0,001) y una correlacion exceleméda deteccion de CK19 y en la
deteccion de MG y/o CK19 (Kappa=0,943; p<0,001).

Sin embargo, la técnica de RT-PCR a tiempo readeuesolver algunas
limitaciones que presenta la RT-PCR convenciomahaque, al ser tan sensible, puede

detectar niveles de marcador que son basalesida $gno, considerando esos niveles

224



Discusién

basales como falsos positivos. Con la RT-PCR apieneal, al ser cuantitativa, se
puede diferenciar entre los niveles basales deamador determinado en tejido sano y
los niveles de sobreexpresion de ese marcadojjiéa temoral(Mitas M, et al. 2001)
ademas es mas rapida, pudiendo obtener un resdkatim del mismo acto quirdrgico.

Todas estas aproximaciones nos deben llevar hacesthndarizacion de las
técnicas y a la reproducibilidad de los resultadds, vez que a minimizar el riesgo de
falsos negativos y positivos.

A pesar de la importancia en los avances en ehdsigo y los tratamientos,
existe un 25% de pacientes con enfermedad localigalisencia de afectacion axilar
que presentara recidiva sistémica a pesar de uerdgpdaratamiento primario exitoso.
En el caso de pacientes con afectacion axilarahiel 30% de ellas no presentaran
recidiva en los 5-10 afios posteriof€ssher B, et al. 2002)Estos datos sugieren la
existencia de otros factores influyentes, diferend estado de afectacién de los
ganglios axilares, como el tamafio, el grado ypel tiel tumor primario, la expresion de
receptores hormonales, del gen HER2neu, del indigaroliferacion Ki67, de MG y de
CK19, asi como la presencia de antecedentes pé&saia patologias benignas, entre
otros factores.

En nuestro estudio los resultados indican que @%6de las pacientes de la
poblacion resultd ser positiva para la expresiorMdg el 12,6% resultd ser positiva
para la expresion de CK19 y el porcentaje parxpaesion de MG y/o CK19 fue del
18,5%. La presencia de cualquiera de estos dosadwes o ambos a la vez indica la
presencia de micrometastasis en el ganglio. Enelatura la tasa de identificacion de
micrometastasis varia entre el 2,3% y el 2(f¥eaver DL. 2010)Este amplio rango

puede deberse a las diferentes técnicas utilizaal@s|a deteccion de afectacion en el
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ganglio, ya que, como ya se ha mencionado, actnédnm existe un procedimiento
estandarizado internacionalmefiteu LC, et al. 2011)

En este trabajo se realizo el analisis de la sdidsith, especificidad, el valor
predictivo positivo y el valor predictivo negatide la técnica de la RT-PCR en relacion
a los resultados obtenidos por tinciéon con H&E y pocion IHQ. En cuanto a la
sensibilidad de la RT-PCR frente a H&E, se alcaelz81,4% para la MG, el 93,3%
para la CK19 y el 89,4% para MG y/o CK19. Los potages obtenidos al analizar RT-
PCR frente a la tincion IHQ fueron del 95,1% ercado de la MG, del 96,3% para la
CK19 y del 93,8% para MG y/o CK19. Lo que indica dnay un 89,4% de probabilidad
de clasificar correctamente mediante RT-PCR a @a#&epte cuyo resultado real sea el
definido como positivo mediante H&E, y un 93,8% maate IHQ.

Con respecto a la especificidad, frente a H&Elsanad valores del 59,6% al
considerar los resultados de la RT-PCR para MG2%44l considerar los resultados de
la RT-PCR para CK19 y 61,7% teniendo en cuentadssltados de la RT-PCR para
MG y/o CK19. Si el estado real es definido comoatieg mediante IHQ, se alcanzan
unos porcentajes de 81,8% para la MG, 72,4% pa@KIED y 100% al considerar los
resultados de la RT-PCR para MG y/o CK19. Lo qudicen que hay un 61,7% de
probabilidad de clasificar correctamente a unagrdeimediante RT-PCR cuyo estado
real sea el definido como negativo mediante H&He yin 100% mediante a IHQ.

Comparando la relacion entre los resultados afbdsnmediante la técnica de
RT-PCR frente a los resultados obtenidos por H&Hasa de valor predictivo positivo,
gue se considera como los verdaderos positivos @dresultados positivos de la RT-
PCR, alcanza el valor del 92,7%. En la relaciomeelats resultados obtenidos mediante

la técnica de RT-PCR frente a los resultados ofbbsnpor IHQ, el porcentaje asciende
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al 100,0%. En cuanto al valor predictivo negatmmporcion de verdaderos negativos
con respecto a los resultados negativos medialtBER, alcanzo el 51,8%. Cuando la
relacion analizada es entre los resultados obtenmdediante la técnica de RT-PCR
frente a los resultados obtenidos por IHQ, el puaje obtenido es del 42,3%.

Estos altos valores de sensibilidad se correspoooietos alcanzados por otros
autores, como en el trabajo de Gillanders y cels.el que consiguen una sensibilidad
de la RT-PCR frente a H&E del 93% en una poblaciér844 pacientes de cancer de
mama en estadios tempranos, con ganglios clinidenmagativoqGillanders WE, et
al. 2004) En el estudio de Viale y colgviale G, et al. 2008gn el que analizan una
serie consecutiva de 293 GC de 293 pacientes a@ercda mama, cuyo tumor primario
era menor de 3cm, con ganglios clinicamente negmicandidatas a la BGC, alcanzan
una sensibilidad del 77,8%, una especificidad &0%, un valor predictivo positivo
del 83,6% y un valor predictivo negativo del 92,9%.

Diversos autores han observado relaciones estadistnte significativas entre
los resultados obtenidos mediante la técnica d@THPCR con algunas caracteristicas
clinico patologicas como el tamafio tumoral, el grdustologico, el estado de
afectacion ganglionar, los receptores hormonalés .sobreexpresion del gen HER2neu
(Houvenaeghel G, et al. 2014) (Rovera F, et al.30Gillanders WE, et al. 2004)
(Ahmed SS, et al. 2013) (Co M, Kwong A. 20ES)as variables pertenecen al grupo de
factores prondstico clasicos y factores pronoédiiotdgicos.

Los factores pronostico clasicos estudiados entesit@jo fueron la afectacion
ganglionar, el tamafio del tumor primario, el gradmoral y el tipo histolégico del

tumor.
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En cuanto a la afectacion ganglionar. Las paciempee no presentaron
afectacion en los ganglios (84,1%), tuvieron unultagdo en la RT-PCR negativo para
MG, negativo para CK19 y negativo para MG y CK1$tos resultados estan en
concordancia con los obtenidos por Ahmed y cfdmed SS, et al. 2013n un
estudio retrospectivo que incluyd 1044 pacientesateinoma de mama invasivo y
candidatas a la técnica de la BGC. En esta pobla¢i® (68%) mujeres no presentaron
afectacion ganglionar, mientras que 334 (32%) pdesesi presentaron marcadores
tumorales.

En el estudio de la relacion de los resultadosmfbds mediante RT-PCR vy el
tamafno del tumor primario encontramos trabajos cahade Gillanders y cols.
(Gillanders WE, et al. 2004Ekn el que se establecen dos categorias: tumaoes ¥
>1cm, y se alcanza significacion estadistica elutsetumores >1cm y el resultado
positivo de la RT-PCR. Sin embargo en nuestra pabiaen la que todos los tumores
presentaban un tamafi@8em, no se encontraron significaciones estadisti€ste puede
ser debido a que en la RT-PCR de estos autoresiglian otros marcadores ademas de
la MG y la CK19, como mamB, mucl, CEA, PSE y PIP.

En el andlisis de la relacion entre el grado tumgrda expresion de los
marcadores tumorales se encontro relacion estatistnte significativa entre los
grados | y Il y la ausencia de expresion de MGgcagio con la ausencia de expresion
de MG y/o CK19 en conjunto. También en el trabajo @illanders y colgGillanders
WE, et al. 2004)se establece una relacion significativa, en ea$e, entre la presencia
de expresion de los marcadores y los grados tuesohay Il frente al |.

Los factores prondstico biologicos estudiados ¢ teabajo fueron la expresion

de receptores de estrogenos, la de receptoregdesperona, la sobreexpresion del gen
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HER2neu y el indice de proliferacion Ki67. Se ernadmna relacion estadisticamente
significativa en la relacion entre la expresion lde marcadores tumorales y la
expresion de receptores de estrogenos en el turmoanm. La presencia de RE se
asocia significativamente a la ausencia de CK10c@®o con la ausencia de MG y
CK19 juntos. Con la ausencia de MG se estableceéamaizncia clinica.

Del mismo modo se establecidé una relacion estadistinte significativa entre
la ausencia de expresion de MG y/o CK19 combinados, los porcentajes de
expresion del indice de proliferacion Ki675% y entre 6%-50%. Estos mismos
porcentajes constituyen una tendencia clinica a@usencia de expresion de MG.

En el trabajo publicado por Rovera y cdRovera F, et al. 2013¢ncuentran
también relacidn significativa entre la ausencigxigresion de marcadores tumorales y
la expresion de RE en una cohorte de 1976 mujenes@ncer de mama invasivo no
metastasico. También se establece relacion estadisinte significativa en el estudio
de Ahmed y cols(Ahmed SS, et al. 2013 especto al indice de proliferacion Ki67, en
el trabajo de Rovera y colg¢Rovera F, et al. 2013)al estudiar la relacion entre
expresion de los marcadores tumorales y el poreent expresion del Ki67, no se
encuentra significacion estadistica. Sin embargou® metaanalisis que incluyd 46
estudios y mas de 12.000 pacientes se concluydigekes altos de Ki67 en cancer de
mama temprano, estaba asociado a un mayor riesgeideva(Luporsi E, et al. 2012)

Con todo esto, se confirma/obsetaaexistencia de relaciones estadisticamente
significativas entre la expresion de los marcaddv€s y CK19 con variables de
riesgo para el cancer de mama, como la afectaenglignar, el tamafio y el grado del
tumor primario, la ausencia de expresion de receptde estrogenos y la del indice de

proliferacion Ki67.
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Antes estos resultados, se penso que podrianrextists variables, no incluidas
dentro de los factores prondstico clasicos ni lgiclds, que podrian revelarse también
como factores prondstico.

En nuestro estudio se analizaron las relaciones Enexpresion de MG y CK19
y variables como los resultados obtenidos por H&ds, obtenidos por IHQ, los
antecedentes genésicos de las pacientes, la exstd® antecedentes personales de
patologias benignas o familiares de enfermedadesldayicas, el numero de GC
encontrados, el tamafio de las metastasis gangi®nque se realizara o no LFD, el
numero de ganglios extraidos en LFD, cuantos ds eginglios fueron positivos y el
estadio del tumor primario. No se han encontradoarasas referencias en las que se
haya estudiado el posible valor prondstico desesdgiables. Sin embargo en nuestra
poblaciéon hemos encontrado varias relaciones sfitzihente significativas, como la
relacion entre la expresion de MG y CK19 y los iteslos obtenidos por H&E. La
relacion se ha establecido entre los resultadoativeg por H&E y la ausencia de
expresion de MG, la de CK19 y la ausencia de amimsadores. De forma similar se
ha establecido una relacién significativa entredpresion de los marcadores tumorales
y los resultados obtenidos por IHQ. En este casseptar una IHQ negativa se asocio
con la ausencia de expresion de MG, la de CK19ausencia de MG y CK19 juntos.
En el estudio de Bostick y cols., se demostré6 umaelacion significativa entre la
presencia de marcadores positivos por RT-PCR &Cely es estado de los RE en el
tumor primario, asi como con el grado tumdgstick PJ, et al. 1998bEn el trabajo
de Lockett y cols., se analizé una serie consezwter61 pacientes de cancer de mama
mediante H&E, IHQ y un ensayo de RT-PCR con mu@spinarcadores. Encontraron

37 pacientes con nodos negativos por H&E e IHQ,lade cuales 15 (40%) se
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reclasificaron como positivos por RT-PCR. Tambié@gsomtraron mayor expresion de
marcadores tumorales junto con una disminuida SIds & afios (p=0,0Z).ockett MA,
et al. 1998)

Por otro lado, en nuestro estudio fue posible &mtab una tendencia clinica
entre la ausencia de expresion de MG vy la preselecantecedentes genésicos distintos
de GOPO. En el estudio de Lambe y cols., se obspr@al riesgo de padecer cancer de
mama disminuye con el nimero de embarazos a téranforma que las mujeres que
han dado a luz 5 0 mas hijos presentan la mitadedgo que las mujeres que nunca
tuvieron un embarazo a térmifloambe M, et al. 1996En esta linea existen estudios
que revelan que el riesgo de una mujer de preseatamer de mama esta asociado con
Su exposicion a las hormonas producidas por susogsyae forma que el embarazo y la
lactancia tienen un efecto directo en las célulasmarias, lo que causa que se
diferencien para poder producir leche. Algunos rastesugieren que dichas células
diferenciadas son mas resistentes a convertirsélatas cancerosas que las células que
no presentan diferenciacioRisso J, et al. 2005) (Britt K, et al. 2007)

En el andlisis de la relacion entre la expresiomd@ey CK19 y el nUmero de
GC encontrados, se establecié una relacion sigtifec entre la ausencia de expresion
de CK19 y aquellas pacientes en las que se enoomt2aGC. Se observo también una
tendencia clinica entre estas pacientes y la aiss@lec MG y CK19 en conjunto.
Existen estudios que demuestran que la presen@h nimero de nodos axilares
involucrados son fuertes predictores de la supendgi, como el de Guinee y cols.,
(Guinee VF, et al. 1993n el que observan que las tasas de superviveisoanuyen
cuanto mayor es el numero de ganglios involucradk@ga pacientes con nodos

histolégicamente negativos, las tasas de supemizvenlos 5 y los 10 afios fueron del
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90% Yy el 84% respectivamente. En los pacientegpgsentaron de uno a tres ganglios
involucrados, las tasas de supervivencia a lodds Y0 afios fueron del 73% vy el 44%
respectivamente.

Respecto al tamafio de las metastasis ganglionarestablecid significacion
estadistica entre el 100% las pacientes que peseniCTAs y la presencia de
expresion de MG, la presencia de expresion de CiK18,presencia de expresion de
MG y/o CK19. Hansen y cols., evaluaron el GC en @fferes por H&E e IHQ. Con
una media del tiempo de seguimiento de 38 mesdameliio de las metastasis en los
GC se reveld como factor pronéstico significatfidansenNM, et al. 2004)

En el estudio de la relacion entre la expresionlodemarcadores y que se
realizara o no LFD, se encontré relacion signifi@entre las pacientes que no fueron
sometidas a LFD y la ausencia de expresion de M@usencia de expresion de CK19
y la ausencia de MG y CK19 juntos.

Con respecto al numero de ganglios extraidos ebF[@, el 100% de las
pacientes a las que se les extrajo entre 16 y 86liga, presentd expresion de MG,
expresion de CK19 y expresiéon de uno o ambos maread

En el analisis del estadio tumoral se establegdifstacion estadistica entre las
pacientes con estadio tumoral | y la ausencia geesion de MG, la ausencia de
expresion de CK19 y la ausencia de expresion deyMIK19 juntos. Se observa un
claro aumento de expresion de los marcadores almmgde aumenta el estadio tumoral.

En canceres tempranos de mama operables, el oteotd sobre el estadio del
tumor supone una informacion prondstica importamtéendica la probabilidad de
recurrencia o muerte por la enfermedad. A pesda dalta de valor predictivo por si

mismo, el estadio del tumor primario se utiliza eamcionalmente como guia de uso
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para la terapia sistémica, ya que indica la extensie los limites del tumor, la
diseminacion del tumor y la informacion pronéstasociada, en forma de riesgo de
recurrencia del tumgBenson JR, et al. 2013)

El analisis de la supervivencia se ha realizadtagr802 pacientes incluidas en
el estudio. El seguimiento de las pacientes sedlizado en la Unidad de Patologia de
la Mama, con una mediana del tiempo de seguim@mid?2 meses. En otros estudios se
han realizado seguimientos de entre 40 y 95,6 meses

En el andlisis de la técnica de RT-PCR, no sergnzagignificacion prondstica
respecto a la SG a los 72 meses, ni para la M@anai la CK19, ni considerando MG
y/o CK19. Tampoco se encontré significacion proiastrespecto a la SLE. Sin
embargo, las HR se aproximan a 2 tanto para ladgt® @ara la SLE, por lo que existe
la posibilidad de encontrar significaciones estadis si se ampliara el tiempo de
seguimiento. En el estudio de Weaver y c@lgeaver DL, et al. 2011fon una media
de tiempo de seguimiento de 95,6 meses, encontpaar SG y peor SLE en pacientes
con metastasis ocultas que para pacientes sintastas

Por otro lado, entre los factores pronéstico amdbs en nuestro estudio de la
SG, se encontré una asociacion clinica con respelat@xpresion de RE, mientras que
la presencia del indice de proliferacion celula8Ki los antecedentes personales de
patologias benignas fueron las variables que pt@senvalor prondstico.

En cuanto a la expresiéon de RE, se observé queéslalé&Slas pacientes con
receptores de estrogenos positivos fue del 96,6¥ntras que en aquellas que no
presentaban receptores de estrogenos la SG 89 Féb (HR=0,231). Se observa un
67,9% de reduccion del riesgo de fallecer en péesecon presencia de RE, frente a las

pacientes con ausencia de ellos.
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En la literatura se muestran datos contradictori@smayoria de los estudios no
encuentran ninguna asociacion entre el estadosdedeptores y la supervivencia de las
paciente{De Boer M, et al. 2009) (Chua B, et al. 200&h nuestro estudio ya hemos
visto que la presencia de RE ejerce un efecto giat@umentando la SG y SLE con
respecto a la ausencia de RE. Esto concuerda coacian de que los tumores RE
positivos tienen un comportamiento menos agresiv@ambién encontramos una
correlacion positiva ente supervivencia y RE pesgien un estudio prospectivo que
evaluaba el efecto de metastasis ocultas (deposi€oD,2mm o0 menos) en la
supervivencigdWeaver DL, et al. 2011) En este estudio también se mostré un riesgo
reducido de muerte (HR=0,74) en las pacientes dorpésitivos debido a una mejor
respuesta a la terapia endocrina.

Respecto al indice de proliferacion Ki67 se en@psignificacion prondstica, ya
gue a medida que aumenta el porcentaje de expre®OKi67, se observa una
disminucién de la SG. Podemos afirmar que el indecgroliferacion Ki67 es un factor
de mal prondstico con respecto de la SG. En ddagpade Sotiriou y cols., se concluye
gue la tasa de proliferacion, ademas de el gradmlégico, los RE, los RP vy el
HER2neu, estan asociados tanto con la prognosi amn la sensibilidad a los
tratamientogSotiriou C, Pusztai L. 2009Una tasa de proliferacion alta se asocia con
peor prognosis, pero al mismo tiempo, también peedina mayor sensibilidad a
guimioterapia, observandose tasas mas altas delestgppatologica completa a la
guimioterapia neoadyuvantgyorffy B, et al. 2015)

Se encontré asociacion estadisticamente signifecagintre los antecedentes
personales de patologias benignas de las pacieideSG. El riesgo de fallecer de las

pacientes con antecedentes personales de patohmgimmas mamarias fue 8,71 veces

234



Discusién

mayor que en las pacientes con antecedentes plErsaegpatologias benignas en otras
localizaciones y que en las pacientes sin anteteslepersonales de patologias
benignas.

Existen diferentes autores que han incluido en esigdios la presencia de
antecedentes personales de patologias benignasnmBiargo no han sido muchas las
referencias encontradas que analicen esta var@bieo posible factor pronostico
independiente, en lugar de solo como factor deyoieEn el estudio de McPherson y
cols. (McPherson K, et al. 200@ncontraron que las mujeres con hiperplasia atipic
epitelial severa tienen un riesgo de 4 a 5 vecegomide desarrollar cancer de mama
que las mujeres que no presentan ninguna altergcgdifierativa en las mamas, y que
las mujeres con quistes palpables, fibroadenomasplegos, papilomas ductales,
adenosis esclerética, o hiperplasia epitelial madkero florida, tienen un riesgo
ligeramente mayor (de 1,5 a 3 veces) que las nagrre no han sufrido estos cambios,
aungue este aumento no presentd significacioncalirifor su lado, Cuzick y cols.
(Cuzick J, et al. 2015ncontraron que la hiperplasia epitelial conllemaiesgo 2 veces
mayor de desarrollar cancer de mama que en la@oblgeneral, mientras que en el
caso de la hiperplasia atipica, el riesgo aumenth a5 veces. También encontraron un
riesgo incrementado en pacientes que presentarstesu

El analisis multivariable mostré6 que las variabipge presentaron significado
prondéstico independiente en el riesgo de falleeefad pacientes de cancer de mama
fueron la presencia de receptores de estrégenoa pgrdsencia de antecedentes
personales de patologia benigna. El analisis nauiéible posibilita la consecucion de

las predicciones mas precisas en cuanto a prood&ydrffy B, et al. 2015)
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Con respecto a los receptores de estrégenosssevaluna reduccion del riesgo
en la probabilidad de fallecer del 67%, en lasgr@eis que presentan estos receptores.

La probabilidad de fallecer de las pacientes cotecedentes personales de
patologias benignas mamarias fue 4,1 veces suparita de las pacientes con
antecedentes de patologias benignas en otrazldalies o sin antecedentes.

En el estudio de la SLE, los factores prondéstine determinan el riesgo de
recidivar en nuestra poblacién son el grado tumahltipo histolégico del tumor
primario, la presencia de RE, el porcentaje deesipn de Ki67 y los antecedentes
personales de patologias benignas.

En el analisis de la variable grado tumoral enciélaa la SLE, se encontré que
el riesgo de recidivar de las pacientes con tumiongsio de grado tumoral 1l fue 2,3
veces mayor que en las pacientes con tumores josnde grado | y Il. Un bajo grado
histoldgico esta asociado de forma independiernteucomejor prondstico en pacientes
tratados solo con cirugia. Ademas predice menailsiddad a quimioterapia. Un alto
grado histologico se asocia a peor prognosis, pemnmismo tiempo predice mayor
sensibilidad a quimioterapia, al igual que sucextia el indice de proliferacion Ki67
(Gyorffy B, et al. 2015).

Con respecto a la relacion entre la SLE vy el tigtologico del tumor primario,
se pudo establecer una asociacion clinica, obsgépgénuna reduccion del riesgo de
recidivar en aquellas pacientes con tipo histolbgeel tumor primario del tipo
lobulillar. Estudios recientes muestran una SLBsad afios del 85% en cancer de tipo
lobulillar frente al 83% del cancer de tipo ductabservandose una disminucion en la

diferencia entre las SLE de ambos tipos tumor&es.embargo, el prondstico para el
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cancer de tipo lobulillar se muestra mas favoragjie para el tipo ductéhrpino G, et
al. 2004)

En el estudio de la relacion de la SLE con la preisede receptores de
estrogenos, se encontrd una reduccion del riesgeeddivar del 55% en aquellas
pacientes con presencia de REuvenaeghel y col{Houvenaeghel G, et al. 2014)
realizan un analisis multivariable en el que entaenque los RE negativos estan
asociados a una peor SLE. Gyorffy y cols, encuergrasu analisis que presentar RE
esta independientemente asociado con un mejor giioaden pacientes tratados
anicamente con cirugi@yorffy B, et al. 2015).

En el analisis de la relacion entre la SLE y eldedle proliferacion Ki67, se
pudo establecer una asociacion clinica. Se obsgmdas pacientes con un Ki67>51%
tienen un riesgo 2,0 veces mayor de recidivar ueseo de pacientes. En el trabajo de
Inwald y cols., estudiaron el valor prondstico #67 en una poblaciéon de 3.658
mujeres diagnosticadas de cancer de mama invastwe 2005 y 2011. En el analisis
multivariable encontraron que el Ki67 era un fagi@mnadstico independiente tanto para
la SG como para la SLE. La SLE a los 5 afios fuB6jé% y la SG fue de 83.3% en
pacientes con valores de Ki-67<15% frente a una &.#5,8% y una SG del 82,8% en
pacientes con valores de Ki67>45% (Inwald EC, €2@13).

En el estudio de la relacion entre la SLE y losceedlentes personales de
patologias benignas, se observé que el riesgo ddiva de las pacientes con
antecedentes personales de patologias benignasriasifiue 5,8 veces mayor que en
las pacientes con antecedentes personales de g@atoldbenignas en otras
localizaciones, y que en las pacientes sin anteteslepersonales de patologias

benignas. En el trabajo de Shaaban y cols., sezaral 674 muestras de biopsias
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benignas, que incluian 120 casos que desarrollaémter posteriormente y 382
controles. La mediana del tiempo de seguimientodfi€6,95 meses. En este estudio
encontraron que la hiperplasia lobulillar atipicangtituia el mas importante factor de
riesgo en el cancer de mama, con un desenlaceesfem/drable en pacientes <50 afos.
El riesgo relativo fue de 4,55. La hiperplasiaige usual presenté una peor SLE para
los pacientes >50 afios. En el caso de la hipegpthsital atipica el riesgo relativo fue
de 2,03; frente al de la hiperplasia usual, queliiel,53(Shaaban AM, et al. 2002)

El analisis multivariable de la SLE mostré que Vasiables que presentaron
significado prondstico independiente del resto o flactores analizados fueron la
presencia de receptores de estrogenos y los amtdesdpersonales de patologia
mamaria benigna. En el estudio de Azim y colsyltason ser factor independiente de
mal pronéstico los tumores con RE negativos em&lisis multivariable. Los pacientes
con RE negativos presentaron peor SLE en comparama aquellos que tuvieron
sobreexpresion de RBzim H. A. Jr., et al. 2008)

El estado de los nodos linfaticos axilares en enero del diagndstico es uno
de los factores prondstico mas importantes paranesijcon cancer de mar(@arter
CL, et al. 1989)La presencia de metastasis linfaticas y el narderoodos linfaticos
involucrados estan asociados con un aumento errolalplidad de recurrencia y
mortalidad(Saez RA, et al. 198%n nuestro estudio no encontramos que estogdacto
sean factor pronostico de SG ni de SLE, pero sinpasl establecer significaciones
estadisticas en las relaciones entre la expresoM@ y CK19 y el numero de GC
encontrados, el tamafio de las metastasis gang®nar se realiz6 o no LFD, vy el

numero de ganglios extraidos en caso de que searaal
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En la ultima década han aparecido diversos kitstumentos para la deteccion
de metastasis en GC en cancer de mama medianteCRTaPtiempo real. Estos
incluyen reactivos listos para su uso, controlesitpos y negativos y protocolos
detallados mara maximizar la estandarizacion dshymy la reproducibilidad de los
resultados intra e inter laboratorio. Ademas sézaaen un intervalo corto de tiempo
(aproximadamente 50 minutos) por lo que son valigasa su uso de forma
intraoperatoria.

Las pacientes de nuestra poblacion que han sidmabticadas mediante RT-
PCR a tiempo real ademas de con la RT-PCR convaadcio han sido mediante el uso
del primer ensayo de RT-PCR a tiempo real aprolpadda FDA (GeneSearch Breast
Lymph Node Assay, de Veridex) para la detecciomi@ometastasis en Galazzo
J. 2006) Ya se ha comentado que la correlacion de resdtadtre ambas técnicas fue
excelente, pero encontramos una paciente cuyotadsufue positivo por RT-PCR
convencional y negativo mediante RT-PCR a tiempal. r&sto tiene sentido si
consideramos que la RT-PCR convencional ha deteaadresion de base en tejido
linfatico del marcador, dando lugar a un falso posi Esta paciente no presento
recidiva ni fallecié hasta el fin del periodo degsimiento clinico.

Otro ensayo, mas aceptado y extendido que el ddéxeres el OSNA (one-step
nucleic acid amplification assay). Este es un nuedtodo basado en la RT-LAMP
(reverse transcription loop-mediated isothermal Idioation), un tipo de
retrotranscripcion que consiste en la transcripaiéversa del ARNm de la CK19,
utilizada como un marcador para cancer de mamalaebsu expresion en las células
tumorales y su baja expresion en células linfati€aujimoto M, et al. 2007) Existen

diferentes estudios que han validado la técnica D$bmo de alta sensibilidad y
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especificidad para detectar metastasis en los igan@¢®nook KL, et al. 2011)
(Khaddage A, et al. 2011) (Schem C, et al. 20@)ue permite un analisis cuantitativo
no operador dependiente con una sensibilidad cerab®5%, claramente superior a la
de la IHQ, que presenta valores de sensibilidaghntie el 70 y el 90%Visser M, et al.
2008) En nuestro trabajo se alcanzo un valor de sdidsibide la IHQ del 93,8% para
la deteccion de micrometastasis.

Con esta tecnologia y con la precisa definiciontigel de afectacion ganglionar
introducida en la séptima edicion deancer Staging Handbootétel American Joint
Committee of Cancermublicada en 201QEdge SB, et al. 2010kstableciendo las
diferencias entre CTAs, micro y macrometastasidtitmadl de autores han centrado sus
esfuerzos en estudiar el seguimiento de las pasiesu SG y SLE en relacién al
tamafno de las metastasis encontradas. En nuesti@drya se ha mencionado que se
encontré una significacion estadistica entre lasepées que presentaron CTAs y la
expresion de los marcadores estudiados, sin embargose encontrd0 ninguna
significacion prondstica entre el tamafio de lasastasis encontradas en nuestras
pacientes y la SG. Tampoco en la SLE, aunque ssnabsin aumento en el riesgo de
recidivar de 1,7 veces en las pacientes que paasenCTAs. Estas pacientes presentan
una SLE de 66,7%, mientras que la SLE de las pasiezon tamafio de metastasis
<2mm y >2,1mm fueron de 82,4% y 88,9% respectivaement

Otros autores, como Truong Yy cqf§ruong PT, et al. 2010)nostraron en 9637
pacientes, un descenso estadisticamente signiicake 10 afios en la SG de las
pacientes con micrometastasis (pN1mi) en comparaeidéaquellas con ganglios
negativos (pNO) en la LFD. En el estudio publicado Kuijt y cols.(Kuijt GP, et al.

2005) en 5196 pacientes, la tasa de SG fue menor @anpa@s con micrometastasis,
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aungue la diferencia solo alcanzo significacioadistica en un subgrupo de pacientes a
las que no se les administro terapia sistéemicavaaa. En el analisis multivariable la
enfermedad micrometastasica resultd ser un factorogtico para la mortalidad, con o
sin terapia sistémica. En el trabajo de Hansens; (idansen NM, et al. 2009¢n 790
pacientes, las tasas de SG y SLE a los 72 medeemm diferentes entre pacientes con
CTAs o micrometastasis y pacientes con gangliogathers, mientras que las pacientes
con macrometastasis (pN1) tuvieron unas tasasp\suvencia significativamente mas
bajas. Los datos publicados por Anderson y ¢aisdersson Y, et al. 2016h 2010 no
mostraron diferencias en la SG entre pacientes gamglios linfaticos negativos y
pacientes con CTAs o micrometastasis. Sin embarg@uitores encontraron una peor
tasa de SG en pacientes con micrometastasis embgrupo de mujeres menores de 50
aflos de edad. En la poblacion completa la tasal&eaSlos 5 afios fue similar en
pacientes con nodos negativos y CTAs, mientradupusignificativamente mas baja en
pacientes con micro y macrometastasis. El estudiman publicado por De Boer y
cols.(De Boer M, et al. 2009en 2009 (N=2707) mostré una reduccion de la Slds a

5 afos en pacientes con CTAs o micrometastasis nquéabian recibido terapia
sistémica adyuvante.

Son patentes las discrepancias en cuanto al sigddipronostico de la invasion
minima del GC. Es importante realizar estudios poblaciones que contengan el
mayor numero de pacientes posible, como en losaméligis, siempre y cuando el
analisis del estado de afectacion de los nodoatios se haya realizado siguiendo
protocolos similares, de forma que de la companade resultados entre estudios se
extraigan conclusiones fiables. Ademas, los tiemg@sseguimiento deben ser mas

largos para determinar el verdadero impacto que tia presencia de CTAs, micro y
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macrometastasis sobre la supervivencia, sobre ted@ndo en cuenta que las
poblaciones estudiadas se componen de mujeresiicmmds primarios en estadios muy
tempranos. El desarrollo de técnicas para la déteecoolecular de micrometastasis en
el cancer de mama probablemente se traducird emmej@a capacidad de planificar
terapias adyuvantes a medida, pudiendo identipe&ientes con mayor riesgo y que
podrian beneficiarse de terapias sistémicas masiags.

En esta linea encontramos los test pronostico gémittos, como el
MammaPrint Score, el Oncotype DX Assay o el Gendgrede Index, entre otros.

El MammaPrint (Agilent, Amsterdam, the Netherlan@s) un marcador de
pronéstico basado en micro-arrays y realizado porlalbboratorio central, que fue
aprobado por la FDA y en la Unién Europea como msago pronostico auxiliar en
pacientes de cancer de mama menores de 61 afasstadios | o Il, con nodos
linfaticos negativos, o con de 1 a 3 nodos lintipositivogMook S, et al. 2009Este
ensayo mide la expresion del ARNm de 70 genesrgtégia los pacientes en grupos
prondstico de bajo riesgo o de alto rieggan de Vijver MJ, et al. 2002)

El Oncotype DX Assay (Genomic Health, Redwood C@A, USA) es el
ensayo mas utilizado en los Estados Unidos en qtasiecon canceres RE positivos.
Este ensayo utiliza mediciones de expresion deehégrelacionados con el cancer y 5
"housekeeping genes" para calcular un indice dernetcia de 0 a 100, que puede
categorizarse en grupos de bajo riesgo (indicesiE8)go intermedio (indice entre 18 y
30), o alto riesgo (indice34) (Paik S, et al. 2004)

El Genomic Grade Index (MapQuant Dx, Ipsogen, Feaes un ensayo basado
en microarrays que mide la expresion de 97 genesgsignar un grado molecular. El

ensayo fue desarrollado por comparacion de pediesxpresion génica de tumores de
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grado | y grado lll. Este test puede reclasifimaeres RE positivos, histologicamente
de grado intermedio, en grado molecular alto o ,bajon un prondstico
significativamente diferente.

Sin embargo estas técnicas presentan limitacioketudios comparativos
indican que frecuentemente se producen discordaremala prediccion de riesgo,
cuando diferentes ensayos se aplican al mismo(PaabA, et al. 2012)Ademas no se
han encontrado marcadores moleculares asociadosl damafio del tumor ni con el
estado de afectacion ganglionar, que son dos dealébles clinico-patologicas mas
importantes en cuanto a prondstico, 1o que impdga en estos tests no se comtempla
esta importante informacién. Por estos motivosiesigo final de recidiva se determina
teniendo en cuenta tanto las caracteristicas malesucomo las anatémicas, ya que el
tamafo tumoral y el estado de los nodos linfatsms variables con valor pronéstico
independientéBirkbak NJ, et al. 2012)Por otro lado, se esta incrementando el uso de
los test prondstico gendmicos como herramientasaeseleccion de pacientes para
ensayos clinicos, asi como para definir poblaciari@zscamente relevantes para el
desarrollo de medicamentos.

Estas y otras tecnologias, como la secuenciaciorARIN, elaboracion de
perfiles de ARN, analisis de ADN libre circulanéeincluso el analisis del ADN de las
propias células tumorales circulantes (lo cual galizamos en nuestro laboratorio),
permiten profundizar mas ampliamente en el dedarded modelos multivariables que,
en el futuro nos llevarad a construir modelos ptadis mas robustos y fiables. Esto
siempre con el fin de que los pacientes se bepafial maximo de los tratamientos

pautados especificamente para ellos.
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Conclusiones

. El andlisis de MG y CK19 por RT-PCR convenciongdoy RT-PCR a tiempo
real muestra una fiabilidad entre métodos excelenteaves del indice kappa,

pudiendo equiparar los resultados obtenidos porartdcnologias.

. En pacientes con cancer de mama en estadios temsptanpresencia de
expresion de MG y CK19 es mayor en tumores prirsadi® grado lll, frente a

pacientes con tumores primarios de grado | y Il.

. En los ganglios cuyo tumor primario presenta uricende proliferacion celular
Ki67 >51%, la expresion de MG y CK19 es mayor que lanalada con

porcentajes de Ki67 menores al 50%.

. Existe un 93,8% de probabilidad de no encontraresipn de MG y CK19 en
los ganglios diagnosticados como negativos por onedie tincién

inmunohistoquimica.

. Las pacientes en las que se detectaron 2 ganghoiinela, presentaron un

91,5% de ausencia de expresion de CK19, frente 8,%¥ de presencia de

expresion de este marcador.

. La expresion de MG y CK19 se asocia con mayoresfiasde las metastasis

ganglionares.
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7. Enlos ganglios en los que se detectan célulasrales aisladas existe siempre

expresion de MG y CK19.

8. En las pacientes en las que no se realizo linfaeméa se detecté un 91,8% de
ausencia de expresion de MG y CK19, frente al 8@ si expresaron estos

marcadores tumorales.

9. La expresion de MG y CK19 se asocia con un mayonemd de ganglios a

extraer en la linfadenectomia.

10.Resultaron ser factor prondstico independiente mespecto a la SG, los
antecedentes personales de patologias benignaprgdancia de receptores de

estrogenos.

11.El indice de proliferacion celular Ki67 en porcgesamayores o iguales al 51%

es un factor de mal prondstico con respecto a lg 8@ SLE.

12.Se observa un 67,9% de reduccion del riesgo dectallen las pacientes con
presencia de receptores de estrogenos, frente patasntes con ausencia de

ellos.

13.Se observa un 55% de reduccion del riesgo de vecidin las pacientes con
presencia de receptores de estrogenos, frente patasntes con ausencia de

ellos.



Conclusiones

14.Los antecedentes personales de patologias bemgnsituyen una variable con

valor prondstico independiente en el riesgo delieai de las pacientes.
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Anexo 1: Consentimiento informado

INFORMACION PARA LA PACIENTE Y FORMULARIO DE

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Hospital Clinico San Carlos
Laboratorio de Gendmica.

Servicio de Analisis Clinicos.

La paciente , de

afos de edad, con DNI/NIE as haber sido informada por el
Dr./Dra. , con numero de
colegiado , declara que s darinistrado y que a través de

este documento ha podido leer y ha comprendidaftanhacion correspondiente a la
participacion en el Estudio llevado a cabo en edgital Clinico San Carlos sobre la
deteccion molecular de micrometastasis en ganghtirela.

INTRODUCCION

Por la presente le invitamos a participar en undéstde investigacion. Para decidir si
desea 0 no participar en este estudio usted tierextb a saber cual es el objetivo del
mismo, cual es la seleccion de los pacientes,fmsedimientos que se emplearan y los
riesgos que conllevaria.

OBJETIVO

El ganglio centinela es definido como el primergjemde drenaje de la mama, el cual
se detecta con técnicas de medicina nuclear yfwasde. Las metastasis y la invasion
por células cancerosas se detectan en este gangtio la principal causa de morbi-
mortalidad relacionadas con el cancer de mama. dflemp desarrollar técnicas

moleculares que permitan la deteccidon precoz dameistasis axilares ha sido el
objetivo de muchas investigaciones.

Con este estudio se pretende valorar la sensithlitka especificidad y el valor
predictivo de las técnicas moleculares en el maejcancer de mama.

PROCEDIMIENTO

Se utilizardn muestras recogidas de mujeres didigadas de cancer de mama en
estadio | y Il, que fueran candidatas a la técdeaiopsia del ganglio centinela y cuyas
muestras de tejido fueron evaluadas durante el iatt@operatorio de hematoxilina-
eosina y por medio de inmunohistoquimica.

El RNA obtenido y almacenado de estas muestrasesgoéeado en la realizacion de las
técnicas moleculares a valorar en este estudio.
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Mediante la firma de este documento, la pacientsudaprobacion para la utilizacion de
sus muestras biologicas en dicho estudio, asi qarela utilizacién de la informacion
contenida en su Historia Clinica, con la Unica glesiva finalidad de presentar la
mayor disponibilidad de datos posible en la ingestion.

Los datos obtenidos serdn manejados con la maamfadencialidad y de acuerdo con
la ley 15/99 de Proteccion de Datos de CaractesoRat.

AUTORIZO a que el personal médico utilice, parasirde investigacion, las muestras
obtenidas durante mi intervencion y la informadifeiuida en mi historia clinica.

Me reservo expresamente el derecho de revocar mseatimiento en cualquier
momento, sin necesidad de explicar los motivos ry ggle ello repercuta en mis
cuidados médicos.

En Madrid a (LUGAR Y FECHA).
LA PACIENTE EL INVESTIGADOR
DNI/NIE: N° DE COLEGIADO:

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

A través de la siguiente firma, la paciente ,
con DNI/NIE desestima su ppaodn en la investigacion
realizada en el Hospital Clinico San Carlos solae deteccion molecular de
micrometastasis en ganglio centinela, asi como utlesza la utilizacion de la
informacion contenida en su Historia Clinica pacd estudio.

En Madrid a (LUGAR Y FECHA).
LA PACIENTE EL INVESTIGADOR
DNI/NIE: N° DE COLEGIADO:
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Anexo 2: Aprobacion CEIC

Informe Dictamen Protocolo Favorable
Otros Estudi

By Donvital Clisi San Calow o . >

m— CP. - CL 11/031-E

14 de febrero de 2011

CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

DNA M DEL MAR GARCIA ARENILLAS, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIEO SAN CARLOS DE MADRID.

CERTIFICA

Que en el estudio titulado: “Estudio molecular de micrometistasis en ganalio
centinela. Valor prondstico"con cédigo Interno: 11/031-E.

o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los
objetives del estudio v estE@n justificados los riesgos v molestias previsibles para el
sujeto,

o Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

o La capacidad del investigador v los medios disponibles son adecuados para llevar a
cabo el estudio.

o El alcance de las compensaciones economicas previstas no interfiere con &l respeto
de los postulados éticas,

Es por ello gue el Comité informa favorablemente sobre la
realizacion de dicho proyecto por la Dra. M® Luisa Maestro de las
Casas, del Servicio de Andlisis Clinicos, del Hospital Clinico San

Carlos como Investigadora Principal.

Lo gue firmo en Madrid, a 14 de febrero de 2011

._.—-—-'
‘ 4 s pide rm—a'\,
g Carld
'LI: Eamibh rmﬂrﬂ_/
=

o

Fdo: Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Area 7 - Hospital Clinico San Carlos

Hospital Qinlco San Carlos
Doctor Martin Lagos, sin. Madrd 28040 Madrid Espafia

Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 33032 99 Correo eledrdnico ceic hosofsalud madrid.ong
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