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1.1 Importancia demografica y epidemiologia del cancer de

mama

El cdncer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente de la mujer con una
incidencia estimada de 1.67 millones en 2012 que representa el 25% de todos
los canceres diagnosticados en este periodo (Figura 1). Es la segunda causa
de muerte por cancer para las mujeres de los paises desarrollados (15.4%)
detrds de las muertes por cancer de pulmon y la primera causa de muerte por

cancer en los subdesarrollados (14.3%) (1).

Figura 1. Incidencia diferentes tipos de cancer para ambos sexos
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Estos datos practicamente coinciden con los espafioles. La poblacion espafiola
oficial a 1 de julio de 2014 era de 46.464.053 personas y de ellas 23.620.334
mujeres (2). El numero de fallecimientos en 2013 fue de 390.419 y de estos
190.585 fueron mujeres (0.8% poblacion femenina). De las mujeres fallecidas
43.310 (22.7%) lo hicieron a causa de un cancer y de ellas 6.477 (14.9%)
fallecieron a causa de uno de mama (3). La incidencia en Espafia es menor
gue en EEUU, Canada, Reino Unido, Paises Bajos, Alemania, Francia y Suiza.
Es similar al resto de paises de Europa Mediterranea, Centroeuropeos,
Portugal e Irlanda. Aunque no disponemos de un registro nacional de cancer,
si de la informacién de Registros de base poblacional que comunican de forma
periddica la informacion recogida (4). Los datos extraidos de Globocan lo

corroboran (Figura 2)

Figura 2 . Incidencia de cancer de mama por regiones
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1.2 Tendencia actual de la incidencia del cancer

Globalmente la incidencia del cancer esta aumentando en gran medida por el
envejecimiento de la poblacion y el aumento de hébitos de riesgo de contraer
cancer, en particular el tabaco en los paises en vias de desarrollo. Una
cantidad significativa de céanceres podrian ser prevenidos mediante la
aplicacion del conocimiento actual del control del cancer y con la
implementacion de programas de control del tabaquismo, vacunacién y
deteccion y tratamiento precoz. También con campafias de promocion de
actividad fisica y una dieta saludable (5).

La Agencia internacional para la investigacion del cancer (OMS) publica en su
pagina de Globocan las gréaficas de evolucién de la incidencia del cancer de
mama en las diferentes regiones (Figura 3) y la evolucién de la mortalidad por
este cancer en las mismas (Figura 4) (1).

Figura 3. Evolucion de la incidencia del cancer de mama en la mujer
(Globocan 2012)
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Figura 4 . Evolucion de la mortalidad por cancer de mama
(Globocan 2012)
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No obstante el cancer de mama ha experimentado un descenso en incidencia
desde 2003 probablemente relacionado con la reduccién de la utilizacion del
terapia hormonal sustitutiva (THS) en mujeres postmenopausicas tras la
publicacion del estudio del Women's Health Initiative en 2002. El hecho de que
la disminucion principalmente se diera en mujeres de mas de 50 afios y en
tumores con receptores de estrégenos (RE) positivos respalda esta relacion. La
mortalidad por cancer de mama también ha experimentado un descenso (6).

También se ha observado un discreto aumento en la incidencia del cancer de
mama metastasico en mujeres jovenes (25-39 afios) en Estados Unidos de

Norte América (EEUU) las pasadas décadas (7).

Mencion aparte merece el carcinoma ductal “in situ” (CDis), su diagnostico ha

aumentado dramaticamente con la introduccién del cribaje de mama (8).
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1.3 Factores prondosticos del cancer de mama

Los factores prondsticos son aquellos que nos informan sobre la historia natural
de una enfermedad sin tratamiento. Nos ayudan, por tanto, a conocer la mayor
0 menor agresividad de la misma.

Los factores predictivos, se asocian con la prediccibn de respuesta a un
tratamiento y nos ayudan a tomar decisiones terapéuticas de un tratamiento
especifico.

Algunos factores pronosticos son ademas factores predictivos. Un ejemplo de
éstos seria la expresion de receptores hormonales que, ademas de ser un
factor predictivo de buena respuesta a un tratamiento hormonal, también es un

factor de buen prondstico.

1.3.1 Factores prondsticos relacionados con la paciente

1.3.1.1 Edad

Multiples estudios han demostrado que las pacientes diagnosticadas de cancer
de mama en edades jovenes tienen peor prondstico (9,10) y establecen la edad

como un factor prondstico independiente.

Estudios epidemioldgicos demuestran que a igualdad de estadio clinico las
pacientes de mayor edad tienen mejor prondstico que las mas jévenes. El
diagnéstico a edades jévenes se asocia con una mayor afectacién axilar, mayor

tamafo de los tumores y negatividad de los receptores hormonales (11).

Las pacientes menores de 35 afios tienen peor prondstico (12). Muestran un
riesgo superior tanto de recidiva de la enfermedad (p=0.002) como de
desarrollar metastasis a distancia (p=0.03). Ademas de una mortalidad mayor
(HR 1.50). Los tumores en estas pacientes acostumbran a mostrar factores de
mal prondstico como grado histoldgico 3, invasion linfovascular, necrosis y RE

negativos (13).
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No obstante, los tratamientos adyuvantes actuales reducen el riesgo de recaida
y mejoran el prondstico en las pacientes jovenes que los reciben. Asi, las
pacientes jovenes que no recibieron tratamiento adyuvante presentan un mayor

riesgo de muerte (14).

En cuanto al otro extremo de edad, se observa una asociacion entre la edad
avanzada al diagnostico y la presencia de caracteristicas biologicas favorables
en el tumor, como aumento de la expresion de receptores hormonales, indices
de proliferacion menores y ausencia de sobreexpresion de receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (15). Algunos tipos tumorales
como el lobulillar se han encontrado con mayor frecuencia en pacientes de
edades mas avanzadas. Estos datos sugieren que podria haber cambios

histoldgicos en el cancer de mama relacionados con la edad (16).

Por otro lado, las pacientes de edad avanzada con frecuencia presentan
comorbilidades importantes asociadas al diagndstico de cancer de mama. Las
mas frecuentes son: las enfermedades cardiovasculares, los tumores previos y
la diabetes. Esta asociacion hace que el pronéstico sea peor de lo esperado

para la edad de la paciente y el tipo de tumor (17).

1.3.1.2 Raza

Las mujeres blancas son un poco mas propensas a desarrollar cancer de
mama que las mujeres afroamericanas. Sin embargo, en las mujeres menores
de 45 afios, el cancer de mama es mas comun en las mujeres afroamericanas
que en las mujeres blancas. Las mujeres asiaticas, latinas y nativas
norteamericanas presentan un riesgo menor de desarrollar caAncer de mama y
morir a causa de ello (18).

En EEUU se observd que una serie de factores biolégicos asociados a mal
pronéstico se encuentran presentes con una frecuencia superior en los
tumores de mama de mujeres hispanas y, sobre todo, en los de mujeres
negras. Tumores con una biologia mas agresiva podrian dar lugar a un estadio
mas avanzado al diagnostico y una peor supervivencia que el grupo en su
conjunto (19). En general se asocia un peor prondstico a las mujeres de raza
negra en comparacion con las de raza blanca (20,21).
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1.3.2 Factores prondsticos relacionados con el tumor

1.3.2.1 Tamafo tumoral

El tamafio tumoral es uno de los factores prondsticos mas importantes, es un
factor prondstico independiente (22) y existe una relacion directa casi lineal
entre el tamafio tumoral y la supervivencia en el cancer de mama (23). Incluso
tras un seguimiento de 20 afios (24) como se puede ver de forma grafica en la
figura 5 se constata la clara relacidon entre supervivencia y tamafio tumoral.
Cuanto mayor es el tamafio de un tumor menor la supervivencia (25). El mismo
autor también relaciona el tamafio tumoral con la afectacion axilar, otro de los
factores prondsticos mas importantes, encontrando una estrecha e

importantisima relacion entre ambos.

Figura 5. Supervivencia acumulada en funcion el tamafio tumoral
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Otros muchos estudios han demostrado esta clarisima relacion entre el tamafno

tumoral y el prondstico de la enfermedad (26).

También existe una relacion directa entre el tamafio tumoral y la probabilidad

de presentar metéastasis (27) como queda reflejado en la figura 6 .

Figura 6 . Tamafio del tumor en relacidén con las metastasis
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1.3.2.2 Estado ganglionar

El estado ganglionar es el factor prondstico mas importante del cancer de

mama, y un factor independiente (22,28).

La afectacién ganglionar es un valioso indicador de supervivencia a largo plazo
(24,29). Los pacientes con ganglios positivos tienen entre 4 y 8 veces mayor
mortalidad que los pacientes sin afectacion ganglionar. Ademas, cuantos mas
ganglios afectos peor es el prondstico. Las pacientes con 10 o mas ganglios
axilares afectos tuvieron un 70% mas de mortalidad a 10 afios que los
pacientes que solo tenian entre 1 y 3 ganglios positivos (Figura 7). La
supervivencia de los pacientes con afectacion ganglionar ha mejorado gracias
a los mejores sistemas de estadificacion y la administracion de tratamientos

sistémicos (25).

Figura 7 . Supervivencia acumulada en funcion de la afectacién ganglionar
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La afectacion ganglionar se establece, en general, de forma quirdrgica. Hace
muchos afios, la estrategia mas 6ptima para el tratamiento de la axila, de las
pacientes con cancer de mama, era la extirpacion de un namero notable de
ganglios (se estimO que debia ser un minimo de 10 ganglios). Posteriormente
se observo la ausencia de beneficio de realizar un vaciamiento ganglionar
axilar cuando su estudio histolégico demostraba una ausencia de metastasis.
La incorporacion de la biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC), permitio
evitar un vaciamiento ganglionar sistematico minimizando asi la incidencia de

morbilidad secundaria (30).

La técnica quirdrgica de al BSGC consiste en la inyeccion de un radiotrazador
en la mama afecta para estudiar el drenaje del tumor. En el quir6fano se realiza
la localizacion del ganglio centinela (GC) con una gammacamara portatil que
nos indica exactamente su situacion para asi proceder a su exéresis. El analisis
anatomopatologico del ganglio se hace de manera intraoperatoria. A grandes
rasgos se acepta que: si el GC es negativo, 0 presenta una micrometastasis,
no es necesario realizar el vaciamiento de la axila y se considera estadificada
como con ganglios negativos; si es positivo, debe realizarse la linfadenectomia
axilar que ha de contar con un minimo de 10 ganglios para ser valorable.
Recientemente, el estudio Z0011 publicado por Giuliano en 2011 ha generado
cierta polémica y diversidad de opiniones acerca de la necesidad de
linfadenectomia axilar en pacientes seleccionadas cuando tienen 1 o 2 ganglios
centinelas positivos para metastasis (31).
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1.3.2.3 Tipo histoldgico

El cancer de mama constituye un heterogéneo grupo de lesiones infiltrantes.
Aunque los tipos histolégicos mas frecuentes son el ductal y el lobulillar, existen
otros muchos tipos, menos frecuentes, con distintos significados pronésticos
(32).

El carcinoma ductal infiltrante (CDI) (Figura 8 ) es el mas frecuente y representa
el 75% de todos los canceres de mama. La OMS se refiere al CDI como “Not
otherwise Specified” (NOS) o “Tipo no especial’ (NST) (33).

Figura 8 . Carcinoma ductal infiltrante de ningun tipo especial (NST)

El carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) (Figura 9) representa un 5-15% de todos
los canceres de mama (34). A pesar de posibles excepciones suele presentar
un perfil inmunohistoquimico (IHQ) favorable y se considera tiene mejor
pronoéstico. Entre las pacientes de 30 a 49 afios el riesgo de mortalidad es el
mismo que para el CDI NST, pero para las pacientes de 50 afios o mayores sin
afectacion ganglionar se asocia a un riesgo de mortalidad reducido un 11%

(35). Hay formas pleomorficas que pueden ser mas agresivas (36).
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Figura 9 . Carcinoma lobulillar infiltrante

Existen otros tipos especiales de cancer de mama mucho menos frecuentes,

entre ellos encontramos:

El carcinoma mucinoso infiltrante (Figura 10) se asocia tipicamente a un mejor
prondstico que los demas tipos de cancer de mama (37), asi como el tubular o
el medular, presentan un 31-79% de disminucion de riesgo de mortalidad
comparado con el CDI NST (35).

Figura 10 . Carcinoma mucinoso
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El carcinoma tubular (Figura 11) es asi mismo poco frecuente, representa un
1-4% del total de los canceres de mama. Se ha demostrado que muestra un
pronéstico favorable con una baja tasa de afectacién ganglionar y recidiva y
una excelente supervivencia global (38). Recientes estudios concluyen que

presenta mejor pronoéstico que tumores ductales infiltrantes grado 1 (39).

Figura 11 . Carcinoma tubular
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El carcinoma medular (Figura 12 ) de la mama representa menos del 5% de los
casos de cancer de mama, suele darse en pacientes mas jovenes y se divide
en tipico y atipico segun si cumplen o no respectivamente toda una serie de
criterios histolégicos (40). Aunque su incidencia es baja, suscita bastante
interés por su asociacion con los tumores propios del BRCA-1 y los canceres
basal-like. A pesar de sus agresivas caracteristicas histoldgicas como: la
negatividad de receptores hormonales, el grado 3 y el hecho de presentar un
fenotipo triple negativo con mayor frecuencia que los carcinomas ductales
40,4% vs 26,2%; p<0.001; presenta mejor pronostico que los carcinomas no

medulares con una supervivencia global a 10 afios del 84% (40-42).
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Figura 12 . Carcinoma medular
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Los carcinomas papilares (Figura 13) son poco frecuentes. Suelen ser lesiones
heterogéneas y méas de la mitad de los casos se asocian a otros carcinomas
infiltrantes. Se presentan en pacientes con edad avanzada y tienen muy buen
prondstico. Las metéastasis ganglionares o a distancia son anecdéticas y se dan

en los casos que asocian otro componente infiltrante (43).

Figura 13 . Carcinoma papilar
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El carcinoma adenoide quistico (Figura 14 ) de la mama representa tan solo un
0,1% de los canceres de mama. El perfil IHQ de estos tumores encaja con los
triple negativos con caracteristicas Basal-like, pero a diferencia de estos, su
prodstico es excelente con una supervivencia global a 10 afios de entre el 90-
100% (44—47).

Figura 14 . Carcinoma adenoide quistico

El carcinosarcoma o metaplasico sarcomatoide (Figura 15) de mama es una
entidad extremadamente rara y clinicamente agresiva del cancer de mama. Su
prondstico es malo cuando lo comparamos con otros tipos mas frecuentes
como el CDI NTS o el CLI (48).

Figura 15 . Carcinoma metaplasico sarcomatoide
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1.3.2.4 Grado histolégico

Existe una relacion significativa entre el grado histolégico y el pronéstico del
cancer de mama. La supervivencia empeora con el aumento de este grado
(22,49,50). El sistema de evaluacién de Nottinghan del grado histologico ha
demostrado tener una buena reproductibilidad (51,52) y su utilizacién es
ampliamente aceptada en Europa, Estados Unidos y Australia (53).

El método de Nottinghan propuesto por Elston y Ellis (54) es el mas utilizado en
nuestro medio para establecer el grado histolégico del cancer de mama. Se
trata de una modificacién del sistema publicado en 1957 por Scarff-Bloom-
Richardson (55). Se basa en la evaluacion de tres caracteristicas tumorales:
formacién de tdbulos, pleomorfismo nuclear y nimero de mitosis. A cada una

se le asigna una puntuacién del 1 al 3 (Figura 16 ).

Figura 16 . Método Elston -Ellis

Parametro/Puntuacion 1 2 3
Diferenciacion tubular >75% 10-75% <10%
Pleomorfismo nuclear Minimo Moderado Marcado

NUmero de mitosis

(media en 0.865mm2) <7 7-13 >13
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Respecto a la formacion de tubulos se asigna un 1 cuando ésta es superior al

75%, un 2 si se encuentra entre el 10y el 75% y un 3 si es menor al 10%.

El pleomorfismo nuclear valora la morfologia de los nucleos en base a una
serie de caracteristicas y recibirdn una puntuacion mayor cuanto mas se
diferencien éstas de las de un ndcleo normal, asi asignard un 1 a los ndcleos
pequefios, regulares y uniformes que tan solo hayan variado discretamente la
forma y el tamafio. Un 2 si esta variacion es moderada y un 3 si existe una

marcada alteracion de las caracteristicas morfoldgicas y de tamafio.

Por ultimo, el nUmero de mitosis se cuentan por campos (numero de mitosis
por 10 campos de gran aumento) en la periferia de los tumores e ignorando los
nacleos apoptoéticos. Se asigna una puntuacién que dependera también del
area del campo que varia con cada microscopio. A grandes rasgos cuantas

MAas mitosis mas puntuacion.

Una vez obtenidas estas tres puntuaciones se suman y si el resultado es de
entre 3y 5 se asigna un grado 1 “bien diferenciado”, si es de 6 6 7 se asigna un
grado 2 “moderadamente diferenciado” y el grado 3 “poco diferenciado” seria

para las puntuaciones de 8 y 9.

Diferentes estudios han sugerido la existencia de una correlacion entre el Ki67
y el numero de mitosis utilizado para la gradacion histologica (56,57) aunque

ambos parametros son dificiles de estandarizar.
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1.3.2.5 Invasion vascular y linfatica

Se define como la presencia de células tumorales en los vasos linfaticos o
venosos. Con frecuencia es dificil distinguirlos y por ello se habla de invasion
linfo-vascular. Algunos estudios encuentran una asociacion estadisticamente
significativa con la afectacion ganglionar (58), el aumento de riesgo de recidiva
local (59,60) y de metastasis a distancia (61). Aungue en general la evaluacion
de realiza con tinciones convencionales de hematoxilina-eosina, en ocasiones
puede ser de utilidad la utilizacion técnicas de IHQ, como FVIIl y CD31, para la
correcta identificacion de los endotelios vasculares (62).
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1.3.2.6 Receptores hormonales

La presencia de receptores hormonales y su sobre-expresion es uno de los
factores prondsticos mas conocidos y mejor establecidos en el cancer de

mama.

Todos los organos involucrados en el proceso reproductivo se encuentran
coordinados mediante las hormonas esteroideas para que puedan armonizar

su funcion a pesar de encontrarse en localizaciones totalmente dispersas.

Para que este mensaje coordinador pueda modificar adecuadamente la
respuesta tisular es necesario que existan estructuras que lo reciban e
interpreten. Estas se conocen como receptores. Existen receptores para todas
las hormonas esteroides que se integran en una amplia “familia” junto con los
de las hormonas tiroideas y el acido retinoico. Se encuentran en las células de
los tejidos que denominamos “hormono dependientes” y que ademas de los
gue integran el aparato genital incluyen otros de localizacién tan dispar como el
epitelio vascular, las células implicadas en el recambio 6seo, el timo o el

cerebro.

La mama es un érgano reproductivo ya que sin ella la reproduccién no seria
posible. El tejido glandular mamario, su componente noble, es rico en RE y
receptores de progesterona (RP) que facilitan los procesos de mamogénesis,

galactogénesis y galactopoyesis.

Los receptores de esteroides son estructuras proteicas en las que se distinguen
3 zonas funcionales distintas: la de relacion con el agonista, es decir la
hormona que estimulard la célula, la que se relaciona con la zona del nacleo
gue se conoce como “elemento de respuesta” y una zona o “asa”’ intermedia

gue mantiene su estructura terciaria.

Los receptores de esteroides se distribuyen de forma irregular en el citoplasma
y en el nucleo. Como lipidos que son, los esteroides difunden a través de la
membrana y se vinculan a la region adecuada del receptor. A partir de este
momento tienden a dimerizarse con otro complejo estrégeno-receptor formando

agregados a los que se anaden cofactores, como AF-1 y AF-2, que facilitan su
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transporte al nucleo y su fijacion al elemento de respuesta actuando como

factores de transcripcion (co-activadores).

Durante el proceso de fijacion y dimerizacion se pueden formar homodimeros
(las dos isoformas son iguales) o heterodimeros con dos isoformas distintas,
sin que ello influya en el efecto bioldgico ni en el resultado de las pruebas de

determinacion.

Existen dos isoformas distintas tanto para los RE como RP. En el caso de los
RE se denominan a y 8 mientras que los RP se conocen como A y B. Aunque
la mayoria de oOrganos hormono-dependientes poseen los dos tipos de
isoformas, en el caso de la mama predominan los RE tipo a. Las dos isoformas
del RP son estructuralmente muy similares, se codifican por el mismo geny, de

hecho uno es una forma truncada del otro.

Los tumores que poseen RE pueden ser consecuencia de una potenciacion de
los efectos de una mutacion espontanea a través de los efectos del estimulo
estrogénico que incrementa la multiplicacion celular. De hecho en el tejido
tumoral que posee RE estos estan sobre-expresados en comparacion con el

tejido normal.

La importancia de la presencia de RE tanto para determinar su pronostico
como para planificar su tratamiento hace imprescindible su estudio casi de

forma simultanea al diagndstico histoldgico.

En una primera etapa después de su identificacion la determinacion de
receptores se realizaba en medio liquido y tejido en fresco con un sistema
radio-inmunologico con carbon recubierto de dextrano y estrogeno marcado
con lodo 125. EIl resultado se expresaba en fentomoles y tenia una gran
precision pero la técnica era laboriosa, larga y cara.

Por razones de complejidad y coste esta técnica ha sido sustituida por la IHQ
(Figura 17) para la que actualmente se dispone de anticuerpos muy
especificos que permiten realizar las determinaciones tanto en fresco como en
cortes de bloques de parafina. Los anticuerpos se fijan simultaneamente a los
receptores libres como los que constituyen ya complejos hormona receptor y se

puede realizar una estimacion tanto del nimero de células tefildas (nimero de
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células positivas) como de la intensidad de la tincion (nimero de receptores).
Los distintos pasos de la técnica: fijacién, anticuerpo usado, tincién, forma de
lectura etc... pueden dar resultados imprecisos o contradictorios con las
determinaciones realizadas sobre la misma muestra en otros laboratorios. Por
ello es importante seguir las recomendaciones de la guia conjunta de la ASCO

y la Sociedad Americana de Pato6logos (63).

Figura 17 . Tincion inmunohisoquimica de receptores hormonales
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Aunque al inicio se requirié que al menos un 10% de las células tumorales se
tineran para considerar un tumor RE positivo actualmente se es menos estricto
y se considera RE positivo un tumor que tenga mas del 1% de las células que

marquen la presencia de receptores.

Para orientar adecuadamente la practica clinica los informes anatomo-
patolégicos deben informar del % de las células tumorales con tincion positiva
de los nucleos después de revisar la muestra representativa del tumor en toda
su extension. También una estimacion de la intensidad de la tincion de 1 a 3 en
forma de + y finalmente un diagnoéstico del patélogo sobre si se debe
considerar el tumor RE y/o RP positivo 0 negativo. Una alternativa es usar el

sistema Allred, que va de 0 a 8 y es mas facilmente reproducible (64).
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Es posible encontrar tumores RE y RP positivos o0 solo RE o RP. Teniendo en
cuanta la dinamica de expresién de los receptores en la célula la posibilidad de
un tumor solo RP positivo es poco plausible y el hallazgo es probablemente
debido a aspectos técnicos. Estos tumores deben considerarse y tratarse

como RE positivos.

La presencia de RE tiene capacidad predictiva y prondstica porque esta en
relacion directa con el grado de diferenciacion. Es facil entender que solo un
tumor bien diferenciado puede expresar, aunque sea de forma exagerada,
elementos constituyentes de la célula mamaria normal como los receptores. En
presencia de pleomorfismo nuclear es dificil que estructuras tan especificas
puedan expresarse. De hecho son muy raros los tumores de bajo grado y

tamafio pequeio que no expresen receptores RE y RP.

Los RE son ademas una diana terapéutica para los tratamientos hormonales,
ya que los tumores que los expresan utilizan el estradiol como su principal
estimulo de crecimiento y toda medida que restringe el acceso al receptor limita
el crecimiento tumoral y evita la progresion de nuevas zonas de la mama que

hayan emprendido un proceso de malignizacion.

Todo ello permite plantear estrategias terapéutica menos agresivas y mas

eficientes.

Diferentes ensayos clinicos han demostrado que los tumores que no expresan
RE pueden llegar a presentar una respuesta patolégica completa con un
tratamiento de quimioterapia neoadyuvante con mayor probabilidad que los que

Si los expresan (65).

34



1.3.2.7 Her-2

El gen del receptor para el factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HERZ2/neu) se localiza en el cromosoma 17q. Es el homologo humano al que
primero se descubri6 en tumores quimicamente inducidos en modelos
experimentales realizados en ratas (66). Codifica una proteina que es un
receptor transmembrana cuyo dominio intracelular tiene actividad tirosin-cinasa.
Dicho receptor es miembro de la familia de los receptores para el factor de
crecimiento epidérmico (familia HER) (67). La amplificacién del gen HER2/neu
gue se asocia con la sobreexpresién de la proteina que codifica ha sido

identificada en el 15-20% de los canceres de mama infiltrantes (68).

Multiples estudios asocian la amplificacion del gen HER2/nheu o la
sobreexpresion de la proteina HER2 (p185 HER2) a un mal prondstico del
cancer de mama (69,70) (71-73). Ello es consecuencia de la presencia
exagerada de receptores de membrana disponibles y a la accién promotora del
crecimiento celular que supone su ocupacion por el factor epidérmico de

crecimiento.

Para determinar si un tumor tiene amplificacion del gen HER2 se utilizan
diferentes técnicas (74). Los estudios parecen asignar mayor fiabilidad a la
amplificacion del gen HER2/neu por técnica de FISH aunque es el método mas
caro y mas lento. Se ha propuesto utilizar un método de IHQ con un anticuerpo
monoclonal (Herceptest) para limitar los casos en que haya que proceder a

realizar una técnica de hibridacion FISH (Figura 18) (75).

Figura 18 . Métodos determinacion de HER2
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Asi, tan solo se aplicaria en los casos en que el resultado equivoco y haya que
ratificar la positividad. En la valoracién de los resultados de estas técnicas se
publicaron en el afio 2013 los criterios del Colegio Americano de pat6logos
(CAP), asi como la sociedad americana de Oncologia (ASCO) (76).

La amplificacion de gen HER2/neu y/o la sobreexpresion de HER2 es ademas
de un factor pronéstico de mayor agresividad tumoral, un excelente factor
predictivo de respuesta a los tratamientos que van dirigidos contra esta diana

como el trastuzumab, el pertuzumab o el lapatinib (68).
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1.3.2.8 Ki67

El Ki67 fue descrito por primera vez en 1983 por Gerdes et al. Descubrieron
que el anticuerpo KI67 reconocia un antigeno expresado Unicamente en los
nacleos de las células en proliferacion y no en aquellas células que se
encontraban en reposo (77).

El Ki67 es una proteina nuclear no histona que recibid su nombre de la
ubicacion del investigador que la descubri6. Asi “Ki” viene de la Universidad de
Kiel, en Alemania, y “67” se refiere al niumero de la clona en el que se
identific6. EL hecho de que universalmente se expresara exclusivamente en
las células en replicacion condujo a posteriores estudios para establecerlo
como un marcador de proliferacion celular. Para la determinacion IHQ
inicialmente el anticuerpo frente a Ki67 se aplico tan sélo en tejido fresco, se
desarrollaron muchos otros anticuerpos para poder aplicarlo en muestras de
parafina (78). El anticuerpo monoclonal MIB-1 es el mas extendido (Figura 19)
(65).

Figura 19 . Tincién IHQ con MIB-1 del Ki67
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La expresion de Ki67 es un buen indicador de proliferacion celular asi como un
excelente factor prondstico tal como queda reflejado en la literatura (79). No
obstante, actualmente no existe un procedimiento estandar para su evaluacion
en el cancer de mama, asi como tampoco un acuerdo en los puntos de corte
para Ki67. Por todo esto, las comparaciones entre laboratorios y entre estudios
son limitadas (80).

El 12 de marzo de 2010, diversos investigadores fueron convocados por el Dr.
Dowsett y el Dr. Hayes, respectivos copresidentes del “Breast International
Group” y el “North American Breast Cancer Group Biomarker Working Party”,
en Londres para revisar el estado actual de las técnicas de la evaluacién Ki67
y su potencial utilidad. Estos investigadores, designaron el " Grupo de Trabajo
Internacional del Ki67 en el Cancer de mama". Este grupo propuso directrices
para el analisis, presentacion de informes, y el uso de Ki67 que deberian
reducir la variabilidad entre laboratorios y mejorar la comparabilidad de los
resultados entre estudios Ki67 (81).

Ademas el Ki67 esta adquiriendo mayor importancia en los ultimos afios ya
que es el utilizado para definir, de forma indirecta, algunos subtipos
moleculares como los Luminal B (82).

Respecto al valor predictivo del Ki67 diversos estudios han tratado de dar una
respuesta pero de momento no hay un acuerdo. Algunos de ellos han
encontrado una asociacion entre un Ki67 “alto” antes del tratamiento sistémico
y buenas respuestas al mismo en un marco de neoadyuvancia (83); en cambio

otros no han encontrado tal asociacion (80,84).
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1.4 Clasificacion histologica del cancer de mama

El Grupo de trabajo de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) presenta
una detallada clasificacién de los tumores de mama, que incluyen los tumores
benignos y que presentamos en la tabla 1 (33). Los divide en: Epiteliales,
mioepiteliales, mesenquimatosos, fibroepiteliales, Tumores del pezén, procesos

linfoproliferativos, tumores metastasicos y tumores de la mama en el hombre.

Entre los epiteliales encontramos multitud de carcinomas, muchos de ellos
altamente infrecuentes, tumores intraductales y proliferaciones benignas. Los
carcinomas mas frecuentes de este grupo son: Ductal infiltrante NOS,
Lobulillar, Tubular, Medular, Mucinoso, Papilar, Adenide quistico, Metaplasico,

Inflamatorio y los tumores neuroendocrinos.

Los tumores fibroepiteliales incluyen los Fibroadenomas, los tumores Filodes
(benigno, maligno y borderline), los sarcomas periductales de bajo grado y los

hamartomas.

Entre los tumores del pezon destacariamos la enfermedad de Paget de la

mama.
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Tabla 1. Clasificacion histolégica de los tumores de mama de la OMS

TUMORES EPITELIALES

Carcinoma ductal infiltrante (“not otherwise specified”)
- Carcinoma tipo mixto
- Carcinoma pleomorfico

- Carcinoma con células gigantes osteoclasticas

- Carcinoma con rasgos coriocarcinomatosos
- Carcinoma con rasgos melanoticos
Carcinoma Lobulillar infiltrante
Carcinoma tubular
Carcinoma cribriforme infiltrante
Carcinoma medular
Carcinoma mucinoso y otros tumores con abundante
mucina
- Carcinoma mucinoso
- Cistadenocarcinoma y Carcinoma mucinoso de
células columnares
- Carcinoma de céulas en anillo de sello
Tumores neuroendocrinos
- Carcinoma solido neuroendocrino
- Tumor carcinoide atipico
- Carcinoma de células pequefias (“oat cell”)

- Carcinoma neuroendocrino de células grandes

Carcinoma papilar infiltrante

Carcinoma micropapilar infiltrante

Carcinoma Apocrino

Carcinomas metaplasicos

- Carcinoma epiteliales metaplésicos puros
[ Carcinoma de células escamosas
L Adenocarcinoma con metaplasia células
en huso
[ Carcinoma adenoescamoso
L Carcinoma mucoepidermoide
- Carcinoma metaplasico mixto
epitelial/mesenquimal

Carcinoma rico en lipidos

Carcinoma secretor

Carcinoma oncocitico

Carcinoma adenoide quistico

Carcinoma de células acinares

Carcinoma de células claras ricas el glicogeno

Carcinoma sebéaceo

Carcinoma inflamatorio

Neoplasia lobulillar

- Lobulillar carcinoma in situ
Lesiones de proliferacion ilntraductal
- Hiperplasia ductal usual
- Atipia epitelial plana
- Hiperplasia ductal atipica
- Carcinoma ductal in situ
Carcinoma microinvasivo
Neoplasias papilares intraductal
- Papiloma central
- Papilloma periférico
- Papilloma atipico
- Carcinoma papilar intraductal
- Carcinoma papilar intraquistico
Proliferaciones epiteliales benignas
- Adenosis incluyendo variantes (esclerosa,
apocrina, de ducto terminal, microglandular y
adenomioepitelial)
- Cicatriz radial / lesi6n esclerosante compleja
- Adenomas (tubular, lactante, apocrino,
pleomdrfico y ductal)

LESIONES MIOEPITELIALES
Mioepiteliosis

Adenosis adenomioepitelial
Adenomioepitelioma

Mioepitelioma maligno

TUMORES MESENQUIMALES
Hemangioma

Angiomatosis

Hemangiopericltoma

Hiperplasia estromal pseudoangiomatosa
Miofibroblastoma

Fibromatosis (agresiva)
Tumor inflammatorio miofibroblastico
Lipoma (Angiolipoma)

Tumor de célula granular
Neurofibroma
Schwannoma
Angiosarcoma
Liposarcoma

Rhabdomiosarcoma

Osteosarcoma

Leiomioma

Leiomiosarcoma

TUMORES FIBROEPITELIALES
Fibroadenoma

Tumor Phyllodes

- Benigno

- Borderline
- Maligno

Sarcoma estromal periductal, bajo grado

Hamartoma mamario

TUMORES DEL PEZON

Adenoma del pezén

Adenoma siringomatoso
Enfermedad de Paget del pezén
LINFOMA MALIGNO

Linfoma de células grandes-B difuso
Linfoma de Burkitt

Linfoma extranodal zona marginal células B tipo MALT

Linfoma folicular
TUMORES METASTASICOS
TUMORES DE MAMA EN EL HOMBRE
Ginecomastia
Carcinoma

- Invasivo

- In situ

40



1.5 Clasificacion molecular del cancer de mama

La clasificacion molecular del cancer de mama se inicié a principios de este
milenio con una publicacion de Perou et al. en el afio 2000 (85) y cambid
radicalmente nuestra vision del cancer de mama. Observando la diversidad y
heterogeneidad de los tumores de mama en su historia natural y respuesta a
los tratamientos, caracterizaron diferentes tumores con microarrays de RNA
que representaban multiples genes humanos y descubrieron que los tumores
podian ser clasificados en subtipos segun sus diferentes patrones de expresion
génica (85).

Asi definieron cinco subtipos moleculares y encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a supervivencia global entre los
subtipos. Los subtipos basal-like y ERBB2+, por ejemplo, se asociaban a un
menor tiempo de supervivencia global y libre de enfermedad (86—88).

Durante los ultimos 10 afios, los analisis gendmicos utilizando microarrays,
han revolucionado la investigacion del cancer. Algunos de estos han servido de
base para comercializado pruebas que ahora se estan evaluando en grandes
ensayos clinicos (89). En la figura 20 podemos observar de forma grafica la
evolucion histérica de la evaluacién de las neoplasias. Inicialmente los estudios
anatomo-patoldgicos macroscépicos, a continuacion la histologia con tincion de
hematoxilina-eosina. La siguiente imagen representaria las tinciones IHQ y por

altimo los microarrays.

Debido a que no siempre es factible obtener informacion de la expresion génica
con arrays, una clasificacion simplificada, siguiendo de cerca la propuesta por
Cheang et al. (90), ha sido adoptada desde hace unos afios como una
alternativa util para la practica clinica habitual. Los subtipos definidos por
criterios clinicopatolégicos son similares, pero no idénticos a los subtipos

intrinsecos y representan una buena aproximacion (91,92). Este enfoque utiliza
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la definicion IHQ de los RE y RP, la deteccion de la sobreexpresion y / o
amplificacion de HER2 oncogeén, y el indice Ki-67 como marcador de la
proliferacion celular. Esta clasificacion “molecular” alternativa se acepto en el
Consenso Internacional de expertos de St Gallen 2011 (91) y la revision de St
Gallen 2013 (93).

Figura 20 . Evolucion estudio de los tumores hasta los microarrays
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En la tabla 2 se resumen las correspondencias clinico-patolégicas para los

diferentes subtipos moleculares segun la revision de St Gallen 2013:

- Tumores de tipo luminal , constituyen alrededor de un 75-80% de los
carcinomas de mama. Se caracteriza por la elevada expresion de los
genes que caracterizan las células epiteliales luminales (94). Se
diferencia en 2 subtipos: Luminales A-like (Figura 21) y Luminales B-like
(Figura 22), ambos presentan RE positivos pero en los luminal A el
KI67, o alguno de los parametros de proliferacion, es bajo y los RP
positivos y en los luminales B el Ki67 es alto y los RP pueden ser
positivos 0 no (90). A su vez los Luminales B se subdividirian en HER2
positivos y negativos.

Figura 21. Tumores tipo luminal A
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Figura 22 . Tumores tipo luminal B
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- Tumores tipo basal , se asocia con la expresion de genes caracteristicos
de las células mioepiteliales basales del acino mamario. No expresan
receptores homonales ni sobreexpresan HER2 (95). Se asocian con una
alta tasa de proliferacion y un peor prondstico cuando se compara con
los de tipo luminal. Una definicion basada en la ausencia de expresion
de receptores no es la mas adecuada, dado que aumenta la posibilidad
de errores de clasificacidon, por este motivo se ha propuesto ampliar el
namero de anticuerpos utilizados para clasificar este subtipo de
neoplasia mamaria y en la actualidad se utiliza un panel de 5
anticuerpos, RE, RP, HER2, EGFR y CK5/6 (Figura 23) que clasifica
este subtipo de tumores con una especifidad del 100% y una
sensibilidad del 76% (96,97).

Figura 23. Tumores tipo basal
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- Tumores tipo HER2 positivos que se caracterizan por no expresar

receptores hormonales y presentar amplificacion de HER2 (Figura 24).

Figura 24. Tumores HER2 positivos
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Tabla 2. Definiciones alternativas de los subtipos moleculares intrinsecos de

cancer de mama (93).

Subtipo molecular

Definicién clinico-patoldgica correspondiente

Luminal A

Luminal B

HER2

Basal

“Luminal A-like” todos los siguientes:
- RE Yy RP positivos
-  HER2 negativo
- Ki-67 “bajo”
Riesgo de recidiva “bajo”
a) “Luminal B-like (HER2 negativo)”
- RE positivo
-  HER2 negativo
Y al menos uno de:
- Ki-67 “alto”
- RP “negativos o bajos”
Riesgo de recidiva “alto”
b) “Luminal B-like (HERZ2 positivo)”
- RE positivo
-  HER2 sobre-expresado o amplificado
- Cualquier Ki-67
Cualquier RP
“HER2 positivo (no-luminal)”
HER2 sobre-expresado o amplificado, RE and RP
negativos
“Triple negativos”
RE y RP negativos
HERZ2 negativo
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1.6 Estadios del cancer de mama

El estadiaje de un tumor es la evaluacién de la extension de un tumor y por lo
general este se correlaciona con el pronéstico. El sistema de estadiaje del
cancer de mama propuesto por la American Joint Committee of Cancer (AJCC)
y la Union Internationale Contre le Cancer (UICC) se realiza en basa a la
clasificacion TNM de tumores sélidos. Es el sistema de estadiaje que se utiliza
mas frecuentemente en el cancer de mama. Los enormes avances en el cancer
de mama los ultimos afios han hecho que las ultimas 2 revisiones del sistema
TNM se hayan dado tan solo en el plazo de 4 afos, una en 2006 (98) y la

séptima en 2010 (99), en esta ultima sélo se realizan cambios menores.
La nomenclatura del sistema TNM basica es la siguiente:
- T: Tamafo del tumor primario
- N: Ausencia o presencia y extension a ganglios linfaticos regionales
- M: Ausencia o presencia de metéstasis a distancia
Los prefijos modificantes son:

c: Estadiaje en base a la exploracion clinica

p: Estadiaje en base al examen histopatologico

y: Estadiaje realizado tras una terapia neoadyuvante

r: Estadiaje de las recidivas locales o recurrencias

Algunas normas del sistema son:

Debe haber una confirmacién histolégica de malignidad
- En la clasificacion pT sélo se medira el componente infiltrante

- Cuando se detecte mas de 1 foco tumoral en la misma mama se

clasificard el T de mayor tamafio

- Los canceres de mama bilaterales sincrénicos se clasificaran de forma

independiente
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En las siguientes tablas presentamos la ultima clasificacion TNM de 2015

(100). La tabla 3 resume esquematicamente la “T”, la tabla 4a la “N” clinica y la

tabla 4b la “N” patoldgica, la tabla 5 nos presenta la “M”.

Tabla 3. Definiciones de la “T”

TUMOR PRIMARIO “T*

Tx
TO

Tis

T1

T2
T3

T4

El tumor primario no puede ser evaluado
No evidencia tumoral

Carcinoma in situ

Tis (CDis)  Carcinoma ductal in situ
Tis (CLis) Carcinoma lobulillar in situ
Tis (Paget) Enfermedad Paget sin lesion intramamaria subyacente

Tumor de 20 mm o menos de diametro mayor
Microinvasion 1 mm o menos de diametro mayor. Cuando

Timi hay mas de un foco se clasifica segun el de mayor tamafio
Tla Tumor >1 mm pero < 5mm en su diametro mayor

T1b Tumor >5mm pero < 10 mm en su diametro mayor
Tlc Tumor >10 mm pero < 20 mm en su diametro mayor

Tumor >20 mm pero < 50 mm en su didmetro mayor
Tumor >50 mm en su diametro mayor

Tumor de cualquier tamafio que afecte a pared toracica o piel
Tumor con invasion de pared toracica (costillas, musculos

T4a intercostales y serrato anterior, pero no a pectorales)
T4b Edema de piel, ulceracion o letalides ipsilaterales
T4c T4a + T4b

T4d Carcinoma inflamatorio
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Tabla 4a. Definiciones de la “N” clinica

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES “N *“
(La valoracion se realizara segun exploracion clinica o pruebas de imagen)

NXx

NO

N1
N2

N3

La cadena ganglionar no puede ser evaluada
Ausencia de metéastasis en ganglios linfaticos regionales

Metastasis axilares homolaterales moéviles en niveles | y Il de Berg

Metastasis en ganglios axilares fijjos 0 en mamaria interna
homolaterales

N2a Metés_t_asis en ganglios axilares homolaterales en niveles
I 'y 1l, fijos entre ellos o a otras estructuras

Metéastasis soOlo en ganglios mamarios internos

N2b : . . :
homolaterales, en ausencia de metastasis axilares

Metéastasis en ganglios infraclaviculares, nivel 1 y Il con mamaria
interna o supraclaviculares

N3a M_etéstasis en ganglios infraclaviculares homolaterales
(nivel 1II)

Metéastasis ganglionares en cadena mamaria interna y

N3b : .
axilares niveles | y Il, homolaterales

N3c Metastasis en ganglios supraclaviculares homolaterales

48



Tabla 4b. Definiciones de la “N” patolégica

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES “pN *“

pNx  Los ganglios linfaticos no pueden ser evaluados (no linfadenectomia o
linfadenectomia anterior)

pNO  Ausencia de metastasis ganglionares regionales.
Las células tumorales aisladas (CTA) son agrupaciones de menos de 0,2
mm o menos de 200 células en un unico corte, por H&E o IHQ

pNO (i-) No hay metastasis ganglionares por H&E ni por IHQ
pPNO (i+) CTA demostradas por H&E o IHQ
pNO (mol-) Hallazgos moleculares negativos por RT-PCR

pNO (mol+) Hallazgos moleculares positivos por RT-PCR

pN1l Micro o macrometastasis en ganglios axilares y/o cadena mamaria
interna, detectadas mediante diseccion de ganglio centinela

pN1mi Micrometastasis > 0,2 mm o 200 células, pero <2 mm

pNla Metastasis en 1-3 ganglios axilares, al menos una > 2 mm
Micro o macrometastasis en cadena mamaria interna, por

pN1b . S . . :
diseccion ganglio centinela, no previamente sospechadas
Micro o macrometastasis en ganglios axilares y mamaria
pN1c interna, por diseccion ganglio centinela, no previamente

sospechadas
pN2  Metastasis en 4 a 9 ganglios axilares o en cadena mamaria interna
previamente sospechados

pN2a Metastasis en 4-9 ganglios axilares, al menos una > 2 mm

Metastasis en cadena mamaria interna, previamente
sospechadas, en ausencia de metéstasis axilares
pN3  Metastasis en 10 0 mas ganglios axilares, o en axila y cadena mamaria
interna o supraclaviculares
oN3a Metastasis en 1_0 0 més_ ganglios_ axilares, al menos una > 2
mm, o en ganglios de nivel Il axilar
- Metéastasis en cadena mamaria interna, previamente
sospechadas, con 1 o0 mas metastasis axilares de niveles |
ylo lI
- Metéastasis en mas de 3 ganglios axilares y en cadena
mamaria interna ,no sospechados, por diseccién de ganglio
centinela

pN2b

pN3b

pN3c Metastasis en ganglios supraclaviculares
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Tabla 5. Definiciones de la “M”

METASTASIS A DISTANCIA “M *

MO No evidencia clinica ni radiologica de metastasis

MO (i+)  No evidencia clinica ni radiologica de metastasis, pero con deteccion
de depdsitos tumorales por microscopia o por métodos moleculares
en sangre, médula ésea u otro tejido regional inferior a 0,2 mm en
pacientes asintomaticas

M1 Metéastasis detectadas por clinica, métodos imagen y/o histologia, >
0,2 mm

Una vez asignados los valores de las tres variables (TNM) y en funcion de
éstas se extrae el estadio de la enfermedad (Tabla 6 y Figura 25)

Tabla 6. Estadios del cancer de mama segun el TNM

CLASIFICACION POR ESTADIOS

Estadio O Tis NO MO
Estadio 1A T1 (incluye T1mic) NO MO
: TO N1mic MO
Estadio 1B T1 (incluye T1mic)  Nimic MO
TO N1 MO

Estadio II1A T1 (incluye T1mic) N1 MO
T2 NO MO

. T2 N1 MO
Estadio 1B T3 NO MO
TO N2 MO

T1 (incluye T1mic) N2 MO

Estadio 1lIA T2 N2 MO
T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

Estadio 11IB T4 N1 MO
T4 N2 MO

Estadio 1lIC Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

MO incluye MO (i+).
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Figura 25. Estadios del cancer de mama

Estadio | Estadlo 1|

YO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND © MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION AND RESEARCH,
. RIGHTS RESERVED. ALL RIGHTS RESERVED.
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1.7 Tratamiento

1.7.1 Tratamiento quirargico del cancer de mama

1.7.1.1 Cirugia clasica

La cirugia del cancer de mama ha experimentado grandes avances desde sus
inicios y una rapida evolucion sobre todo en los Ultimos afios. La mastectomia
descrita por Halsted y Meyer en 1889 fue considerada el Unico tratamiento
efectivo durante casi 80 afios. Halsted ide6 el método de extirpar la mama, los
ganglios linfaticos y los musculos de la pared toracica “en bloque”. Esto
eliminaba de inmediato el olor fétido tumoral aunque la cura no siempre era
posible (101). No fue hasta bastante mas adelante cuando Patey (1948) y
Dyson describieron una mastectomia mas conservadora que respetaba el
musculo pectoral mayor, aunque resecando el pectoral menor y la totalidad de
los ganglios axilares. Algo mas tarde Madden (1965) describié otra
mastectomia radical modificada que con el tiempo desplaz6 a las demas y es la
gue usamos en la actualidad. Madden preservaba tanto el pectoral mayor como
el menor y tan solo resecaba los ganglios de los niveles | y Il de la axila (102).
La teoria de que el cancer de mama era una enfermedad loco regional y sélo

se diseminaba por contiguidad estaba llegando a su fin.

No fue hasta 1985 cuando Fisher y colaboradores afirmaron que el cancer de
mama era una enfermedad sistémica. Publicaron un estudio en el que
comparaban la supervivencia de pacientes tratadas con mastectomia mas
radioterapia y las tratadas con mastectomia pero sin radioterapia, iniciaron el
estudio en 1971 de forma aleatorizada analizando un total de 1665 casos y no

encontraron diferencias significativas en cuanto a supervivencia (103).

En 1981 Veronesi U. et al publicaron una serie de 701 casos de pacientes con
tumores de menos de 2cm tratados de forma aleatorizada con mastectomia y
con cirugia conservadora mas radioterapia adyuvante. No encontraron
diferencias entre ambos grupos en cuanto a supervivencia libre de enfermedad

0 supervivencia global. Afirmaron que la mastectomia parecia ser una
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mutilacion innecesaria en pacientes con tumores de menos de 2cm y sin
adenopatias axilares palpables (104). Este y otros muchos trabajos posteriores
han demostrado que el tratamiento conservador del cancer de mama consigue
la misma supervivencia que uno radical. Por ello la cirugia conservadora es, a
dia de hoy, el tratamiento de eleccion para las pacientes con cancer de mama

en estadios precoces.
MASTECTOMIA

Las indicaciones de mastectomia han pasado a ser el equivalente a las
contraindicaciones para una cirugia conservadora. Una enfermedad localmente
avanzada, microcalcificaciones patolégicas extensas y una radioterapia previa
sobre la mama son claras indicaciones de mastectomia. También lo son los
tumores multicéntricos y las enfermedades del colageno como la esclerodermia
por su mala tolerancia a la radioterapia. Muchas pacientes con tumores de gran
tamafo en relacion al tamafio de su mama ya no tendrian una indicacion
absoluta de mastectomia. Actualmente pueden optar por cirugias
conservadoras tras un tratamiento neoadyuvante previo que reduzca el tamafio

de la lesion para asi obtener un resultado estético adecuado.
En la actualidad existen diversas técnicas de mastectomia:

- Mastectomia simple. Consiste en la extirpacion de la glandula mamaria
con el complejo areola pezén y la fascia del pectoral mayor. En general
se utiliza la incision de Stewart, tanto la clasica u horizontal, desde el
esternon hasta el dorsal ancho, como la modificada u oblicua.

- Mastectomia radical. La técnica mas frecuentemente utilizada es la
modificada de Madden como mencionado anteriormente y consiste,
ademas de lo expuesto en la simple, en extirpar los ganglios axilares de
los niveles | y Il de Berg. Los ganglios de nivel Il axilar s6lo se extirpan
si estan afectados clinicamente.

- Mastectomia con preservacion de piel. En 1991 Toth y Lappert
describieron esta técnica con el objetivo de facilitar al cirujano plastico la
reconstruccion inmediata, ya que consiste en dejar la maxima cantidad
de piel posible para que haga de bolsillo. La incision realizada debe

cumplir tres criterios: que incluya el complejo areola-pezdén, que incluya
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la zona de la biopsia y que permita el acceso a la axila para una posible
linfadenectomia (105). Sus indicaciones son limitadas.

- Mastectomia con preservacion del complejo areola-pezén. Esta técnica,
gue como su propio nombre indica, conserva el complejo areola-pezén,
tiene simpatizantes y detractores. No existen estudios prospectivos
aleatorizados que demuestren la seguridad en cuanto a numero de
recidivas pero parece que la mayoria de series informan que éstas son
bajas. El grupo de Milan administra de forma sistematica radioterapia
intraoperatoria sobre el complejo areola-pezon con el objetivo de

disminuir el riesgo de recidiva (106).

CIRUGIA CONSERVADORA

Como ya se ha mencionado previamente, en 1981 Veronesi et al. publicaron
los resultados de un estudio en el que no encontraban diferencias en
supervivencia libre de enfermedad o supervivencia global entre las pacientes
con tumores de menos de 2cm tratadas con mastectomia y las tratadas con

cirugia conservadora mas radioterapia.

Uno de los estudios mas importantes e influyentes en este sentido fue el
dirigido por el National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP).
En 1973 el NSABP inici6 el B-06, un ensayo prospectivo y aleatorizado
disefiado para evaluar la eficacia de la cirugia conservadora mas radioterapia
comparada con la Mastectomia total en pacientes en estadios | y Il con tumores
de 4 cm de didmetro o menores (107). En 1985 se publicaron los primeros
resultados a cinco afios en los que ya concluian que la cirugia conservadora,
seguida de radioterapia sobre la mama en todas las pacientes y quimioterapia
en la pacientes con afectacion axilar, era el tratamiento de eleccion para las
pacientes en estadios | y Il con tumores de 4cm o menores, siempre y cuando
los margenes de las piezas resecadas estuvieran libres de tumor (108).
Posteriormente publicaron los resultados a 10 y 20 afios de seguimiento
llegando a las misma conclusion (103,107). Las tasas de recidiva local o
regional a 20 afios en el grupo de la tumorectomia e irradiacion fueron de
14,3% dentro de la mama y de 2,7% en los ganglios linfaticos regionales. En la

mayoria de casos de recidiva en la mama se logré el control locorregional con
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mastectomia de rescate. Las tasas de recidiva locorregional a 20 afios para las
pacientes tratadas con mastectomia fueron del 10,2% en la pared toracica y del
4,6% en los ganglios linfaticos regionales (107).

Otros grupos publicaron resultados similares, como el de Milan (109) o el MD
Anderson Cancer Center que publicd su experiencia de 27 afios concluyendo
que la tasa de recurrencia local tras una cirugia conservadora pareceria estar
disminuyendo especialmente en pacientes menores de 50 afos, lo cual pudiera
estar relacionado con la mejor evaluacion de los margenes quirargicos y el
aumento de la utilizacion de las terapias sistémicas. De hecho encontraron una
tasa de recidivas locales a 5 afos de 1,3% en las pacientes tratadas

posteriormente a 1994 frente al 5,7% de las tratadas antes de esa fecha (110).

La cirugia conservadora es la técnica quirdrgica de eleccién para el cancer de
mama siempre y cuando se puedan lograr unos margenes quirdrgicos
adecuados con un aceptable resultado estético. Por otro lado estaria
contraindicada en pacientes con enfermedad localmente avanzada, en las que
hayan recibido radioterapia previa sobre la mama o el térax o pacientes con
microcalcificaciones malignas extensas. Serian contraindicaciones relativas las
pacientes con enfermedades del tejido conectivo que afectan a la piel o
aguellas jovenes con una mutacion conocida del BRCA 1 o 2 por el riesgo de

presentar una segunda neoplasia.

La técnica quirargica de la cirugia conservadora del cancer de mama, también
conocida como Tumorectomia o Cuadrantectomia, consiste en realizar una
incisién lo més cercana posible al tumor mamario con la menor repercusion
estética. En tumores superficiales puede resecarse asi mismo una elipse
cutanea sobre la lesion. Posteriormente se reseca y realiza exéeresis del tumor
con unos Margenes macroscopicos, si es posible, de 1 cm. aproximadamente.
En la mayoria de las cirugias se reseca el tejido mamario que incluye el tumor
hasta la fascia del pectoral mayor subyacente, aunque no es estrictamente
necesario. Se comprueban de manera intraoperatoria los margenes mediante
estudio histoldgico para verificar que son correctos. En el caso que el patélogo
comunique que alguno de los margenes estd muy cercano al tumor, se
realizaria la ampliacion de dicho margen en el mismo acto quirdrgico. Por

altimo y antes del cierre se colocan clips metélicos en el lecho para facilitar asi
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la irradiacion posterior. El cierre del lecho quirdrgico se hace por aproximacion
del tejido para evitar asi la formacion de seromas. Esto en ocasiones implica
una cierta reorganizacion del tejido que en la actualidad se conoce como
técnica oncoplastica. Se suele cerrar la piel con una sutura intradérmica que es

estéticamente menos impactante para la paciente que las grapas quirargicas.

En caso de no obtener unos margenes adecuados en la evaluacion diferida se

procede a una reintervencion para ampliacion de los mismos.

LA EVALUACION QUIRURGICA GANGLIONAR

El estado de afectacion ganglionar, en el cancer de mama, es uno de los datos
prondsticos mas importantes y tiene ademas una implicacion critica en cuanto

a la decision terapéutica.

Dado que el abordaje quirargico de los ganglios no tiene una finalidad
terapéutica como tal, la introduccion de la técnica de la BSGC ha supuesto un
grandisimo avance que nos ha permitido conocer el estatus ganglionar sin
necesidad de someter a las pacientes a linfadenectomias axilares innecesarias

que conllevan una importante morbilidad asociada (30).

La técnica mas extendida de la BSGC consiste en la inyecciébn de un
radiotrazador, en nuestro centro es el Tecnecio 99, en la mama afecta ya sea
de forma intratumoral o de forma subareolar, para explorar su drenaje linfatico.
En el quir6fano se realiza la localizacion del GC con una gammacamara portatil
gue nos indicard su situacion para asi proceder a su exéresis. El analisis
anatomopatologico del ganglio se hace de manera intraoperatoria. Hasta hace
poco se evaluaba mediante una citologia convencional, pero en los ultimos
afios se ha ido introduciendo en los diferentes centros especializados en
cancer de mama la técnica OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification) (111).
Se trata de una técnica objetiva y automatizada basada en el contaje de copias
de ARNm de la citoqueratina 19 expresada por las células tumorales, por lo
que no es posible aplicarla en pacientes con tumores que no expresan esta

proteina que representan un 3-7% de casos (112).
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A grandes rasgos se acepta que si el GC es negativo no es necesario realizar
el vaciamiento de la axila, pero si es positivo en forma de macrometastasis se
recomienda su realizacion. No obstante, el estudio Z0011l publicado por
Giuliano en 2011 ha generado cierta polémica y diversidad de opiniones acerca
de la necesidad de linfadenectomia axilar en pacientes con uno o dos ganglios

centinelas positivos para macrometastasis (31).

1.7.1.2 Cirugia oncoplastica y reconstructiva

La cirugia oncoplastica nace tras el auge de la cirugia conservadora del cancer
de mama que da paso en muchas ocasiones a pobres resultados estéticos.
Asi, la cirugia oncoplastica mediante técnicas de desplazamiento o reposicion
de volumen ayudarian tanto a mejorar, en algunos casos los resultados
estéticos de la cirugia conservadora clasica como a ofrecer una alternativa a la
mastectomia en situaciones en las que se requiere la exéresis de tumores de

gran tamafio.

En 1998, Clough KB et al, publican una clasificacion de las posibles secuelas
del tratamiento conservador. Las dividen en tres tipos, la Tipo | que son los
casos en los que queda una asimetria mamaria pero sin deformidad, la tipo |
son los casos en los que una deformidad esta presente y la tipo |lli
corresponderia a deformidades mayores tan solo corregibles con mastectomia

y posterior reconstruccion mamaria (113).

Si bien es cierto que la mayoria de los defectos son tratables de forma diferida
con técnicas reconstructivas, la mayoria de autores coinciden en que la mejor
estrategia consiste en integrar las técnicas de cirugia plastica en la cirugia
inicial ya que eso reduciria la necesidad de una cirugia reconstructiva posterior

mas compleja (114,115).
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1.7.2 Tratamiento adyuvante del cancer de mama

El objetivo de las terapias adyuvantes es el de lograr la erradicacion de la
enfermedad. Con ello consiguen aumentar la supervivencia libre de
enfermedad y la supervivencia global. Ademés el tratamiento sistémico de la
enfermedad metastasica logra prolongar considerablemente la supervivencia

media de las pacientes.

1.7.2.1 Tratamientos sistémicos

Multiples ensayos publicados demuestran que los tratamientos sistémicos
adyuvantes disminuyen de forma significativa el riesgo de recaida y de muerte
por cancer de mama. Se puede diferenciar tres modalidades de tratamiento
sistémico suya utilizaciébn sera evaluada de acuerdo al tipo de enfermedad

tumoral estadio:

QUIMIOTERAPIA

Existen cuatro grandes grupos de citostaticos que actlan de diferentes

maneras sobre de la replicacién celular para impedirla:

a) Los agentes alquilantes inhiben la replicacion del DNA e interfieren en la
divisiéon celular. Entre ellos debemos citar la Ciclofosfamida.

b) Los antimetabolitos son sustancias que actian sobre la sintesis del DNA
interfiriendo en la sintesis de bases purinicas y pirimidinicas. Entre ellos
debemos citar el metotrexate y el 5-fluoruracilo

c) Los antibiticos antitumorales son productos de origen microbiano,
aunque actualmente se obtengan por medios sintéticos, que inhiben el
crecimiento tumoral. A este grupo pertenecen los derivados
antraciclinicos como la adriamicina, la epirubicina o el mitoxantrone.

d) Farmacos inhibidores de las mitosis como son los alcaloides de la vinca
(vincristina y vinblastina) o bien los taxanos (paclitaxel y docetaxel) que
inhiben la formacion de los microtubulos al evitar la polimerizaciéon o

despolimerizacion de la tubulina, respectivamente.
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Skipper enuncié uno de los principios mas importantes de la quimioterapia que
consistia en la necesidad de combinar dos o mas citostaticos para conseguir
erradicar un mayor namero de células tumorales. Por ello en el contexto del
tratamiento complementario con quimioterapia se preconizaron esquemas de
poliquimioterapia, si bien algunos de ellos se asociaba con un mayor riesgo de
toxicidad (116).

Los esquemas mas utilizados en la actualidad en pacientes con cancer de
mama, y alto riesgo de recidiva, estan basados en esquemas secuenciales de
antraciclinas y taxanos ya que han demostrado ser mas eficaces que los
esquemas mas antiguos con melfalan o el esquema CMF (Ciclofosfamida,
Metotrexate y 5-Fluoruracilo) (117,118).

El Grupo Espafiol de Investigacion en Cancer de Mama (GEICAM) demostro
ademas la superioridad de afadir paclitaxel en administracion semanal al
esquema clasico con antraciclinas. En este estudio publicaron que la adicion de
taxanos al tratamiento adyuvante basado en antraciclinas mejoraba el
prondéstico de supervivencia de las pacientes con cancer de mama con ganglios
positivos, asi como también en aquellas sin afectacion ganglionar con alto
riesgo de recaida. Actualmente, sin embargo, la mayoria de las pacientes con
cancer de mama no tienen afectacion ganglionar en el momento del
diagnéstico. El Unico estudio puro con ganglios negativos (Grupo Espafiol de
Investigacion en Cancer de Mama 9805) publicado hasta ahora puso de
manifiesto un beneficio de docetaxel, pero a costa de una toxicidad
significativa. En el estudio de GEICAM 9906 se evaluo la eficacia y la seguridad
de paclitaxel semanal (WwP) tras una combinacion con antraciclinas (FAC) en
pacientes con ganglios negativos pero de alto riesgo, concluyendo que, el
tratamiento adyuvante con 5-fluoruracilo, adriamicina y ciclofosfamida (FAC)-
WP se asocio a una mejoria pequefia, pero significativa, en supervivencia libre
de enfermedad comparado con el régimen FAC, ademas de a una toxicidad
controlable, especialmente en relacién con los efectos cardiacos a largo plazo
(119).
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En nuestro centro las pautas frecuentemente utilizadas en adyuvancia son:

- Fluoruraciclo 500mg/m2- Epirrubicina 100mg/m2- Ciclofosfamida500mg/m2
(FEC) cada 21 dias x 3 ciclos seguido de Docetaxel 100mg/m2 cada 21 dias x
3 ciclos (esquema PACS del grupo francés). Se utiliza en las pacientes con
afectacion ganglionar asi como en aquellas que sin afectacion ganglionar

tienen un alto riesgo de recaida

- Epirubicina 90mg/m2-Ciclofosfamida 600mg/m2 (EC) cada 21 dias x 4 ciclos
seguido de Docetaxel 100mg/m2 cada 21 dias x 4ciclos. Se utiliza en el
tratamiento primario sistémico o bien en la adyuvancia si la paciente tiene un

tumor HER2 amplificado y precisa recibir trastuzumab.

- Docetaxel 75mg/m2- Ciclofosfamida 600mg/m2 cada 21 dias x 4 ciclos. Se
utiliza en las pacientes con un tumor sin afectacion ganglionar y de riesgo

intermedio de recaida

TERAPIA ENDOCRINA

Existen tres grupos de farmacos con actividad antiestrogénica que actian de

diferentes maneras y asi se clasifican en:

- Moduladores selectivos del RE (SERM’s). Son moléculas que comparten
zonas estructurales relevantes para su reconocimiento por el receptor
con los estrégenos naturales pero que al unirse a ellos constituyen un
complejo hormona receptor distinto. En este momento se acompafian de
co-factores represores que, al vincularse al elemento de respuesta
alternativo, no inducen la transcripcion caracteristica de un estrégeno
sino que bloquean la respuesta de esta célula al estrdgeno nativo.
Dentro de este primer grupo encontrariamos el Tamoxifeno, el
Raloxifeno o el Lasofoxifeno. Los dos primeros aprobados por la FDA
para la quimioprofilaxis en los casos de riesgo.

- El Fulvestrant, denominado también “antiestrégeno puro” se vincula al
receptor del estrogeno pero le neutraliza sin llegar a trasladarse al

nacleo y vincularse a un elemento de respuesta.
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- Inhibidores de la Aromatasa (IA’s). Se trata de sustancias que, como su
propio nombre indica, inhiben la actividad de la enzima aromatasa que
produce estrogenos a partir de los andrégenos circulantes que en la
mujer postmenopausica proceden basicamente de la glandula
suprarrenal. Otra fuente es el conjunto de células tecales que
constituyen el estroma ovarico estimulado por la LH elevada v,
eventualmente en los casos de resistencia insulinica, por la accién
sinérgica de la insulina. Existe una concentracion elevada de aromatasa
en el sobre todo a nivel de tejido adiposo y en menor cantidad en el
tejido mamario. A este grupo pertenecen el Anastrozol, el Letrozol y el

Exemestano.

- Analogos de la GnRH, como el Decapeptyl y el Gosereline, provocan
una castracion quimica inhibiendo el eje hipotalamo-hipofisario
suprimiendo la produccion de LH y FSH a nivel hipofisario, asi deja de
haber estimulo ovarico y éste deja de producir estrogenos. Estas
substancias se usan en las estrategias de tratamiento con inhibidores de
la aromatasa en mujeres pre menopausicas en las que, si no hay
supresion ovarica, la inhibicién de la aromatizacién periférica no puede

antagonizar la produccién de estrégenos en el ovario

El beneficio de la terapia hormonal ha sido ampliamente demostrado en
numerosos ensayos clinicos. En 1998 el Early Breast Cancer Trialists
Collaborative Group publicé un estudio que recopilaba informacién actualizada
de muchos de esos ensayos y afirmaba que el tratamiento adyuvante con
tamoxifeno mejora la supervivencia a 10 afios de mujeres con cancer de mama
y RE positivos o desconocidos independientemente de otras terapias o
caracteristicas de las pacientes. Conseguia una reduccion del riesgo de
recidiva del 47% y de muerte del 26% (120).

La eleccidon del farmaco esta basada en el estado hormonal de la paciente:

- En las pacientes premenopdausicas, el tratamiento hormonal mas
extendido es el Tamoxifeno. Esta en discusion si la adicion a este
tratamiento de una supresion de la funcién ovarica (SFO) es mas

efectiva. En un reciente meta-analisis afirman que basandose en los
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estudios actuales disponibles, la adicion de SFO al tratamiento con
Tamoxifeno en mujeres premenopausicas con cancer de mama no
prolongaba la supervivencia libre de enfermedad ni la supervivencia
global, a excepcion de aquellas pacientes con una edad inferior a los 35
afios que recibieron quimioterapia. Por ello no deberia ser recomendado
en general (121). El estudio SOFT que compar6 la administracion de
una combinacién de agonistas de LHRH con exemestano, o bien
agonistas LHRH con tamoxifeno, o bien tamoxifeno, demostré que las
enfermas jovenes con una edad inferior o igual a los 35 afios que
recibieron la combinacibn de agonistas con exemestano tras la
administracion de quimioterapia tenian un menor riesgo de recaida en
comparacion con los otros dos grupos (122).

- Pacientes postmenopausicas. Desde la aparicion de los IA’s, multiples
estudios han demostrado la superioridad de éstos administrados desde
el inicio o en terapia secuencial con tamoxifeno frente a el Tamoxifeno
en monoterapia (123-125). No existe unanimidad en referencia a cuél es
el esquema mas 6ptimo de administracion de los 1A’s (bien sea desde el
inicio 0 en secuencia) pero si esta claro es que el tratamiento hormonal
estandar en pacientes postmenopausicas debe incluir en algin momento
un IA.

TERAPIA DIRIGIDA A DIANA

Las terapias dirigidas a diana, a diferencia de la mayor parte de citostaticos,
actian en receptores especificos que estan asociados la activacion de vias de

sefalizacion que inducen la proliferacién y division celular.

Estas dianas moleculares suelen ser proteinas que tienen un incremento de su
expresion en las células cancerosas pero no en las normales. La proteina
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2) que se sobre
expresa en algunos canceres de mama es un ejemplo de diana molecular.
Diferentes anticuerpos monoclonales como el trastuzumab y el pertuzumab han
demostrado su capacidad para evitar la homo o heterodimerizacién del receptor

inhibiendo la activacion de la cascada de sefializacion dependiente de esta
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via. Otros farmacos inhibidores del dominio intracelular con actividad tirosin-
cinasa también han mostrado una gran actividad antitumoral, como es el caso

de lapatinib y neratinib.

En 2005, el estudio HERA (126) concluia que un afio de tratamiento con
trastuzumab tras la quimioterapia adyuvante mejoraba la supervivencia libre de
enfermedad en mujeres con cancer de mama HER-2 positivo. Observaron una
reduccion de riesgo de recidiva del 47% a favor de las pacientes que recibieron
Trastuzumab con un beneficio absoluto a 2 afos del 8,4% en cuanto a
Supervivencia libre de enfermedad. Y en 2007 publicaban una segunda
actualizacion en la que ya afirmaban que existian diferencias estadisticamente
significativas también en cuanto a Supervivencia global (127). Existen otros
muchos estudios que han mostrado que la combinacion de quimioterapia,
tanto antraciclinas y taxanos como carboplatino y taxanos, con trastuzmab
reducen el riesgo de recaida en la misma magnitud en mujeres con cancer de

mama HER-2 positivo.

En nuestro centro la pauta para adyuvancia de los tumores “HER2 positivos”

es:

- Doxorrubicina 60mg/m2 - Ciclofosfamida 600 mg/m2 cada 21 dias x 4
ciclos seguido de Docetaxel 100mg/m2 - Trastuzumab dosis carga
8mg/kg dia 1 y después 6mg/kg cada 21 dias x 4 ciclos seguido de

Trastuzumab 6mg/ kg cada 21 dias hasta completar 1 afio

1.7.2.2 Tratamiento de Radioterapia

La Radioterapia es un tratamiento basado en la administracion de radiaciones
ionizantes. Se utiliza en el tratamiento del cAncer de mama en tres situaciones

en lineas generales:

- Como tratamiento adyuvante tras la cirugia en las siguientes situaciones:
Tras un tratamiento de cirugia conservadora tanto en el cancer de mama

infiltrante como en el “in situ”. Tal como se ha explicado en capitulos
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previos, ya en los afios 80 se demostré el papel de la radioterapia como
tratamiento adyuvante imprescindible para poder realizar una cirugia
conservadora del cancer de mama sin aumentar asi el riesgo de recidiva
local frente a la mastectomia (104,108). Estudios con seguimientos
superiores a los 20 aflos han confirmado los mismos resultados
(107,109,110).

Tras una mastectomia existe el consenso internacional en recomendar
la radioterapia complementaria en pacientes con alto riesgo de recidiva
local y en pacientes con riesgo intermedio se valora de forma
individualizada (128).

En el tratamiento paliativo, tanto a nivel local en la mama para el control
de la sintomatologia secundaria a un sangrado tumoral por afectacion
cutdnea extensa, o bien para paliar la sintomatologia secundaria a

metastasis 6seas o cerebrales.
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2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis

El Ki67 es una proteina que actia como marcador de proliferacion celular,
pero, a pesar de haber sido ampliamente estudiado, se trata de un factor
prondstico todavia controvertido por principalmente diversos motivos
metodoldgicos principalmente. Nuestra hipétesis es que el Ki67 es un factor
prondstico independiente del cancer de mama en estadios iniciales en relacion

con la supervivencia del paciente y progresion de la enfermedad.

Esta hipoétesis aplicaria también a la expresion de Ki67 en los carcinomas

ductales “in situ” y su relacién con el prondstico.

2.2 Objetivos

En nuestro estudio tenemos un objetivo principal expuesto ya en la hipétesis

del trabajo y algunos objetivos secundarios.

1- Relacionar la expresion de Ki67 con la supervivencia global, la
supervivencia especifica de la enfermedad y la supervivencia libre de

enfermedad en el cancer de mama invasor en estadios iniciales.

2- Determinar si Ki67 puede tener un valor prondstico de progresion en el

carcinoma ductal “in situ”.
3- Definir el punto de corte mas adecuado para el Ki67

4- Describir la relacion entre el Ki67 y diferentes variables clinico-

patolégicas

5- Comprobar si el Ki67 podria formar parte de la evaluacién del grado

histologico

6- Evaluar la validez del Ki67 como marcador de proliferacion

69



70



3.MATERIALY METODOS
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3.1 Identificacion y seleccion de casos

El presente estudio se llevo a cabo de acuerdo con los principios de la
Declaracion del Helsinki y con la aprobacion del comité de ética de nuestra
institucion.

Se analizaron, de forma retrospectiva, un total 1143 muestras de pacientes

sometidas a cirugia por cancer de mama en el Hospital de la Santa Creu i Sant

Pau de forma consecutiva entre los afios 2005 y 2011.

En primer lugar analizamos toda la serie y la definimos para posteriormente

atender tan s6lo a 2 subgrupos.

El primero, el de los CDis. Recogimos los datos clinicos de las pacientes, como
la edad y el tipo de cirugia y los datos anatomopatologicos de expresion de
Ki67 y demas marcadores IHQ. También los datos de seguimiento de estas
pacientes para detectar las eventuales recidivas de la enfermedad. Los datos
de seguimiento se recogieron hasta junio de 2014 e incluyeron un total de 126

pacientes.

En el segundo subgrupo incluimos los tumores infiltrantes, excepto los casos
en los que las pacientes recibieron tratamiento neoadyuvante, los que se
trataban de recidivas y a las pacientes metastasicas al diagndstico,
seleccionando finalmente las 605 pacientes que fueron diagnosticadas por
primera vez de carcinomas invasores y cuyo tratamiento primario fue la cirugia.
Se recogieron numerosos datos clinico-patolégicos, incluido el grado tumoral,
tamafo del tumor, la existencia de afectacion ganglionar, la expresion de
receptores hormonales, el estado HER2 y de Ki67. Los datos clinicos fueron
obtenidos de la revision de las historias clinicas de las pacientes como la edad
o el tipo de cirugia. También se obtuvieron los datos de seguimiento de las
pacientes a través de las ultimas visitas realizadas o, en algunos casos,
mediante llamadas telefonicas. Los datos de seguimiento se recogieron hasta
junio de 2014. La estadificacion de las pacientes con cancer invasor se realiz
mediante el sistema TNM de la AJCC y a UICC como descrito en la
introduccidn. El tipo histolégico se establecié acorde con los criterios de la OMS

y segun su clasificacion, también recogido en la introduccion. El grado
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histologico se estableci6 segun el método Elston-Ellis. Posteriormente
estudiamos la expresion de Ki67 en toda esta serie y definimos los posibles
puntos de corte. Utilizando estas mismas pacientes exploramos la posibilidad
de establecer el grado histologico sustituyendo el indice mitético por el Ki67.

Por ultimo realizamos el estudio de supervivencia.
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3.2 Estudios inmunohistoquimicos

Los estudios IHQ se realizaron sobre las biopsias con aguja gruesa tomadas
para el diagnostico preoperatoriamente en la mayoria de casos y sobre la pieza

quirdrgica cuando no se obtuvo muestra suficiente en esta biopsia.

La determinacion del Ki67 se llevd a cabo segun las recomendaciones del
International Ki67 in Breast Cancer Working Group (81). El porcentaje de
nacleos Ki67 positivos se determind contabilizando la cantidad de nucleos
tefidos en 500 células consecutivas. En los casos con tinciones heterogéneas
se consideraron tanto los “hot spots” como los “cold spots” y se obtuvieron los
valores de media y mediana (Figura 26 ). Para los analisis de supervivencia se
establecieron diferentes puntos de corte de acuerdo con la literatura cientifica
(91,93) y nuestros datos estadisticos.

Figura 26. Muestras de diferentes porcentajes de Ki67
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La determinacion de RE se realizd con la clona 6F11 (diluciéon 1:40) de
Novocastra (Newcastle); la de RP con la clona 16 (1:200) de Novocastra; el
Ki67 con la clona MIB-1 (prediluida) de Dako (Glostrup, Dinamarca). Para los
RE, los RP y el Ki67 se hizo un pretratamiento con un tampon citrato pH6 con

autoclave durante 8 minutos.

La determinacion de la proteina HER2 se llevo a cabo utilizando un anticuerpo
policlonal (Dako; Glostrup, Dinamarca). En el caso de positividad se efectuaba
el estudio mediante Herceptest o FISH. Los RE, los RP y el HER2 se evaluaron

segun los protocolos estandar (129).

El control de calidad de la IHQ se ha asegurado mediante la participacion de
nuestro laboratorio de Anatomia Patoldgica en el Programa de Control de
Calidad de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patologica (SEAP).
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3.3 Clasificacion molecular

La clasificacibn molecular de los tumores se llevd a cabo siguiendo las
recomendaciones del consenso internacional de St Gallen 2013 (Tabla 2 de la
introduccién). Tal como refleja la figura 27 clasificamos los tumores en:
“Luminal A-like” fueron aquellos con receptores hormonales positivos, HER2
negativo y un indice Ki67 bajo (<20%). Los “Luminal B-like HER2 negativo” con
RE positivos, HER2 negativo y al menos uno de los siguientes criterios: KI67
alto (Ki67220%) o RP<20. Los “Luminal B-like HER2 positivos” presentaban RE
positivos y sobreexpresion de HER2, cualquier Ki67 y cualquier RP. Los HER2
positivos o “No-luminal” son los que presentan receptores hormonales
negativos y HER2 sobre expresado como su propio nombre indica. Y por
altimo, los de tipo basal o “Basal-like” o Triple Negativos (TNBC) con

receptores hormonales y HER2 negativos (93) .

Figura 27. Clasificacién molecular sustituida por IHQ
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3.4 Métodos estadisticos

Respecto a los métodos estadisticos, para determinar el valor del punto de
corte para Ki67 utilizamos la curva ROC (Receiver operating characteristic).
Como punto de corte establecimos el de mayor area bajo la curva. La
correlacion de las caracteristicas clinico-patoldgicas, IHQ y moleculares con el
Ki67 se realiz6 mediante los tests de chi-cuadrado y de Ficher. El analisis
univariado de supervivencia se realizé mediante las curvas de Kaplan-Meier y
el “log-rank test” para evaluar si existian diferencias entre distintas
probabilidades de supervivencia. Llevamos a cabo un andlisis Multivariado
(Cox proportional hazards regression model), basado en los resultados del
analisis univariado, para identificar los factores que se asociaban de forma
independiente a la recidiva del tumor o la muerte. Los analisis estadisticos se
realizaron con el software SPSS/win 21 (SPSS, Chicago, IL, USA). Se
consideraron estadisticamente significativos los valores de la p menores que
0.05.

DEFINICIONES:

La Supervivencia libre de enfermedad (SLE) se defini6 como el periodo de
tiempo que existia desde el tratamiento quirdrgico inicial hasta la primera

recaida, segundo tumor primario o0 muerte por cualquier causa.

La Supervivencia Especifica de la Enfermedad (SEE) es el periodo de tiempo
entre el diagnéstico de la enfermedad y la muerte de las pacientes a causa de

la enfermedad, en este caso, el cancer de mama.

La Supervivencia global (SG) fue definida como el tiempo que transcurria
desde el primer tratamiento de la enfermedad hasta la muerte de la paciente o

hasta el ultimo control.

Para el analisis de supervivencia excluimos a las pacientes que recibieron
quimioterapia neoadyuvante o las que se encontraban en un estadio IV ya que
su pronostico es diferente y no se puede calcular el intervalo libre de

enfermedad.
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4. RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas de nuestra serie (n=1143)

Las caracteristicas de los 1143 casos incluidos en el estudio, se recogen en la
Tabla 7. Podemos observar que la mayoria eran CDI NST, que correspondia a
808 casos que representan el 70.6% del conjunto. En segundo lugar los CDis
y los CLI con una representacion muy similar, 126 (11%) y 112 (9.8%)

respectivamente.

Tabla 7. Distribucion histoldgica de todos los casos estudiados

Tipo histolégico Frecuencia Porcentaje
Carcinoma Adenoide quistico 2 0.2
Carcinoma escamoso 1 0.1
Carcinoma ductal in situ 126 11
Carcinoma ductal infiltrante 808 70.6
Carcinoma lobulillar infiltrante 112 9.8
Tumor Phillodes maligno 1 0.1
Carcinoma metaplasico 1 0.1
Carcinoma invasor mixto
(lobulillar y ductal) > 04
Carcinoma Mucinoso 6 0.5
Enfermedad de Paget 3 0.3
Enfermedad de Paget con

. ' 1 0.1
carcinoma invasor
Carcinoma Papilar 5 0.4
Recidivas 15 1.3
Carcinoma Tubular 6 0.5
Benigno/no tipificado 51 4.4
Total 1.143 100
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Si excluimos los tumores benignos de nuestra serie, la distribucion es
similar a la expuesta anteriormente representando el CDI NST un 73.79%
de los casos. ElI CLI constituye el 10.19%. El resto de los tumores

infiltrantes tendrian una representacion escasa.
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4.2 Resultados para los carcinomas ductales “in situ”

De los 126 casos registrados de CDis eliminamos aquellos de los que no
disponiamos de seguimiento o de todos los datos recogidos, por lo que
finalmente nuestra muestra fue de 106 casos. La mayoria de las pacientes
tenian mas de 50 afios (88.7%) y la media de edad fue de 58.5 afios (SD
10.72 afos). Tan solo el 33% de los casos fueron sometidos a mastectomia,
asi la gran mayoria recibieron un tratamiento conservador. La técnica de
BSGC se indicé en casi la mitad de las pacientes (44.3%) siendo el resultado
en todos los casos negativo. El tamafio de las lesiones oscilé entre 0.2 y 10cm
siendo la media de 3cm (SD 2.84). Respecto a la IHQ, la mayoria presentaron
receptores hormonales positivos (82.5% para RE y 73.1% para RP), el HER2
tan solo presentd sobreexpresion en un 6.6% de los casos y la media de
expresion de Ki67 fue de 12.6% (SD 13.52). Tan sélo encontramos un 9.4% de
recurrencias locales con una media de seguimiento de 62.5 meses (rango; de
0.76 meses a 107 meses), Yy no encontramos relacion estadisticamente
significativa para ninguna de las variables estudiadas. La relacion entre el Ki67
y el riesgo de recidiva local presentd un p de 0.81 por lo que, a pesar de no ser

una relacion estadisticamente significativa si que muestra una tendencia.
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4.3 Resultados para los carcinomas infiltrantes en estadio
inicial (n=605)

De toda la serie analizada aislamos los tumores infiltrantes y de ellos
excluimos los casos en los que las pacientes recibieron tratamiento
neoadyuvante, los que se trataban de recidivas y a las pacientes metastasicas
al diagnostico quedandonos finalmente con las 605 pacientes que fueron
diagnosticadas por primera vez de carcinomas invasores y cuyo tratamiento
primario fue la cirugia. Asi de las 1143 pacientes iniciales, para los préximos

analisis hablaremos de una serie de 605 casos.

4.3.1 Resultados caracteristicas clinico-patologicas

El estadio de las pacientes fue la en el 50.9% de los casos, Ib en el 0.5%, lla
en el 27.8%, lIb en el 11.7%, llla en el 5.1%, llIb en el 2.8% y llic en el 1.2%.
Todas recibieron cirugia como tratamiento primario, el 42.5% realizo
quimioterapia como tratamiento adyuvante y el 57.5% hormonoterapia. Se
realiz0 ademas radioterapia en el 81.2% de las pacientes y el 80.3%
prosiguieron el tratamiento con hormonoterapia preventiva.

Las principales caracteristicas clinico-patolégicas de estas 605 pacientes la
resumimos en la tabla 8. La media de edad fue de 61 afios (de 27 a 96 afios)
y la mayoria de las pacientes, el 83%, tenian 50 o mas afos. El tipo histolégico
mas frecuente (86%) fue el CDI NST. El tamafio del tumor fue inferior a 2cm
en mas de la mitad de los casos (59.7%) y de entre 2 y 5cm en el 31.9% de las
pacientes. El 75.9% de los casos no presentaban afectacion ganglionar y de
las que tenian ganglios positivos la mayoria presentaban menos de 3 (pN1).
Tal como hemos mencionado excluimos los casos que presentaban
metastasis a distancia al diagndstico. Mas de la mitad de los tumores eran de
grado histoldgico intermedio (52.1%) y la mayoria no presentaban invasion
linfatica ni necrosis. Estos datos presentan la semejanza esperable en relacion

con la serie global.
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Tabla 8. Principales resultados clinico-patologicos

Tumores infiltrantes (n=605)

Edad (media £SD)

Edad <50
=50
Tamafio tumoral pT1l
pT2
pT3
pT4

Afectacion axilar pNO
pN1mic
pN1
pN2
pN3

Metastasis MO
M1

Histologia Ductal
Lobulillar
Otros
Grado histologico Gl
G2
G3

Invasion linfatica Si
No

Necrosis Si
No

61 afnos (SD 12.9 afos)

103 (17%)
502 (83%)
361 (59.7%)
193 (31.9%)
31 (5.1%)
20 (3.3%)

459 (75.9%)
10 (1.7%)
108 (17.9%)
21 (3.5%)

7 (1.2%)

605(100%)
0

520 (86%)
69 (11.4%)
16 (2.6%)
124 (20.5%)
315(52.1%)
166 (27.4%)

71 (11.7%)
534 (88.3%)

41 (6.8%)
564 (93.2%)
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En la tabla 9 se presentan las principales caracteristicas clinico-patoldgicas
segun el tipo histologico. La cirugia mas frecuente para todos los subtipos fue
la conservadora o tumorectomia, representando mas del 70% de los
tratamientos quirdrgicos en los CDI NST. Es interesante apuntar que tan sélo
16.8% de los tratados con tumorectomia presentaron margenes afectos. De
éstos, se realiz6 ampliacion de margenes en el 79.6% de los cuales se
identifico tumor residual en el 45.6%.

La mayoria de los casos de CDI y CLI eran de grado histolégico 2, pero entre
los CLI en comparacion existia una mayor proporcion de tumores grado 1y
menor de grados 3. Los receptores hormonales fueron predominantemente
positivos en mas del 80% de los casos en todos los subtipos histolégicos pero
habria que destacar que en los CLI llegan al 98.5% de los tumores. La
sobreexpresion de HER2 es muy escasa, en los CDI NST representd tan solo
el 8.7% de los casos, esto se deba probablemente a que al excluir los casos
que recibieron neoadyuvancia hemos excluido la mayoria de los tumores que

sobre expresaban HER2.
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Tabla 9.

Datos clinico-patologicos para los tumores infiltrantes

_ . Carcinoma Ductal Carcinoma Otros subtipos
Diagnostico ] ) ) ] o
Infiltrante Lobulillar Infiltrante histolégicos
N 520 69 16

Tipo de cirugia

Invasion

linfovascular

Necrosis

Calcificaciones

Afectacion

cutanea

Grado

histolégico

Receptores

hormonales

HER2

Mastectomia; 28.1%

Tumorectomia;
71.9%

Si: 12.7%
No: 87.3%
Si: 7.7%
No: 92.3%
Si: 47.4%
No: 52.6%
Si: 3.3%
No: 96.7%
Grado 1: 18%
Grado 2: 50.4%
Grado 3: 31.5%
Positivo: 84.2%
Negativo: 15.8%
Positivo: 8.7%

Negativo: 91.3%

Mastectomia: 40.6%

Tumorectomia:
59.4%

Si: 7.2%
No: 92.8%
Si: 1.4%
No: 98.6%
Si: 34.8%
No: 65.2%
Si: 11.6%
No: 88.4%
Grado 1: 27.5%
Grado 2: 69.6%
Grado 3: 2.9%
Positivo: 97.1%
Negativo: 2.9%
Positivo: 2.9%

Negativo: 97.1%

Mastectomia: 37.5%

Tumorectomia:
62.5%

Si: 0%

No: 100%

Si: 0%

No: 100%

Si: 37.5%

No: 62.5%

Si: 0%

No: 100%
Grado 1: 68.8%
Grado 2: 31.3%

Grado 3: 0%
Positivo: 93.8%
Negativo: 6.3%

Positivo: 0%

Negativo: 100%
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En la tabla 10. se muestra la distribucion de los principales carcinomas
infiltrantes segun las actuales clasificaciones moleculares siguiendo los
criterios de St Gallen 2013 (93). De entre los 520 casos de CDI NST, el 52.5%
fueron clasificados como Luminales A, el 28.3% como Luminales B, el 5.2%
como Luminales B con HER2 positivo, el 3.5% fueron HER2 “puros” y el 10.6%
triple negativos. A destacar que la gran mayoria de los CLI se incluyen en el
grupo de los Luminales A (69.6%). Los casos de HER2 puros son pocos
probablemente por la exclusion del estudio de las pacientes que recibieron

neoadyuvancia.

Tabla 10. Distribucion de los carcinomas invasores segun clasificacion
molecular St Gallen 2013

Diagndstico

AT N Subtipos moleculares
histologico

Luminal A: 273 (52.5%)
Luminal B: 147 (28.3%)
520 Luminal B HER2+: 27 (5.2%)
HER2+: 18 (3.5%)
Basal: 55 (10.6%)
Luminal A: 48 (69.6%)
Luminal B: 17 (24.6%)
69 Luminal B HER2+: 2 (2.9%)
HER2+: 0 (0%)
Basal: 2 (2.9%)
Luminal A: 13 (81.3%)
Luminal B: 2 (12.5%)
16 Luminal B HER2+: 0 (0%)
HER2+: 0 (0%)
Basal: 1 (6.3%)

Carcinoma ductal
infiltrante

Carcinoma lobulillar
infiltrante

Otros subtipos
histoldgicos
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4.3.2 Resultados para el Ki67

En la figura 28 se puede observar la distribucién de la expresion de Ki67 en los
tumores analizados. Observamos que la media de Ki67 fue de 16.19%. La
mayoria de los tumores present6 un Ki67 menor del 20%, siendo la mediana de
10%.

Figura 28. Resultados Ki67 en cancer de mama estadios iniciales.

150

Frecuencia

9 10 15 18 20 25 30 35 40 S0 G0 70 80 90
Ki67 %

A patrtir de los valores de Ki67 de la serie de 605 pacientes que utilizamos para
nuestro analisis, realizamos una curva ROC (figura 29 ). Decidimos escoger
los puntos de corte de mayor sensibilidad y especificidad que fueron el 14 y el
20% y ademas exploramos los mas utilizados en la literatura (91,93).

89



Figura 29. Curva ROC
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6,50 933 807
8,50 933 805
9,50 933 598
12,50 933 349
16,60 867 271
19,00 867 269
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27,50 667 78
32,50 600 105
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85,00 087 007
91,00 000 ,000
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Limite Limite
inferior superior
850 ,049 ,000 754 947
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La tabla 11 muestra la relacion entre el Ki67 (segun puntos de corte del 14 y el
20%) y las principales variables clinico-patolégicas. Para ambos puntos de
corte se obtienen resultados estadisticamente significativos. Para todos los
puntos de corte la relacion con la edad resulta significativa; las pacientes
menores de 50 afios presentan mas valores de Ki67 altos. Respecto al tamafio
del tumor, claramente se observa que cuanto mayor es éste mas alto es el
valor de Ki67. La afectacibn ganglionar no muestra una relacion
estadisticamente significativa con ninguno de los valores de corte, pero en
ambos casos se observa una tendencia de Ki67 altos en los casos de
afectacion axilar, sobretodo pN1. En cuanto al tipo histoldégico se confirma que
los CLI que presentan, en general, un Ki67 menor. El nUmero de casos de
Ki67 alto entre los tumores grado 1 es muy bajo, sobretodo, si se escoge el
20% como es légico. Respecto a los subtipos moleculares, observamos que
para el punto de corte de Ki67220% no tenemos ningun tumor Luminal A con
Ki67 alto, ademas el Ki67 es mayor en tumores que sobre expresan HER2 y
en los basales. Los tumores con invasion linfatica presentaron valores
mayores de Ki67, aunque esto no resultd estadisticamente significativo. El
porcentaje de tumores con receptores hormonales negativos estaba
incrementado en aquellos casos donde Ki67 era mas elevado, sobre todo
cuando éste era 220% (p=0.001).

Las mismas relaciones han sido estudiadas para valores de Ki67 en 3 grupos:
0-10%, 11-19% y =220%, obteniendo resultados similares y estan reflejadas en
la tabla 12.
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Tabla 11.

Correlacion de Ki67 con los principales datos clinico-patolégicos

Caracteristicas Ki67<14% Ki67214% p Ki67<20% Ki67220% p
Edad
<50afios 55 (14.3%) 48 (21.8%) 0.018 64 (14.8%) 39 (22.7%) 0.020
>50afios 330 (85.7%) 172 (78.2%) 369 (85.2%) 98 (77.3%)
Tamafio tumor
pT1 249 (64.7%) 112 (50.9%) 0.009 275 (63.5%) 86 (50%) 0.025
pT2 106 (27.5%) 87 (39.5%) 125 (28.9%) 68 (39.5%)
pT3 19 (4.9%) 12 (5.5%) 23 (4.8%) 8 (6.3%)
pT4 11 (2.9%) 9 (4.1%) 16 (3.3%) 4 (3.1%)
Estado ganglionar
pNO 299 (77.7%) 160 (72.7%) 0.150 335 (77.4%) 124 (72.1%) 0.262
pN1mic 9 (2.3%) 1 (0.5%) 9 (2.1%) 1 (0.6%)
pN1 62 (16.1%) 46 (20.9%) 70 (16.2%) 38 (22.1%)
pN2 11 (2.9%) 10 (4.5%) 15 (3.5%) 6 (3.5%)
pN3 4 (1%) 3 (1.4%) 4 (0.9%) 3 (1.7%)
Metastasis
MO 385 (100%) 220 (100%) 433 (100%) 172 (100%)
M1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Histologia
Ductal 309 (80.3%) 211 (95.9%) 0.0001 356 (82.2%) 164 (95.3%) 0.0001
Lobulillar 61 (15.8%) 8 (3.6%) 62 (14.3%) 7 (4.1%)
Otros 15 (3.9%) 1 (0.5%) 15 (3.5%) 1 (0.6%)
Grado Histologico
Gl 112 (29.1%) 12 (5.5%) 0.0001 120 (27.7%) 4 (2.4%) 0.001
G2 231 (60%) 84 (38.2%) 257 (59.4%) 58 (33.7%)
G3 42 (10.9%) 124 (56.4%) 56 (12.9%) 110 (64%)
Invasion linfatica
Si 40 (10.4%) 31 (14.1%) 0.190 45 (10.4%) 26 (15.1%) 0.103
No 345 (89.6%) 189 (85.9%) 388 (89.6%) 146 (84.9%)
Recept. estrogeno
Positivos 366 (95.3%) 153 (69.5%) 0.001 409 (94.5%) 110 (64%) 0.001
Negativos 19 (4.9%) 67 (30.5%) 24 (5.5%) 62 (36%)
Recept. progesterona
Positivos 324 (84.2%) 135 (61.4%) 0.001 361(83.4%) 98 (57%) 0.001
Negativos 61 (15.8%) 85 (38.6%) 72 (16.6%) 74 (43%)
SubtipoMolecular*
Luminal A 300 (77.9%) 34 (15.5%) 0.0001 334 (77.1%) 0 (0%) 0.001
Luminal B HER2- 54 (14%) 107 (48.6%) 62 (14.3%) 99 (57.6%)
Luminal B HER2+ 15 (3.9%) 14 (6.4%) 16 (3.7%) 13 (7.6%)
HER2+ RE/RP- 5 (1.3%) 13 (5.9%) 8 (1.8%) 10 (5.8%)
Basal 11 (2.9%) 52 (23.6%) 13 (3%) 50 (29.1%)
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Tabla 12. Correlacion de Ki67 con los principales datos clinico-patoldgicos

Caracteristicas Ki67 0-10% Ki67 11-19% Ki 67 220 p
Edad
<50 55 (14.3%) 9 (18.8%) 39 (22.7%) 0.047
=50 330 (85.7%) 39 (81.3%) 133 (77.3%)
Tamafio tumoral
pT1 249 (64.7%) 26 (54.2%) 86 (50%) 0.033
pT2 106 (27.5%) 19 (39.6%) 67 (39.5%)
pT3 19 (4.9%) 1(2.1%) 11 (6.4%)
pT4 11 (2.9%) 2 (4.2%) 7 (4.1%)
Afectacion ganglionar
pNO 299 (77.7%) 36 (75%) 124 (72.1%) 0.213
pN1mic 9 (2.3%) 0 (0%) 1 (0.6%)
pN1 62 (16.1%) 8 (16.7%) 38 (22.1%)
pN2 11 (2.9%) 4 (8.3%) 6 (3.5%)
pN3 4 (1%) 0 (0%) 3 (1.7%)
Metastasis
MO 385 (100%) 48 (100%) 172 (100%)
M1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Histologia
Ductal 309 (80.3%) 47 (97.9%) 164 (95.3%) 0.001
Lobulillar 61 (15.8%) 1(2.1%) 7 (4.1%)
Otros 15 (3.9%) 0 (0%) 1 (0.6%)
Grado histologico
G1 112 (29.1%) 8 (16.7%) 4 (2.4%) 0.001
G2 231 (60%) 26 (54.2%) 58 (33.7%)
G3 42 (10.9%) 14 (29.2%) 110 (64%)
Invasion linfatica
Si 40 (10.4%) 5 (10.4%) 26 (15.1%) 0.274
No 345 (89.6%) 43 (89.6%) 146 (84.9%)
Recept. estrogeno
Positivos 366 (95.1%) 43 (89.6%) 110 (64%) 0.001
Negativos 19 (4.9%) 5 (10.4%) 62 (36%)
Recept. progesterona
Positivos 324 (84.2%) 37 (77.1%) 98 (57%) 0.001
Negativos 61 (15.8%) 11 (22.9%) 74 (43%)
Subtipo molecular *
Luminal A 300 (77.9%) 34 (70.8%) 0 (0%) 0.001
Luminal B HER2- 54 (14%) 8 (16.7%) 99 (57.6%)
Luminal HER2+ 15 (4%) 1 (2.1%) 13 (7.6%)
HER2+ ER/PR- 5 (1.3%) 3 (6.3%) 10 (5.8%)
Basal 11 (2.9%) 2 (4.2%) 50 (29.1%)
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4.3.3 Modificacion del grado histolégico utilizando el Ki67

La forma clasica de establecer el grado histolégico se realiza de acuerdo con
el método de Elston-Ellis y es uno de los factores prondsticos bien
establecidos en el cancer de mama. Este método implica en uno de sus pasos
contar el numero de mitosis por 40 campos de gran aumento lo cual suele ser
un procedimiento lento, tedioso y poco reproducible. Ademas el recuento de
mitosis requiere una cantidad de tejido superior a la que necesitariamos para
evaluar el Ki67.

Por ello proponemos una variacion en el sistema para determinar el grado
histolégico en el que sustituiriamos el numero de mitosis por el valor de Ki67
en el score, poniendo los 3 puntos de corte: 0-10% (1 punto), 11-19% (2
puntos) y 220% (3 puntos). En la tabla 13 podemos observar la comparacion
del grado de nuestras muestras utilizando ambos sistemas. La concordancia
es muy alta (p=0,000), pero parece haber una discreta mejoria en la
homogeneidad del tamafio de los grupos con el método modificado. El
porcentaje de los tumores grado 2 desciende de 52.06% a 48.59% y respecto

a los tumores grado 3 el porcentaje aumenta de 27.43% a un 29.25%.

Tabla 13. Comparativa entre los dos sistemas de determinacién del grado
histoldgico (p=0.000)

Grao_lo_ 1 Grao_lo_ 2 Grad_c_) 3 Total
modificado modificado modificado
Grado | 117 (80.3%) 6 (2%) 1 (0.6%) 124 (20.49%)
Grado |l 17 (12.7%) 243 (82.7%) 55 (31.1%) 315 (52.06%)
Grado Il 0 (0%) 45 (15.3%) 121 (68.4%) 166 (27.43%)
Total 134 (22.1%) 294 (48.59%) 177 (29.25%) 605
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Al analizar la relacion entre las principales variables clinico-patologicas vy el
grado histologico evaluado mediante ambos sistemas (tabla 14). Se observé
un incremento de los casos de grado 3 en las pacientes jovenes cuando
utilizamos el nuevo sistema, lo cual pareceria mas adecuado. También
aumentan los grado 3 en los Luminales B con HER2 negativo y los basales.
Por el contrario se observa una disminucion de los grado 3, nuevos, en los
tumores Luminales A.
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Tabla 14. Comparativa entre los dos sistemas de evaluacion del grado

Nuevo Nuevo Nuevo
Grado 1 Grado 2 Grado 3 p Grado 1 Grado 2 Grado 3 p
Edad
<50 19 (18.4%) 49 (47.6%) 35 (34%) 18 (17.5%) 45 (43.7%) 40 (38.8%)
0.269 0.057
250 105 (20.9%) 266 (53%) 131 (26.1%) 116 (23.1%) 249 (49.6%) 137 (27.3%)
Tamafo tumoral
pT1l 94 (26%) 189 (52.4%) 78 (21.6%) 103 (28.5%) 174 (48.2%) 84 (23.3%)
pT2 24 (12.4%) 96 (49.7%) 73 (37.8%) 25 (13%) 94 (48.7%) 74 (38.3%)
0.000 0.001
pT3 5 (16.1%) 17 (54.8%) 9 (29%) 5 (16.1%) 15 (48.5%) 11 (35.5%)
pT4 1 (20.5%) 13 (65%) 6 (27.4%) 1 (5%) 11 (55%) 8 (40%)
Afectacion
ganglionar
pNO 102 (22.2%) 241(52.5%) 116 (25.3%) 112 (24.4%) 225 (49%) 122 (26.6%)
pN1mic 5 (50%) 5 (50%) 0 (0%) 5 (50%) 4 (40%) 1 (10%)
pN1 15 (13.9%) 54 (50%) 39 (36.1%) 0.018 15 (13.9%) 52 (48.1%) 41 (38%) 0.011
pN2 2 (9.5%) 11 (52.4%) 8 (38.1%) 2 (9.5%) 9 (42.9%) 10 (47.6%)
pN3 0 (0%) 4 (57.1%) 3 (42.9%) 0 (0%) 4 (57.1%) 3 (42.9%)
Metéastasis
MO 124 (20.5%) 315 (52.5%) 166 (27.4%) 134 (22.1%) 294 (48.6%) 177 (29.3%)
M1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Histologia
Ductal 94 (18.1%) 262 (50.4%) 164 (31.5%) 105 (20.2%) 246 (47.3%) 169 (32.5%)
Lobulillar 19 (27.5%) 48 (69.6%) 2 (2.9%) 0.001 18 (26.1%) 44 (63.8%) 7 (10.1%) 0.015
Otros 11 (68.8%) 5 (31.3%) 0 (0%) 11 (68.8%) 4 (25%) 1 (6.3%)
Invasion linfatica
Si 5 (7%) 38 (53.5%) 28 (39.4%) 7 (9.9%) 36 (50.7%) 28 (39.4%)
No 119 (22.3%) 277 (51.9%) 138 (25.8%) 0.002 127 (23.8%) 258 (48.3%) 149 (27.9%) 0.001
Subtipo molecular*
Luminal A 97 (29%) 201 (60.2%) 36 (10.8%) 107 (32%) 217 (65%) 10 (3%)
Luminal B HER2- 23 (13.9%) 86 (51.8%) 57 (34.3%) 21 (12.7%) 50 (30.1%) 95 (57.2%)
Luminal B HER2+ 1 (3.4%) 13 (44.8%) 15 (51.7%) 0.001 2 (6.9%) 14 (48.3%) 13 (44.8%) 0.001
HER2+ ER/PR- 2 (11.1%) 2 (11.1%) 14 (77.8%) 2 (11.1%) 3 (16.7%) 13 (72.2%)
Basal 1(1.7%) 13 (22.4%) 44 (75.9%) 2 (3.4%) 10 (17.2%) 46 (79.3%)
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4.3.4 Relacion Ki67 con supervivencia. (Analisis univariado)

Las caracteristicas clinico-patolégicas de nuestra serie fueron evaluadas en un
analisis univariado (Kaplan-Meyer, log-rank test) con la supervivencia libre de
enfermedad (SLE), la supervivencia especifica para enfermedad (SEE) y la

supervivencia global (SG).

La media de seguimiento fue de 62.4 meses (rango de 0.76 meses a 107
meses), 550 pacientes (90.9%) estaban vivas y libres de enfermedad, 22
(3.6%) estaban vivas pero con enfermedad (media de seguimiento de 47.3
meses; rango de 18.73 a 93.44 meses), 15 (2.5%) muertas a causa del tumor
(media de seguimiento de 44.1 meses; rango 16.46 a 95.57 meses) y 18 (3%)
muertas por otras causas. A pesar de que el seguimiento es largo, se observa
un mayor numero de muertes por otras causas que por el cancer de mama.
Probablemente con un seguimiento mayor obtendriamos mas eventos

relacionados con el cancer de mama.

Los resultados de este andlisis realizado para los diferentes puntos de corte
del Ki67 se reflejan en las figuras 30 y 31 . Podemos constatar una
significancia estadistica para SLE, SEE y SG para el punto de corte de
Ki67<14% (SLE p=0.013, SEE p=0.001 y SG p=0.002) y para el Ki67=20%
(SLE p=0.010, SEE p=0.001 y SG p=0.001) (Figura 30a,b,c,d). En el
subgrupo de tres categorias encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre Ki67 0-10% y Ki67220% para SLE (p=0.008), SEE
(p=0.001) y SG (p=0.001) (Figura 3la,b), y se observd una tendencia
estadistica entre Ki67 0-10% y Ki67 11-19% para SG (p=0.071) y SEE
(p=0.081).
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Figura 30a. Supervivencia libre de enfermedad para Ki67<14%
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Figura 30b. Supervivencia libre de enfermedad para Ki67=20%
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Figura 30c. Supervivencia especifica para enfermedad para Ki67<14%
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Figura 30d. Supervivencia especifica para enfermedad para Ki67=20%
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Figura 31a. Supervivencia libre de enfermedad para tres categorias de Ki67
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Figura 31b. Supervivencia especifica para enfermedad para tres categorias de
Ki67
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Ademas la SG y la SEE se asociaron con el tamafio tumoral (pT) (p=0.001
ambas), el grado histolégico (SG p=0.004; SEE p=0.001), el grado histoldgico
modificado (p=0.000 ambas), la necrosis tumoral (SG p=0.003; SEE p=0.019)
y con la expresion de los RE y RP (p=0.000 ambos).

La SLE se asocido con el tamafo tumoral (pT) (p=0.000), la afectacion
ganglionar (pN) (p=0.000), afectacion ganglionar (pN) (p=0.000), el grado
histolégico (p=0.000), el grado histolégico modificado (p=0.000), necrosis
tumoral (p=0.001) y con la expresion de los RE y RP (p=0.000 ambos).

La sobreexpresion de HER2 no se correlacion6 con la SG ni con la SEE ni con
la SLE, probablemente porque el tratamiento con Trastuzumab ha cambiado el
prondstico de estas pacientes mejorandolo sustancialmente.

Analizamos también la supervivencia en relacién con los subtipos moleculares
establecidos en el consenso de St Gallen 2013 y encontramos diferencias
estadisticamente significativas para SG y SEE (p=0.000 ambos) y para SLE
(p=0.003). Es mas, las diferencias en SG y SEE se confirmaron entre los
pacientes con tumores luminales A y basales (p=0.000 ambos) y entre los
luminales B y los basales (SG p=0.001; SEE p=0.003). También se objetivaron
diferencias estadisticamente significativas para la SLE entre los tumores
luminales A y los luminales B (p=0.042), entre los luminales A y los basales
(p=0.000) y entre los luminales B y los basales (p=0.055).
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4.3.5 Relacion sistema modificado de grado histolégico con
supervivencia. (Analisis univariado)

En este estudio hemos pretendido ademas evaluar una modificacion del
sistema clasico para establecer el grado histolégico de los tumores,
sustituyendo el contaje de mitosis por el estudio del Ki67. Nuestra modificacion
ha mostrado una relacion estadisticamente significativa para la SG, SEE
(p=0.001 ambas) y SLE (p=0.007). Con el sistema modificado encontramos
diferencias entre los tumores grado | respecto a los tumores grado Ill (SG
p=0.009; SEE p=0.002; SLE p=0.005) y entre los tumores grado Il y los grado
[l (SG p=0.006; SEE p=0.001; SLE p=0.027). Pero no entre los tumores grado
| y los de grado Il (SG p=0.990; SEE p=0.364; SLE p=0.185). En la figura 32
(a,b,c,d) se reflejan estos datos. Con el sistema clasico también encontramos
diferencias significativas entre los grado | y Il con respecto a los grado Il (SG
p=0.009 y p=0.006 respectivamente; CEE p=0.005 y p=0.001 respectivamente;
SLE p=0.003 y p=0.002 respectivamente) y tampoco encontramos diferencias
significativas entre los grados | y Il (SG p=0.478; SEE p=0.287; SLE p=0.367).

Figura 32a. Supervivencia libre de enfermedad para grado histologico clasico
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Figura 32b. Supervivencia libre de enfermedad para grado histolégico

modificado.
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Figura 32c. Supervivencia especifica para enfermedad para grado histoldgico

clasico.
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Figura 32d. Supervivencia especifica para enfermedad para grado histologico

modificado
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Supervivencia especifica para enfermedad

Grado histolégico Grado histolégico
clasico modificado
Grado | — Grado |l p=0.287 p=0.364
Grado | — Grado Il p=0.005 p=0.002
Grado Il — Grado Ill p=0.001 p=0.001
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4.3.6 Relacion Ki67 con la supervivencia. (Analisis multivariado)

En la tabla 15 resumimos los datos del analisis multivariado que incluye Ki67,
edad de las pacientes (<50 o =50 afios), invasion vascular, necrosis tumoral,
RE, RP, HER2, tamafo tumoral (€2cm o >2cm) y afectacién ganglionar (si o

no).

Segun el modelo de regresién de Cox, dos variables se asociaron a una pobre
SEE: un Ki67 alto, tanto para el punto de corte del 14% (p=0.002, HR 23.555;
I.C. 3.095-179.273) como para el del 20% (p=0.001, HR 15.448; I.C. 3.480-
68.583) y un tamafio tumoral superior a 2cm (p=0.008, HR 15.840; I.C. 2.079-
120.689). Habria que destacar que, aunque ambos puntos de corte muestran
una clara asociacion con la SEE, el punto de corte del 14% es el que tiene una

HR mas elevada.

Ninguno de los puntos de corte se asocio con la SG en el anélisis multivariado
probablemente porque hay mayor proporciéon de muertes por otras causas que

por la enfermedad.

Segun el mismo modelo de regresion de Cox y si consideramos el Ki67 como
una variable continua se identifica una relacion negativa tanto con la SG
(p=0.001, HR 1.03; I.C. 1.020-1.045) como con la SEE (p=0.001, HR 1.044;
I.C. 1.024-1.064). Asi, para cada incremento en el porcentaje de Ki67 el HR
aumenta 1.04 veces en el caso de la SEE.

También se obtienen resultados significativos cuando comparamos tumores
con Ki67 entre 0 y 10% y tumores con Ki67220% siendo de peor prondstico,
respecto a la SEE, estos ultimos (p=0.001, HR 27.396; I.C. 3.579-209.705).
Las diferencias entre Ki67 0-10% vs 11-19%, y entre Ki67 11-19% vs 220% no

fueron estadisticamente significativas.
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Tabla 15. Analisis multivariado para Supervivencia especifica para enfermedad

95,0% IC para HR

P HR min-max
Analisis multivariado para ki67<14%
Ki67<14% 0.002 23.555 3.095-179.273
Tumor >2cm 0.008 15.840 2.079-120.689
Analisis multivariado para ki67 220%
ki67=20% 0.001 15.448 3.480-68.583
Tamafo tumor >2cm 0.008 16.245 2.128-123.990
Analisis multivariado para ki67 como variable cuantitativa
Porcentaje Ki67 0.001 1.044 1.024-1.064
Tamafo tumor >2cm 0.012 13.801 1.760-108.224
Andlisis multivariado para ki67 en 3 categorias
Ki67 0-10% vs 220% 0.001 27.396 3.579-209.705
Tamafo tumor >2cm 0.011 14.185 1.851-108.715
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No encontramos correlacion entre la SLE y el Ki67 en el analisis multivariado,
pero si con el tamafo tumoral (p=0.001, HR 6.533; I.C. 2.869-14.877), la
pérdida de RP (p=0.001, HR 3.401; I.C. 1.766-6.551) y la invasién linfatica
(p=0.001, HR 3.448; I.C. 1.725-6.892) (Tabla 16).

Tabla 16. Analisis multivariado para supervivencia libre de enfermedad

95,0% IC para HR

p HR :
min-max

Andlisis multivariado para ki67<14%, ki67=20% y como variable cuantitativa

Tamarfo tumor >2cm 0.001 6.533 2.869-14.877
Pérdida RP 0.001 3.401 1.766-6.551
Invasion linfatica 0.001 3.448 1.725-6.892

Respecto al grado histoldgico modificado, tal como se refleja en la tabla 17,
cuando realizamos el analisis (modelo de regresion de Cox) los tumores grado
[Il se asociaron con una pobre SEE comparado con tumores grado 1l (p=0.002,
HR 10.664; 1.C. 2.404-47.300) También se asoci6 a una pobre SEE el tamafio
tumoral >2cm (p=0.011 HR 14.056; C.I. 1.845-107.083)

Con el método clasico, los tumores grado Il también se asociaron con una
pobre SEE comparado con tumores grado Il (p=0.018, HR 4.782; I.C. 1.314-
17.403) (modelo de regresiéon de Cox) pero la HR es menor que para el grado
modificado. Asi mismo se asociaron a una pobre SEE el tamafio tumoral >2cm
(p=0.006 HR 17.214; C.l. 2.262-131.008) y la pérdida de RP (p=0.037 HR
3.204; C.1. 1.0751-9.586).

109



Tabla 17. Andlisis multivariado de supervivencia especifica para enfermedad

para el grado histolégico

95,0% IC para HR

P AR min-max

Grado 2 vs Grado 3

Tamafo tumor >2cm 0.006 17.214 2.262-131.008
Grado 2 vs Grado 3 0.018 4.782 1.314-17.403
Pérdida RP 0.037 3.204 1.0751-9.586
Grado 2 vs Grado 3 Modificados

Grado 2 vs Grado 3 0.002 10.664 2.404-47.300
Tamafio tumor >2cm 0.011 14.056 1.845-107.083
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5.DISCUSION
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El cancer de mama es un grupo heterogéneo de neoplasias con diferentes
caracteristicas histopatolégicas, IHQ y genéticas (130). En consecuencia, la
decision del tratamiento adyuvante mas adecuado en pacientes con cancer de
mama en estadios iniciales, es cada dia mas compleja. Hemos pasado de un
modelo del “mayor tratamiento posible” a otro del “menor tratamiento
necesario” para cada paciente. Para tomar esta decisiéon disponemos de una
serie de factores prondsticos y predictivos que nos ayudaran a decidir si una
paciente se beneficiarda, o no, de un determinado tratamiento. Los principales
parametros que definen las recomendaciones de tratamiento a dia de hoy son
los RE, los RP y la expresion de HER2 (131). Por otro lado, extensos analisis
gendmicos asi como el reconocimiento de los subtipos moleculares intrinsecos
definidos segun los perfiles de expresion génica han supuesto un gran avance
en el conocimiento de esta enfermedad y son de gran ayuda en la toma de
decisiones terapéuticas. Pero estas pruebas son caras y no estan al alcance de
todo el mundo, razéon por la cual enfoques alternativos se han desarrollado
utilizando métodos IHQ mas ampliamente disponibles. El Ki67 esta siendo
utilizado como un marcador de proliferacion alternativo aunque con menor

validez analitica que las pruebas moleculares (132).

Parece l6gico pensar que exista relacion entre el grado de “agresividad” de un
cancer y su “velocidad” de proliferacion y probablemente por ello se han
estudiado multiples parametros de proliferacion celular de los tumores a lo

largo de los afios para tratar de predecir el prondstico de un cancer.

El Ki67 es uno de estos parametros de proliferacion, es una proteina que actia
como marcador nuclear de proliferacion celular ya que soélo puede ser
identificado en las fases activas del ciclo celular. Esta proteina fue descubierta
en una linea celular de un linfoma de Hodgkin (L428) en los afios 80 (77).
Recibio su nombre de la ubicacion del investigador que la descubrié. Asi “Ki”
viene de la Universidad de Kiel, en Alemania, y “67” se refiere al nUmero de la
clona en el que se identificd. EI hecho de que universalmente se expresara
exclusivamente en las células en replicacion condujo a posteriores estudios
para establecerlo como un marcador de proliferacion celular. Aunque

inicialmente el anticuerpo Ki67 se aplico tan sélo en tejido fresco directamente,
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muchos otros anticuerpos se desarrollaron posteriormente para poder ser
aplicados en muestras de parafina como el policlonal descrito por Key en el afio
1993 (78) o el monoclonal conocido como MIB-1 (“mouse anti-human Ki67
monoclonal antibody”) que es, a dia de hoy, el mas extendido (65). En la
actualidad, la determinacion de Ki67, es ampliamente utilizada para evaluar la
velocidad de crecimiento de muchas otras neoplasias y también para predecir

el pronéstico de los pacientes.

Las aplicaciones practicas de la determinacion del Ki67 en el cancer de mama
se conocen desde hace tiempo. De hecho, el gen que codifica el Ki67, se
incluydé entre los detectados por RT-PCR (“reverse-transcriptase—polymerase-
chain-reaction”) para estimar el riesgo de recidiva (133) y es uno de los 21
genes del Oncotype Dx (134) . El Ki67 se utiliza también en la clasificacion
molecular del cancer de mama para definir de forma indirecta los Luminal B
(90). La manera mas practica de determinar la expresion de Ki67 es por IHQ vy,
desde hace poco, el estudio de Ki67 junto con los RE, RP y HER2 se considera
un modo alternativo para definir la clasificacion molecular del cancer de mama

donde diferencia los tumores Luminal A de los B (90).

Recientemente se publicaron algunas indicaciones y recomendaciones
metodoldgicas para la determinacion IHQ del Ki67 (81), no obstante, tal como
declaran los autores, se necesitan mas estudios. En el presente trabajo hemos
querido evaluar el papel Ki67 como factor prondstico para las pacientes con
cancer de mama en estadios iniciales y su correlacion con otros factores
clinico-patoldgicos, incluyendo el grado histolégico y el contaje de mitosis, y
revisar su utilidad. Secundariamente, el estudio del Ki67 sobre la muestra de
CDis nos da una idea de la probable relacion entre la expresion de este
marcador y la probabilidad de recidiva local aunque en este trabajo sélo se

muestra como una tendencia no significativa.

Las caracteristicas clinico-patolégicas de los casos estudiados estan en
concordancia con las series publicadas en otros estudios similares (79,80,135—
138).
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Estudios previos relacionaron la expresion de Ki67 con otros métodos de
medida de proliferacion celular, incluyendo la captacion de bromodeoxyuridina
por las células en fase S de la mitosis, uno de los métodos mas antiguos de
estudio de proliferacion, pero la gran variabilidad de resultados y de puntos de
corte utilizados, no permitié lograr una significancia independiente (139). La
relacion del Ki67 y las mitosis ha sido estudiada en el cdncer de mama y es
mas precisa cuando se compara el valor de Ki67 con el nUmero de mitosis por
namero de células que si se compara con el nimero de mitosis por campo
(140), como se hace habitualmente para establecer el grado histologico. Varios
trabajos relacionan el indice de actividad mitética (MAI), marcador de
proliferacion, con el pronéstico de las pacientes con cancer de mama y
ganglios negativos, aseguran que el MAI es un factor prondstico independiente
en estas pacientes y que pacientes con un elevado MAI tienen el mismo mal

prondstico que pacientes con 1-3 ganglios afectos (141,142).

A dia de hoy, las principales preocupaciones relacionadas con el Ki67 son 3: la
variabilidad en la metodologia de deteccién, el punto de corte, y la cantidad de

tejido que se precisa para una adecuada determinacion.

El punto débil de la metodologia de los estudios IHQ, en general, se debe a la
limitada reproductibilidad de la técnica, y a la subjetividad de su valoracion,
como también ocurre con las determinaciones de receptores hormonales o el
HER2 (143,144). Varias cuestiones preanaliticas pueden limitar la validez de la
determinacion IHQ de Ki67 (145,146). Esto incluye el tipo de biopsia, el tiempo
y tipo de fijacion, el tiempo que ha permanecido fijada y la forma de almacenar
la muestra. Estos estudios si que observaron diferencias en la apariencia de la
tincion nuclear identificando en las muestras mas rapidamente fijadas nucleos
tefidos mas uniformemente y mejor circunscritos que en las muestras que
tardaron mas en fijarse y en las que encontraban areas de tincion muy
irregular. Parece que esta variabilidad no afecta a la determinacion visual pero
podria dificultar los andlisis de imagen digitalizada (81). La determinacion del
Ki67 mejoré claramente tras la comercializaciéon del anticuerpo MIB1 que
permitié6 su realizacién sobre tejido ya fijjado y tiene ademas la propiedad de

unirse a un epitopo especifico del Ki67, lo que le confiere una alta especificidad
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y que ademas es un epitopo que se repite 16 veces en la proteina lo que le
confiere ademdas una alta sensibilidad (81). Ademas, las técnicas de
recuperacion del antigeno ayudaron a conseguir buenos resultados en este
sentido. Estos avances favorecieron que dos meta-analisis pudieran demostrar
la asociacion entre una expresion de Ki67 alta y un numero mayor de recidivas
y muertes en pacientes con cancer de mama (79,147). Estas recomendaciones
(81) facilitardn mejores resultados y comparaciones mas faciles entre diferentes
investigadores. Ademas, en los ultimos afios ha habido un rapido desarrollo de
técnicas de Analisis Digital de Imagenes (ADI) con multiples aplicaciones en la
practica clinica. Una de las aplicaciones de mas utilidad a dia de hoy es en el
campo de la IHQ ya que permitiria aumentar la precision, reproductibilidad y
cuantificacion de estas técnicas. Mdltiples estudios de analisis digital de
imagenes tienen como objetivo marcadores IHQ del cancer de mama, cada dia
mas importantes para las terapias personalizadas. Uno de los parametros que
mas podria beneficiarse es el KI67. Estas técnicas podrian ser el sujeto de
futuros estudios si las determinaciones con métodos visuales no consiguen

llegar a una validez analitica suficiente (148-151).

Otro de los problemas para las aplicaciones del Ki67 son los diferentes puntos
de corte aplicados para discriminar entre los tumores de alto y bajo riesgo. La
cuestion sobre el mejor punto de corte para el Ki67 en la practica clinica es un
tema de amplia discusién y todavia parece lejos llegar a un consenso sobre la
propuesta que se hizo de utilizar el 14% para distinguir los tumores Luminal B
de los luminal A (90,152). En la literatura encontramos una gran variedad de
propuestas: algunos estudios utilizaban el 10% (153), otros el 14% (90), el 15%
(136), el 20% (57,93,154,155) y otros utilizaban la mediana (156) o la media
(157). Como ya se ha mencionado antes, Dowsett et al. (81) y Polley et al.
(151) evaluaron los factores que podrian contribuir a las discordancias entre los
laboratorios y que podrian dificultar la obtencién de un punto de corte aplicable
en la préctica clinica (152). Muy recientemente en 2015, realizaron un nuevo
intento de estandarizar la determinacién de Ki67 para asi poder trasladar su
utilidad a la préactica clinica pero concluyeron que antes de eso se tendrian que
realizar mas estudios con Ki67 estandarizado y relacionarlo con el prondstico

de las pacientes (158). En esta linea se encuentra este trabajo que en el
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analisis univariado encontrd relacion del Ki67 con la SLE, SEE y la SG para
ambos puntos de corte Ki67<14% y Ki=20%. También en el andlisis
multivariado se asociaron ambos puntos de corte de manera independiente con
la SEE que no asi con la SG ni con la SLE. Sin embargo, aunque ambos
puntos de corte fueran significativos en relacion con la SEE en este analisis, la
HR para el punto de corte del 14% fue superior a la del punto de corte del 20%
lo cual significa que el aumento de riesgo cuando el Ki67 esta por encima de
14% es mayor que si esta por encima de 20%. Resultados similares se han
publicado recientemente en algunos estudios (80,136). Por este motivo

recomendamos mantener el punto de corte en el 14%.

Es importante destacar que el Ki67 como variable continua si que se asocia en
el analisis multivariado tanto con la SG como con la SEE, tal como también se

refleja en el Gltimo consenso de St Gallen de 2015 (132).

Respecto a la tercera de las preocupaciones anteriormente sefialadas, también
es importante la cantidad de material biolégico necesario para una
determinacién adecuada del Ki67. Estudios iniciales sugieren que los
resultados obtenidos de los microarrays de tejido son similares a aquellos
obtenidos de muestras tumorales (159,160), aunque un reciente estudio, con
una serie de mas de 500 casos, ha demostrado que el porcentaje medio de
expresion de Ki67 varia desde el 18% en las areas “hot-spot” de las muestras
tumorales a un 13% en las biopsias con aguja gruesa y a un 7% en los
microarrays de tejido. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas
en casos pareados e indican que para futuros estudios deberian aplicarse
puntos de corte especificos para cada tipo de muestra (135). Al igual que en
nuestra serie, en la que el Ki67 se evalué en biopsias con aguja gruesa en la

mayoria de casos, el mejor punto de corte fue el 14%.

El Ki67 se ha relacionado asi mismo con muchos datos clinico-patolégicos en
el cancer de mama, como la edad de las pacientes (80,136), el tamafio tumoral
(80,135-137,139,161), afectacion ganglionar (80,137,138), tipo histolégico
(136,162), invasion vascular (80,136), positividad de HER2 (80,136,137) y
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negatividad de los receptores hormonales (80,136-139,161,163). Nuestros

resultados estan en concordancia con los previamente descritos.

El grado histologico es uno de los factores frecuentemente asociado al Ki67
(80,135-139,161,163). Basandonos en la relacion entre el Ki67 y las mitosis
(140) analizamos la alternativa de reemplazar el contaje de mitosis por el valor
de Ki67 para establecer el grado histologico. Asi dividiriamos el valor de Ki67
en 3 categorias: asignariamos un score de 1 al Ki67 entre 0 y 10%, un score 2
para los tumores con un Ki67 entre 11y 19% y un score 3 para los tumores con
Ki67 superior o igual al 20%. Estableciendo el grado histologico de esta
manera, los tumores grado lll, susceptibles de quimioterapia, aumentaron del
27.43 al 29.25% mientras que los de grado Il disminuyeron de 52.06 a 48.59%.
En el andlisis estadistico univariado, ambos sistemas de gradacion, tanto el
clasico como el modificado, se relacionaron con la SEE, la SG y la SLE.
Ademas, se observaron diferencias estadisticamente significativas en SEE, la
SG y SLE entre los tumores grado I-Il y los tumores grado Il para ambos
métodos de gradacion. No encontramos para ninguno de los métodos
diferencias significativas entre tumores grado | y tumores grado Il. El método de
gradacion modificado mejora sin embargo los resultados en el analisis
multivariado respecto a la SEE entre pacientes con tumores grado Il y tumores
grado Il ya que obtiene una HR de 10.664 que es muy superior a la HR
obtenida con el grado clasico (HR 4.782). Es decir, aunque ambos métodos de
gradacion estén relacionados con la SEE de manera significativa, las
diferencias que encontramos entre los grado Il y Ill en cuanto a supervivencia

son mayores cuando utilizamos el grado modificado.

En general, un Ki67 elevado en el cancer de mama se asocia con una menor
supervivencia y un peor pronéstico (79,147,164,165), tal como confirma,
respecto a SG y SLE, un estudio reciente de Inwald et al. (80) con un analisis
multivariado de una gran serie de 3658 pacientes. En este estudio ademas se
observd la relacion pronéstica entre el Ki67 y la positividad de HER2, la
negatividad de los receptores hormonales, la edad, y el tamafio tumoral.
Nuestro estudio multivariado, a diferencia de éste, solo detecta la relacion del
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Ki67 con la SEE y lo hace tanto para el Ki67<14% como para el Ki67=220%
aunque la HR es superior para el 14%.

Respecto a la determinacion de Ki67 en los CDis, en este estudio no hemos
encontrado una relacidon estadisticamente significativa con la supervivencia
libre de enfermedad pero si una tendencia (p=0.81). Hace tiempo que el Ki67
se ha relacionado con el riesgo de recidiva de los CDis un ejemplo de ello es
un estudio del aio 2010 que, utilizando el punto de corte del 10%, encontraba
un aumento de las recidivas con Ki67 altos (166). Recientemente, dos estudios
del 2015 demuestran la relacién estadisticamente significativa entre la
expresion de Ki67 y el riesgo de recidiva local (167,168). Como parte definitoria
de la clasificacion molecular con parametros IHQ, el Ki67 se relaciona con el
riesgo de recidiva en otros estudios (169). Queda claro que en la literatura
existe una evidente asociacion entre la expresion de Ki67 y el riesgo de
recidiva de los carcinomas in situ. La falta de significancia en este trabajo

probablemente sea consecuencia de un tamafo insuficiente de la muestra.

Un Ki67 elevado podria indicar una mejor respuesta a una quimioterapia
agresiva en tumores con RE positivos (170,171). Cambios en la expresion de
Ki67 tras un tratamiento sistémico, bien sea hormonal o una quimioterapia
neoadyuvante podrian predecir el pronéstico a largo plazo (172,173). Otro
estudio del Breast International Group evaluo el valor predictivo del Ki67 en
pacientes postmenopausicas con RE positivos y ganglios negativos para
comparar el tratamiento adyuvante con Letrozol vs Tamoxifeno concluyendo
que el Ki67 podria identificar a aquellas pacientes que potencialmente se
beneficiarian del tratamiento inicial adyuvante con Letrozol (174). En un
reciente meta-analisis detallan que varios estudios que han comparado los
resultados obtenidos con caras pruebas moleculares como el Oncotype Dx®
con métodos basados en técnicas IHQ obteniendo resultados muy similares
(152). En uno de ellos utilizan la ecuacion “Magee” que se compone de
variables histologicas entre las que esta el Ki67 y fue capaz de predecir el
resultados del Oncotype Dx® en una serie de 283 casos de cancer de mama
(175). En otros se comparaba la capacidad de prediccion prondstica del
Oncotype Dx® con un “IHQ4 score” que incluia RE, RP, HER2 y Ki67,
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obteniendo unos resultados similares (176,177). Este score es el que venimos

utilizando en nuestra institucion desde hace varios afos.

Se puede considerar que, en la actualidad, el Ki67 junto con el estudio de RE,
RP y HER2 constituyen un panel IHQ prondstico basico en pacientes con

cancer de mama en estadios iniciales.
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Las conclusiones de este estudio son las siguientes:

El Ki67 es una variable pronéstica independiente en cuanto a la
supervivencia especifica de la enfermedad para el cancer de mama en

estadios iniciales.

El Ki67 como variable continua se relaciona en el analisis multivariado
tanto con la supervivencia especifica de la enfermedad, con un aumento
de 1.04 de riesgo de muerte por el cancer por cada punto de aumento
del Ki67, como con la supervivencia global, con un aumento de 1.03 de

muerte por cada punto de aumento del Ki67.

El Ki67 no ha demostrado ser una variable prondstica independiente en
cuanto a la supervivencia libre de enfermedad en el caAncer de mama en

estadios iniciales.

No se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa entre la
tasa de recidivas en los carcinomas ductales “in situ” y los valores de
Ki67, aunque si una tendencia. La falta de significancia puede ser

consecuencia de un tamano insuficiente de la muestra.

El punto de corte de valores de Ki67 con mayor capacidad predictiva de
la supervivencia especifica de la enfermedad es el del 14%. Aunque el
punto de corte del 20% también ha resultado significativo, se ha

demostrado que la HR es superior para el primero.

Se ha encontrado una relacion estadisticamente significativa entre Ki67
y ciertas variables clinico-patoldgicas como: la edad, el tamafio tumoral,
el tipo histolégico, el grado histolégico, la expresion de receptores

hormonales y de HER2.

El indice de proliferacion determinado con Ki67 podria reemplazar al
recuento mitotico, dificilmente reproducible, para establecer el grado

histologico de los carcinomas de mama.

En este estudio, como en otros, se advierten ciertas debilidades
metodoldgicas tanto en la deteccion inmunohistoquimica como en el
meétodo de contaje del Ki67. La serie analizada ha obtenido resultados

equiparables a otras series de la literatura.
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