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INTRODUCCION



INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama constituye actualmente, en la poblacidon femenina europea,
la causa mas frecuente de muerte por cancer de los paises desarrollados en las mujeres
entre 40 y 45 afios, y es la segunda causa de muerte por cancer tras el cancer de
pulmodn si se considera de forma globall. Se describe asi, como el tumor maligno mas
frecuente en las mujeres de este rango de edad, con una incidencia que en las ultimas
décadas continda en ascenso en los paises industrializados. Afortunadamente en las
ultimas dos décadas se ha registrado un descenso de la mortalidad por esta
enfermedad, que se estima alrededor de un 1,8% anual, principalmente en mujeres en
edad fértil, gracias a los programas de screening vy a los progresos en las terapias

adyuva ntes?>.

Se estima un incremento anual de la incidencia en torno al 2%. En el continente
europeo existe cierta variabilidad en cuanto a la tasa de incidencia en mujeres siendo
mayor en paises del norte y mas occidentales (60-90/100000 mujeres /afio) mientras
gue en las regiones mediterrdneas y paises de la zona este europea la tasa de
incidencia disminuye instaurandose alrededor de 30-60/100000 mujeres/afio. En
cualquier caso, el aumento global de la incidencia se atribuye en la actualidad a un
incremento en el diagndstico gracias a los avances en las programas de cribado, a los
progresos tecnoldgicos. Aun asi, existen paises europeos en los que a pesar de
mejorar en las técnicas de deteccion del mismo, no se ha conseguido un incremento
sustancial en la supervivencia de las pacientes afectas. A nivel mundial paises como

EEUU y Canadd siguen a la cabeza en cuanto frecuencia de cancer de mama.
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Como ocurre en estos paises desarrollados, en Espafia existe un incremento de
la incidencia anual en la ultima década con aproximadamente 14000 nuevos casos, lo
gue supone 1 de cada 14 mujeres afectadas a lo largo de su vida. Al igual que ocurre en
el resto de Europa, a pesar de que se ha detectado un aumento en la incidencia, los
indices de supervivencia también han mejorado por los mismos motivos y gracias a los
avances en los tratamientos. En Espaifa, la provincia de Navarra fue la primera en
registrar este descenso de la mortalidad, al erigirse pionera en protocolizar los
programas de cribado a la poblacién femenina de riesgo, registrando un descenso de
8% anual a partir del afio 1995*. Pero la patologia mamaria no es exclusiva del sexo
femenino ° y con una frecuencia mucho menor, se sabe que también afecta al varén.
En el sexo masculino suele presentarse a edades mds avanzadas, unos 10 afios mas
tarde que en mujeres. Se considera que aproximadamente representa entre 0.38%-
0.90% de los tumores en varones, con cierta predileccion por la raza negra y judia. En
la actualidad, la proporcidn de casos de cancer de mama del varén respecto a la mujer
se estima en 1/20.

Como ocurre con enfermedades poco frecuentes, el diagndstico en éstos suele ser
tardio y con una afectacion locoregional mayor?, lo que condiciona un peor prondstico

a pesar del tratamiento.

1.2 FACTORES DE RIESGO

Muchos han sido los esfuerzos en intentar identificar factores que puedan
asociarse con el desarrollo del cancer de mama, en cualquiera de sus modalidades

clinicas.

El factor de riesgo que mas fuerza cobra en la aparicién de esta patologia es la
historia familiar de cancer de mama . Principalmente aquellas pacientes que
presentan mutaciones en los oncogenes BRCA-1( Cr 17) y BRCA -2 (Cr13) , con un
elevado riesgo de desarrollar carcinoma de mama principalmente de tipo ductal

infiltrante y carcinoma medular. En estas pacientes los tumores suelen aparecer en
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edades mas tempranas y con un comportamiento clinico y biolégico mas agresivo,
presentando ademds un riesgo mayor de desarrollar carcinoma en la mama
contralateral . En ocasiones se asocian a la aparicidon de otros tumores extramamarios,
destacando el cancer ovarico en primer lugar. La presencia de asociacion familiar de
carcinoma de mama y/u ovario en varias lineas generacionales también se considera
un factor de riesgo, que cobra mads fuerza a medida que la aparicion de estos se
suceden en mdas miembros de la familia y en distintas lineas generacionales. El campo
de la genética y la carcinogénesis en los tumores de mama sigue en la actualidad en
pleno desarrollo. Se conocen algunos genes con moderada o baja penetrancia
implicados en el desarrollo del cancer de mama familiar, entre los que destacan entre
otros : CHECK2, ATM, PALB2. Sin embargo en mas del 50% de los tumores de mama
en los que objetiva una fuerte asociacién familiar, no se alcanza un diagndstico
genético. Recientemente un grupo de investigadores espanoles del hospital Monte
Naranco de Oviedo, participando en un estudio multicéntrico a nivel mundial, han
identificado una mutacién genética relacionada con el carcinoma lobulillar de mama:

se trata de un polimorfismo ubicado en el cromosoma 7q34.

En cuanto a la historia personal de la paciente la condicién de elevada
densidad mamaria®, la presencia de hiperplasia atipica (ductal o lobulillar)*?, asi como
un diagnodstico previo de lesiones tumorales in situ (CDIS, CLIS) también suponen un
aumento del riesgo relativo de desarrollar carcinoma de mama. Otras patologias
clinicas como la hiperinsulinemia, la diabetes mellitus o la exposicion a radiacion

ionizante previa“'l‘r”16

, pueden estar relacionadas con un incremento del riesgo
relativo respecto a la poblacién general. Entre algunas condiciones bioldgicas
asociadas con el estimulo hormonal prolongado que destacan: la menarquia precoz, la
menopausia tardia, una primera gestacién con edad avanzada, pacientes nuligestas, la
administracion de terapias hormonales sustitutivas prolongadas o el uso prolongado
de contraceptivos orales, aunque este Ultimo continda siendo un tema muy

discutido™.

El estilo de vida y los hdabitos nutricionales se relacionan también con cierto
incremento del riesgo de desarrollar carcinoma de mama. El factor que cobra mas

fuerza es el elevado consumo de grasa, seguida por el exceso de ingesta de alcohol
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gue se ha asociado principalmente con tumores de mama hormonodependientes.
La obesidad incluso desde edades tempranas de la vida, una nula actividad fisica y la
baja ingesta de vegetales, son las Unicas condiciones de riesgo, relacionadas con el

estilo de vida sobre las que se puede actuar de forma activa®'%**.

Factores
reproductivos y dieta y hdbitos de salud Otros factores
hormonales
4 Menarquia precoz Elevado consumo de grasas A AF de cancer mama
Menopausia tardia Elevado consumo de alcohol Antecedentes Personales:
Primera gestacion tardia Obesidad hiperplasia ductal atipica
Anticonceptivos orales Actividad Fisica DCIS
THS Elevada ingesta verduras LCIS
Multigestacidn Enfermedad benigna de
la mama
Lactancia materna
Diabetes mellitus Il
Edad temprana con la
primera gestacion. Hiperinsulinemia
Radiacidn ionizante

Figura 1. Factores de riesgo y protectores para el cancer de mama.

o  THS: terapia hormonal sustitutiva
o  DCIS: carcinoma ductal in situ
o  LCIS: carcinoma lobulillar in situ

o  AF: antecedentes familiares
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1.3 TRATAMIENTO CANCER DE MAMA

En el tratamiento del cancer de mama la cirugia sigue siendo actualmente el
tratamiento de eleccién, y se establece en general como primera terapia, sobre todo si
se trata de estadios precoces de la enfermedad | y Il. En estos casos la cirugia
conservadora seguida de radioterapia local del lecho ha demostrado en la ultima

| 2422 en términos de supervivencia

década, ser equivalente a la mastectomia radica
libre de enfermedad y supervivencia global. En estadios mas avanzados (lll y IV), y en
muchas ocasiones de forma individualizada, la cirugia se posterga a un segundo tiempo
tras la administracion de tratamiento con quimioterdpicos durante varios ciclos
(minimo 4), que se prolongan en funcion de la eficacia de los mismos sobre el tumor.
Esto permite en la actualidad aumentar la tasa de cirugias conservadoras en la mujer
con resultados similares en cuanto a supervivencia libre de enfermedad vy
supervivencia global, asi como monitorizar la respuesta bioldgica del tumor a dichos
farmacos en una terapia posterior a la cirugia mamaria. En el tratamiento quirurgico
de la posible afectaciéon nodal la BSGC (biopsia selectiva de ganglio centinela) en
mujeres en estadio NO ha supuesto un gran avance en el tratamiento regional axilar,
evitando linfadenectomias innecesarias donde no se objetiva la afectacién ganglionar o

esta se reduce a una microinvasién (N1mic)??*3

. De este modo se ha conseguido
reducir la morbilidad asociada a la misma en pacientes sin extensién ganglionar axilar,
aunqgue este tema esta siendo en la actualidad un punto importante de controversia en

la comunidad cientifica, conjuntamente con el tratamiento neoadyuvante.

En la actualidad la radioterapia sigue teniendo un papel fundamental en el
tratamiento complementario del cancer de mama para el control de la enfermedad
locoregional.? 3. La aparicién de nuevas técnicas y los nuevos avances en la fisica
médica han permitido  procedimientos dirigidos al tratamiento de la neoplasia
reduciendo los efectos secundarios tan indeseables y limitantes para las pacientes. En
la ultima década avances como la radioterapia conformacional, IMRT o la aparicién de

dispositivos de radioterapia intraoperatoria, junto con pautas de hipofraccionamiento
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o boost, han propiciado aplicar una irradiacién mas ajustada a cada paciente y con

dosis mas idéneas en el campo a tratar®*?%,

En cuanto a la quimioterapia, las antraciclinas y taxanos siguen constituyendo
el principal armamento para los tratamientos a costa de una toxicidad nada
despreciable, principalmente cardiaca y neuroldgica. A estos se suman otras terapias
como los alcaloides de la Vinca, la ciclofosfamida o el cisplatino y sus analogos. Los
progresos en el dambito del tratamiento quimioterapico se han desarrollado en gran
medida a partir de los estudios que han logrado mejorar las pautas y las secuencias de
administracidon (dosis densas), para optimizar los resultados y disminuir los efectos
citotéxicos de los farmacos clasicos (aun no desbancados por otros nuevos) El
momento de administraciéon en relacién al diagndstico de la enfermedad, al subtipo
intrinseco del tumor y el estadio tumoral ( neoadyuvancia, adyuvancia, terapias de
rescate...)?®*® han contribuido también a estos progresos. Es en las terapias bioldgicas
donde el tratamiento médico ha experimentado grandes avances gracias al desarrollo
de la inmunohistoquimica vy a la biologia molecular, que ha dado lugar a “terapias
diana” dirigidas al bloqueo de determinados receptores sobreexpresados en células
neopldsicas en el cdncer de mama. Quiza el mayor avance de nuestra era en cancer de

. 24,25,2
mama , hasta el momento ha sido el trastuzumab ***>2

que ha supuesto un aumento
medio de la supervivencia libre de enfermedad de las pacientes que expresan HER-2 ,
respecto a su introduccidon en la practica clinica, en la que la positividad de este
marcador condicionaba un pronéstico sombrio, tanto en adyuvancia como en
neoadyuvancia®®. Otras terapias similares y con anticuerpos monoclonales estan
demostrando aumentar la eficacia y por tanto mejorar la supervivencia en mujeres
afectas de esta neoplasia, como describen Suzuki E y cols®®. Destacan la aparicién de
moléculas como el pertuzumab que aunque con distintos mecanismos actlan sobre las
familias de receptores Erb, o el nab—paclitaxel : que se trata de un taxano envuelto en
moléculas de albumina, con la que consigue introducirse en la célula tumoral como

nanoparticula; y el everdlimus que actua inhibiendo vias de replicacién celular®*3?

En lo que se refiere al tratamiento hormonal, supone un arma terapeutica mas
en pacientes con tumores hormonosensibles que expresan RH (receptores

hormonales), mds eficaz a mayor grado de sobreexpresién. Las terapias mds aceptadas
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y administradas en la actualidad engloban a los bloqueantes selectivos del receptor
estrogénico (tamoxifeno), con los que se trata a las pacientes premenopausicas,
aunque también, en ocasiones a las postmenopadusicas; y los inhibidores de la
aromatasa, ya sean esteroideos o no (anastrozol, letrozol, exesmestano) mads
adecuados para el tratamiento de postmenopausicas. La tendencia a suspender el
tratamiento con hormonoterapia tras 5 afios, esta cambiando con los ultimos
estudios clinicos que se estan llevando a cabo, en los que parece que el beneficio de
este tratamiento se aumenta si el tratamiento se prolonga de 7 a 10 afos, para
algunos subgrupos de pacientes. Del mismo modo parece existir un beneficio mayor en
el control local de la enfermedad en mujeres tratadas con letrolzol respecto a las
tratadas con tamoxifeno, segun predicen los ultimos ensayos en fase Ill, aun no

concluidos.>**®

1.4 CARCINOMA LOBULILLAR

1.5.1 FACTORES CLINICOEPIDEMIOLOGICOS

Como ocurre con el carcinoma ductal de mama (que se origina del epitelio de
los ductos mamarios ), la variante lobulillar es una neoplasia originada por una
proliferacién descontrolada de las células epiteliales localizadas en la unidad ducto-
lobulillar terminal de la mama ( localizados en los acini mamarios), pudiendo afectar a
uno de los aproximadamente veinte lobulillos mamarios, o a varios a la vez. Este
ultimo suceso justificaria la tendencia a multifocalidad de la enfermedad lobulillar,

especialmente si se trata de su modalidad “in situ” (CLIS).

Se trata del segundo subtipo mas frecuente de cancer de mama con una
frecuencia que oscila entre el 10 y el 15% aproximadamente, segun series recogidas
de distintas poblaciones.*?Como en el carcinoma ductal, se presenta tanto en su forma
no invasiva, “carcinoma lobulillar in situ”(CLIS), como en su modalidad infiltrante
“carcinoma lobulillar infiltrante”(CLI), con peores connotaciones prondsticas en el

caso de éste ultimo, tal y como ocurre con la variante ductal. Segin publicaciones
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recientes el CLIS se considera mas como un indicador de riesgo de enfermedad que
como una verdadera forma premaligna ya que su existencia no implica
necesariamente una progresiéon a formas invasivas .Se describe ademds otra
modalidad especial, o forma de presentacién denominada “Pagetoide”, y descrita
como grupos de células tumorales aisladas y ubicadas en el drea ductolobulillar, que

puede presentarse tanto en CLIS como en CLI.

Aunque puede diagnosticarse a cualquier edad, es frecuente que aparezca en
mujeres pasada la década de los 50, con un pico de presentacion en los primeros afos
de la década de los 60, mientras que la variedad ductal suele tener su pico de
incidencia de presentacion a principio y mediados de la década de los 50 y su forma de

presentacion mas caracteristica es un nédulo palpable.

1.5.2 HISTOPATOLOGIA

La glandula mamaria es una glandula apocrina tubulo-acinar ramificada que se
distribuye en la mama formando lébulos, originados de la proliferacién de los ductos
mamarios, tras el estimulo hormonal en el momento de la menarquia. Estos lI6bulos se
distribuyen en ndmero de 15 a 20, entre el tejido graso y las fascias y ligamentos
constituyendo la mama de la mujer. Del epitelio de los ductos y de los acini que
componen los lobulillos mamarios se originan la gran mayoria de los carcinomas de
mama.

En el carcinoma lobulillar es caracteristico el patrén de crecimiento, con una
disposicidn de las células tumorales en hileras llegando incluso a invadir el estroma.
Cuando esto ocurre la neoplasia se hace infiltrante y por lo tanto estamos ante un

{

tumor mas agresivo que la modalidad no invasiva o “in situ “, aunque frecuentemente
se encuentra asociado a componente in situ. Es bien conocido que este patrén de
crecimiento e invasiéon del estroma estd intimamente relacionado con la pérdida de
cohesividad intercelular, originada por alteraciones en las moléculas de adhesién

3640 Estas

celular, ubicadas en la membrana de las células epiteliales lobulillares
proteinas no sélo mantienen a las células unidas, sino que en su dominio intracelular

interactdan con el citoesqueleto de la célula, manteniendo la arquitectura tisular. La
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alteracion de las mismas, explica el patron de crecimiento caracteristico del Carcinoma

Lobulillar Infiltrante (CLI)*"3®, que suele coexistir con frecuencia con focos de
carcinoma lobulillar in situ (CLIS), dado que el fenédmeno infiltrativo no ocurre
sincronicamente en todas las células epiteliales afectas. A este caracteristico patrén
de crecimiento se le ha denominado coloquialmente como “crecimiento en hileras”,
“crecimiento en fila india”, o mds técnicamente como “patrén de crecimiento
targetoide”. Una vez perdida la cohesividad celular en el acino mamario la
proliferaciéon celular descontrolada alcanza el estroma, distribuyéndose de forma
difusa pero no masiva entre los distintos componentes estromales.**En la practica
clinica este patron de crecimiento hace mds dificultoso el diagndstico a la palpacion e
incluso pueden llegar a hacerse invisibles en la mamografia, principalmente en
estadios precoces del tumor, lo que justificaria un retraso diagndstico y con grados

histolégicos mas avanzados™®.
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Dado que la disposicion clasica de las células invasivas en el tejido circundante a
la unidad ductolobulillar, donde se origina el tumor, no siempre se corresponde al
patron descrito, se ha establecido una clasificacién con cardcter descriptivo para el
carcinoma lobulillar invasor definiendo tres variantes segun la distribuciéon del tejido

neoplasico en el estroma mamario:

variante cldsica trabecular: en el que las filas de células se distribuyen en

bandas mas anchas intercaladas con el tejido estromal aunque sigue
predominando las hileras de células epiteliales monomorfas y pequenas . Es la
forma de carcinoma lobulillar infiltrante mas frecuentemente encontrada en
los estudios histopatoldgicos de los especimenes y, aunque predomine, suele

coexistir con las otras dos variantes que se describen a continuacién.

variante alveolar: donde las células invaden y forman pequenos grupos de 20-

30 células separadas por bandas de tejido estromal adquiriendo una

morfologia globular en dos dimensiones.

la variante sdlida : donde aparece un infiltrado difuso de las células epiteliales

transformadas hacia el tejido estromal del acini ocupando practicamente en su
totalidad, entre los que se distingue escasas bandas fibroadiposas separando

los nidos compactos de células. 3!
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A pesar de los esfuerzos del sistema inmune por controlar esta invasion,
algunas células neopldsicas consiguen salvar esta barrera inmunolégica y alcanzar los
vasos linfaticos y el torrente sanguineo, convirtiendo una enfermedad confinada al
tejido mamario en una enfermedad locorregional o sistémica, con un prondstico mas
sombrio. La respuesta del estroma mamario a la invasion tumoral de estas células

puede dar lugar a una reaccién desmoplasica intensa, no siempre presente.

Otro dato que traduce el grado de agresividad del tumor y que se asocia a las
caracteristicas histolégicas, es la morfologia celular que adquieren las células
neopldsicas epiteliales transformadas. Esta puede variar y diferenciarse hasta llegar a
constituir tres variedades o subtipos distintos de carcinoma lobulillar con diferente

implicacidn prondstica. Se definen caracteristicamente tres variedades:

La variedad cldsica : caracterizada por la presencia de células pequenas,

monomorfas y uniformes con nucleos redondeados centrados y nucléolos
poco prominentes. Algunas de estas células pueden presentar mucina
intracitoplasmadtica (que se pone de manifiesto mediante tinciones especiales),
cuando esta es muy abundante desplaza todo en componente
intracitoplasmatico y al nucleo dando lugar al patrén de” células en anillo de

sello”. Aunque éstas las podemos encontrar también en el carcinoma ductal

La variedad pleomorfica: en la que las células adquieren un tamafio mayor que

en la variedad clasica, secundario a un aumento del citoplasma que se torna
eosinofilico y se asocia a un nucleo pleomdérfico, hipercromatico y excéntrico

con un nucléolo muy prominente.

En este caso el tumor suele adquirir un comportamiento clinico mas agresivo
que se distancia del patron del CLI cldsico y con mayor tendencia a las

recurrencias.

Las formas intermedias presenta caracteristicas mixtas entre estos dos

patrones.
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La infiltracion perineural en el CLI suele ser infrecuente aunque podemos
encontrarla en el caso de tumores extensos. En cuanto al grado de neoangiogénesis en
relacion a la neoplasia lobulillar no se ha relacionado con el subtipo histologico de
lesidn, ni estado hormonal ni la edad de la paciente, por lo tanto no se comporta como
un factor predictivo ni pronédstico de la enfermedad en estos casos. En los Ultimos afios
han aparecido estudios que afirman una mayor asociacién del CLI respecto al CDI con
pacientes que han sido tratadas terapias hormonales sustitutivas y a nivel molecular
destacan una importante presencia de receptores estrogénicos en CLI (que parece ser
menor en los pleomdrficos), grado histolégico 2 y caracteristicamente perdida de la

. s . 11,27
expresion de e-cadherina. =~

Se ha de resefar que con cierta frecuencia, y dado que el origen de los dos
subtipos de carcinoma de mama (CDI y CLI) se originan a distintos niveles en el epitelio
lobulillar, pueden coexistir de manera sincrénica o metacronica en una misma

paciente. Aunque existen estudios que afirman que entre ambos, existe una clara

diferencia en cuanto a la susceptibilidad genética individual 2
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1.5.3. PRESENTACION CLiNICA

Clinicamente encontramos diferencias al diagndstico de las dos variantes
lobulillares de cancer de mama. Mientras que la forma “in situ “(CLIS), se mantiene
caracteristicamente silente y con mayor frecuencia suele ser un hallazgo casual en
biopsias de mama realizadas por otras sospechas la forma “infiltrante” con frecuencia
de manifiesta como nddulo palpable de limites imprecisos o incluso masa.
Probablemente estas manifestaciones clinicas estan originadas por su patron de
crecimiento y por la reaccidén estromal a partir del momento en que el tumor se hace
invasivo. Otra caracteristica del carcinoma lobulillar infiltrante que lo distancia de su
homdlogo ductal , es su mayor tendencia a metastatizar via hematégena, con
preferencia por tejidos como el peritoneo, ovario, el tubo digestivo, tejido dseo, y

sistema nervioso™.

Radiolégicamente  también se traduce este patrén de crecimiento.
En el caso de la lesién in situ las imdgenes mamograficas no suelen detectar estas
lesiones que permanecen silentes al radidlogo, las microcalcificaciones, que traducen
fendmenos de necrosis, también suelen ser infrecuentes y cuando aparecen suelen
deberse a otras lesiones proliferativas asociadas con frecuencia a la neoplasia
lobulillar in situ. En el caso de la forma infiltrante podemos encontrar mamografias
silentes con lesién palpable en la mama; ndédulos o areas densas y mal definidas
asociadas a masa palpable, y que con frecuencia se correlaciona con la reaccion
estromal a la invasién tumoral y/o a un alto componente proliferativo tumoral. Ello
comporta que con cierta frecuencia se diagnostique como” carcinoma de intervalo”,
con manifestacion entre dos revisiones mamograficas. Ademas cabe resefiar que
justificado por el patrén de crecimiento “ en hileras”, la mamografia suele infraestimar
el tamafio tumoral real de la lesion™!. Estos datos hacen imprescindible el uso de otras
herramientas de radiodiagndstico complementarias, indiscutibles hoy en dia en el
diagndstico del cancer de mama, como son la ecografia y la RMN*. Ecograficamente se
puede manifestar como masa hetereogénea, hipoecoica con bordes mal definidos y

sombra acustica posterior en mas del 60% de los casos , una sombra irregular con
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discreta lesidn densa focal e incluso formas mejor definidas y polilobuladas en algunas
variedades. Hay que considerar que las formas in situ y silentes clinicamente, pueden
pasar desapercibidas en el mapeo ecografico de la mama durante la exploracién si no
se tienen en consideracion. Por este motivo, y por la mayor tasa de multifocalidad,
multicentricidad y bilateralidad cobra especial importancia el estudio por RMN de la
mama. Como ya se ha comentado tanto en el diagndstico como o estudio de extension
se debe de tener en cuenta la mayor tendencia de este subtipo de neoplasia a
mestatatizar por via hematégena, sin olvidar las vias de posible extensién linfdtica,
manteniendo especial atencién a la cadena mamaria interna. Caracteristicamente
también se le atribuye al CLI una menor tasa de respuesta a la quimioterapia
neoadyuvante con una respuesta clinica menor y respuesta radiolégica parcheada, lo

gue conlleva menor tasa de cirugia conservadora en estas pacientes 4547

En la practica asistencial, el carcinoma lobulillar de mama con frecuencia se
manifiesta con unas presentaciones clinicas particulares. Es frecuente que se
manifieste en mujeres, nunca en hombres, entre la década de los 50-60 aios,
caracteristicamente el pico de presentacion de esta variante de carcinoma mamario se
retrasa aproximadamente una década con respecto al pico de aparicién de la variante
ductal, en el caso de cancer esporadico. La presentacién del carcinoma lobulillar de
mama es poco frecuente en edades extremas de la vida (35-75 afios), y de aparecer en
estas edades es mas frecuente que las formas invasivas ocurran en mujeres jovenes
gue en ancianas. La manifestacién como carcinoma multicéntrico (entendida como la
presencia de grupos de células tumorales en un cuadrante distinto al nédulo primario)
y carcinoma bilateral adquiere en el tipo lobulillar una atencién especial, en general se
puede estimar una media de aproximadamente entre un 15- 20% de bilateralidad *”%.
Lee et als. concluyen que la probabilidad de desarrollar un carcinoma en la mama
contralateral tras diez afios de seguimiento es aproximadamente del 10%,
principalmente en las formas infiltrantes. Se presupone que las pacientes que
presentan afectacién linfatica local y tumores multicéntricos muestran mayor

probabilidad de desarrollar un tumor contralateral.
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La bilateralidad y la multifocalidad pueden modificar la actitud terapedutica,
tanto quirdrgica como adyuvante, dado que en estos casos el indice de recaidas locales
se ve incrementado incluso de forma tardia”®. Este punto sigue suscitando controversia
en la actualidad en lo que respecta al planteamiento quirdrgico conservador y
oncoplastico, dado que hay autores que consideran de entrada el CLI y Ia
multicentricidad, junto con CDIS factores predictivos “per se” de fracaso de la cirugia

conservadora y conversién a cirugia mas radical®

. Sin embargo a pesar de verse
afectado el periodo libre de enfermedad, en estos casos, no existen datos que
confirmen una menor tasa de supervivencia % Los datos epidemioldgicos han
registrado un aumento de las tasas de cirugia conservadora en el cancer de mama,
especialmente en estadios precoces de la enfermedad y gracias al tratamiento
adyuvante local con radioterapia, tal y como apuntaba Giuliano, sin embargo estos
datos no se reproducen en los casos de CLI dada la tendencia constatada de
multicentricidad, lo que condiciona que el aumento de las tasas de cirugia

conservadora haya sido menor en el caso del CLI, con respecto a la variedad ductal

(CD1y*,

A pesar de que en la actualidad la terapeltica quimioterdpica del cancer de
mama esté intimamente vinculada al patrén inmunohistoquimico de tumor, una
caracteristica que se asocia con frecuencia al CLI es una menor respuesta al

tratamiento quimioterdpico neodayuvante, que se traduce en una mayor tasa de

repuestas fragmentadasZG, es por este motivo que algunos autores lo consideran un

factor predictivo de fracaso de la cirugia conservadora oncopléstica.43’46.

Entre las mas actuales investigaciones que se estan llevando a cabo en relaciéon
al CLI, destaca la identificacién de una mutaciéon genética que corresponde con el
polimorfismo 7934, implicado en la presencia de cierta hetereogenicidad entre los
receptores estrogénicos asociados al CDI y al CLI y que se relaciona directamente con

éste ultimo.™

Siguiendo con la linea de la genédmica, Conlon N y cols valoraron desde el punto
de vista prondstico, mediante plataforma Oncotype, los dos subtipos de carcinoma

lobulillar infiltrante , comparando la forma clasica y la pleomdfica de CLI y objetivaron
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una fuerte asociacidon con riesgo intermedio o incluso alto de recurrencia local del
subtipo pleomoéfico respecto al cldsico, con un porcentaje mayor de tasa de

recurrencia local*’"*®

1.6 CLASIFICACION MOLECULAR DEL CARCINOMA DE MAMA

Pasada la fase clinica y de diagndstico nos encontramos ante dos grandes
grupos histopatoldgicos, que se correlacionan con el comportamiento biolégico,
constituyen la clasificacion mas elemental del carcinoma de mama, asi pues
distinguimos dos grandes grupos, carcinomas in situ y los carcinoma infiltrantes o
invasivos, entre ellos aproximadamente el 80% corresponde a la variedad ductal , el
10%- 15% a la variante lobulillar y el resto a otras variantes poco frecuentes como son
el carcinoma tubular, ca papilar, ca medular, ca metaplasico....,>° con implicaciones
prondsticas que se traducen principalmente en términos de supervivencia. En los
ultimos afios se afiade estudio histopatoldgico la presencia de infiltracion linfovascular
del estroma por estas células neopldsicas, las presencia de infiltrado linfocitico

, .. ., . 4
estromal y sus caracteristicas (TILS), y la afectacién perineural 3%,
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Figura 1. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia libre de progresion (SLP) y supervivencia global(SG) segun el

diagndstico histoldgico: carcinoma ductal infiltrante (CDI), carcinoma lobulillar infiltrante (CLI).

Fuente: MA Arrechea y cols.An.Sist.Sanit.Navar 2011.

Actualmente los avances en las técnicas histopatoldgicas e
inmunohistoquimicas, en bilogia molecular y la aparicidon de las plataformas de
secuenciacion gendmica, han hecho posible una nueva clasificacion molecular del
carcinoma de mama. La clasificacion molecular inmunohistoquimica engloba
tradicionalmente a 4 grupos de cancer de mama en funcidn de la expresién de 3
componentes en las células neopldsicas que los conforman : R hormonales, Receptor
de estrogenos (RE), Receptor de progesterona(RP) y expresidon de Erb-2 . Esto origina la
aparicion de subtipos moleculares : Luminal A (RE+,RP+, Erb-2 -), Luminal B (RE+,RP-
,Erb-2-),No luminal, Erb-2 positivo(RE-,RP-, Erb-2+), Triple Negativo(RE-,RP-, Erb-2 neg),
asociada a estas se incluye con caracter prondstico el indice de replicacién celular ,
medido mediante Ki 67. Con intencion de dar soporte a la gran heterogeneidad clinica
y anatomopatoldgica del cancer de mama, estas técnicas aparecen enfocadas a

mejorar las estrategia terapeuticas y con ello el prondstico del carcinoma de mama®.
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SUBTIPOS RE RP Erb-2 Ki 67 SUBTIPOS INT

IHQ
Cualquier
Luminal A + + - Luminal A
valor
>14%
-/bajo
+ -
Luminal B Cualquier Luminal B
+ + Cualquier
valor
valor
HER2, No Cualquier
HER2
luminal i _ + valor
Triple Cualqui
negativo valor Basal Like

Tabla 1. Inmunofenotipos de carcinoma mamario.

De plena actualidad y aun en desarrollo en el cdncer de mama esta el estudio y
el conocimiento de genes, proteinas y vias de transcripcidon implicados en la
tumorogénesis. Se estan desarrollando plataformas de secuenciacion especificas, en
las que se agrupan multitud de de genes implicados en la origen del cancer de mama,
gue se intentan correlacionar con los subtipos intrinsecos y atribuirles en funcién del
grado de expresion un valor prondstico y predictivo (Perouy cols, Nature, 2000°%"
aun con escasa aplicabilidad clinica .

En la actualidad nos encontramos ante la “next generation sequencing” (NGS). Las
ultimas investigaciones han derivado en el hallazgo de un nuevo sutipo de tumor con

caracteristicas bioldgicas especificas que se clasificd como “claudin low”>'.
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Figura 2.Supervivencia libre de enfermedad (SLE) atrubuida a los subtipos intrinsecos de

cancer de mama

Fuente: Perou et als., Intrinsic subtypes, Nature;2000

Entre las nuevas plataformas, existen algunas que nos sirven como herramienta
para atribuir valor de riesgo” score risk” a determinados tipos intrinsecos de carcinoma
de mama ( luminal ) y consecuentemente asignarles un indice prondstico ( medido en
tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global). De modo que se
permite seleccionar aquellas pacientes que se pueden beneficiar de ciertos

8 Estas han nacido de la gendmica y entre ellas

tratamientos quimioterdpicos
destacan: oncotype (analiza 21 genes), mamaprint (con determinacién de 70 genes) y

PAMS50 (analiza 50 genes)47'48.

Sin embargo, dado el gran volumen de informacion que se ha generado con los
nuevos avances cientificos esta resultando muy dificil ensamblar y acoplar dicha
informacién con los modelos de clasificacion histopatolégicos clasicos, tanto es asi,
gue a pesar de ello aln no se han desbancado a estos ultimos, que siguen siendo muy

utiles en la practica clinica diaria.

Dado que la informacidon que estan originando las nuevas técnicas en biologia
molecular y genética muestran un alto grado de complejidad, y que aun estdn en
pleno desarrollo, nos quedamos en el escaléon inmediatamente inferior con la
intencién de hallar o identificar posibles patrones histopatoldgicos y de expresion

molecular mediante técnicas de inmunohistoquimica, que apoyen a las nuevas
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tecnologias y que nos aporten datos con valor prondstico y terapeutico en la variante

lobulillar del carcinoma de mama y sus subtipos.

1.7 MARCADORES BIOLOGICOS EN CANCER DE MAMA VALORADOS POR
INMUNOHISTOQUIMICA

Por todo lo desarrollado en el epigrafe anterior, la clasificacidon
inmunohistoquimica sigue siendo la principal herramienta en la practica asistencial
incluso antes del tratamiento quirdrgico, cobrando especial importancia en el estudio
del especimen quirurgico ya extirpado. En el caso del carcinoma lobulillar es conocida
una asociacién mas intensa con receptores estrogénicos positivos y con una baja

4274 Sin embargo  sabemos que la variedad

sobreexpresién de oncogen Erb-2
pleomdrfica, a la que se le atribuye un un comportamiento clinico y bioldgico distinto

no se ajusta a este modelo de expresién.

Otras moléculas determinadas desde el punto de vista inmunohistoquimico han
sido estudiadas y valoradas por su posible implicacion en fenémenos en el
funcionamiento de la dinamica intracelular e intercelular de algunas neoplasias 22,
Muchas de estas han sido caracterizadas y estdn relacionadas con mecanismos

implicados en el ciclo celular interactuando a distintos niveles.

Los principales avances en la caracterizacion molecular del cancer de mama se
han dirigido al carcinoma ductal, y que el carcinoma lobulillar presenta un
comportamiento biolégico incierto en muchos casos, a pesar de que se le atribuye una
menor agresividad que el anterior. Se valoran otros parametros desde el punto de
vista histopatoldgico e inmunohistoquimico que nos permitan extrapolar una
caracterizacién mas aproximada al tipo lobulillar del cdncer de mama y sus subtipos. Se
valoran datos histopatoldgicos posiblemente asociados al mismo y la sobrexpresién o

supresion de las distintas proteinas y oncogenes mediante estas técnicas de
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inmunohistoquimica, basados en las posibles implicaciones prondsticas que ha sido

descritas en numerosos estudios °*.

Receptor estrogénico

Su isoforma RE-alfa es una proteina nuclear con dominios que interactdan con el ADN
de la célula tras formar complejo con el estradiol, actuando mediante una via de
sefializacion que estd mediada por el factor de transcripcion AP-1. Cldsicamente el
receptor estrogénico presenta una intima relacién con la funcién proliferativa y un

4251 En el caso de

papel muy representativo en el desarrollo del carcinoma de mama.
los tumores lobulillares se estima que se encuentran el mds del 95% de las células, y
con una frecuencia en torno al 70% asociado a la expresién del receptor de
progesterona. En el carcinoma mamario, incluyendo todos los subtipos histoldgicos, la
medida del estado de este receptor de estrégeno (ERa) se relaciona con una mejor

supervivencia general y con una respuesta favorable a la terapia endocrina.

Receptor Progesterona

Proteina nuclear dependiente de ligandos cuya funcién es interactuar con
factores de transcripcion, mediada por factores de crecimiento de los tejidos en los
gue se encuentra sobreexpresada. Es bien conocido el papel de los receptores
hormonales esteroideos en el cdncer de mama. La ausencia del receptor de estrégenos
(ER) y el receptor de progesterona (PR) predice la recurrencia temprana y la escasa
supervivencia de las pacientes con cancer de mama. Individualizando en este receptor,

es conocido que niveles reducidos del mismo se asocia a tumores mas agresivos y con

peor prondstico, aunque parece que no presenta un valor predictivo tan marcado™.
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E-Cadherina

Especial importancia cobra también en la variante lobulillar la E- cadherina. Se
trata de una proteina de membrana celular calcio- dependiente, intimamente
relacionada con el citoesqueleto de la misma. La e-cadherina actia mediante la
asociacion de su dominio intracelular con las cateninas de membrana responsables de
las uniones celulares , asi como con la actina del citoesqueleto celular. De esta forma
se convierte en una molécula de gran relevancia para el mantenimiento de la adhesién
celular durante el desarrollo de la neoplasia de mama. A las alteraciones en las vias de
expresion y regulacidon de estas proteinas se les atribuye el patrén de crecimiento tan

)

caracteristico del carcinoma lobulillar ” en hileras” , asi como se infiere también su
implicacién en la capacidad infiltrativa. Cuando el citoesqueleto celular se ve alterado
por defectos de esta proteina , la célula entra en ciclo de muerte programada
(anoikis).

En los distintos tipos de tumores lobulillares se presentan formas modificadas o

mutadas de esta proteina como like-e- cadherina 0” e-cadherina aberrante” (*%%%). E

s
conocido que esta alteracién funcional se encuentra en los estadios iniciales de la
tumorogénesis, el resultado de estos cambios en la proteina condiciona una
disfuncién en las interacciones de la misma con las distintas cateninas de membrana vy

alteracion en sus mecanismos de autorregulacic’msé}'72

. Este proceso parece implicar
una reubicacién intracitoplasmatica de dichas proteinas que confieren a la célula
tumoral una especial resistencia a la autolisis a pesar de presentar pérdida o
alteracion en las uniones intercelulares .Otras vias de sefializacidn intracitoplasmatica,
también se activan favoreciendo el crecimiento y la proliferacion celular. La mutacién
de la e-cadherina parece ubicarse en la localizacion 16g22.1 y es conocido que esta

estd presente desde los estadios iniciales de la carcinogénesis, incluyendo las lesiones

preneoplasicas. Esto deberia hacer cuestionar la implicacidn de estas lesiones como

lesiones benignas precursoras del cancer .

Ki 67
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Se trata de una proteina nuclear de gran tamafno (345 kDa), que se espresa
fundamentalmente en las fases replicativas y activas del ciclo celular (G 1,5,G 2), poco
sobreexpresada en fases de latencia del mismo ( G o ) . Desde la perspectiva de la
biologia del cadncer esta molécula en la actualidad constituye el principal factor de
proliferacién celular, actuando a modo de indicador de la agresividad tumoral. En la
clasificacién por subtipos intrinsecos, una tasa de proliferacién de Ki 67 por encima del
14% se relaciona con peor prondstico de tumores clasificados como luminales, aunque

en el ultimo consenso de St Gallen se propugnd el 20% como punto de corte.

Proteina P21

Se trata de una proteina de la familia de los inhibidores de quinasa
dependientes de ciclina (Cip/kip), con los que forman complejos. Estos intervienen en
la regulacién del ciclo celular, con capacidad para detener el paso de la fase G1 a la S.
Otras vias de regulacién del ciclo celular conocidas son mediante unidén al antigeno

nuclear de proliferacién PCNA , inhibiendo la replicacion del ADN y mediante

. .7 s sre . . . 72
interaccion con proteinas especificas que intervienen en el control del ciclo celular’™.

La expresion de la proteina P21 es inducida por la proteina P53 principalmente,
aunque puede inducirse de manera independiente, y no en todas las ocasiones se
traduce como inhibidor del crecimiento celular sino que parece tener doble funcién
moduladora doble funcién como modulador positivo de la formacién de los complejos

ciclina/CDK y de su localizacidn nuclear.

Proteina P53

Se trata de una proteina con funcién nuclear, aunque se conoce actividad
citoplasmatica en la célula. Esta codificada por el gen P 53, que es el gen que con
mayor frecuencia se encuentra mutado en los canceres humanos, aproximadamente
en un 40% en el cdncer de mama.

La alteracién de este gen, en pacientes con tumores, se traduce en una pérdida de la

funcion de la proteina (reguladora de la transcripciéon), aumentando
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considerablemente su vida media, por lo que se hace mas facilmente detectable con

anticuerpos monoclonales mediante técnicas de inmunohistoquimica.

Entre las ultimas investigaciones sobre P53, se describe la mutacidon de esta proteina
con un papel esencial implicado en el proceso de cancerogénesis mediando en la

actividad de otras moléculas como EGRF y erb-B2 tanto en cancer de mama

esporadico como familiar™®.

Aislada por primera vez en linfoma de Hodgkin, linea 428°.Es una proteina nuclear no
relacionada con histonas. Juega un papel muy importante en la regulacién de
proliferacién celular, asociado al nucleo celular en las fases G1, S y G2 del ciclo celular,
muy sobreexpresada en las fases G2 y M del mismo, tanto en células tumorales como

en células sanas.

PCNA.

Codificada por el gen PCNA, uno de los pocos genes conocidos en el proceso de

la reparacién celular, especialmente en células dafiadas por la radiacién °’.

Codifica una proteina celular no perteneciente a la familia de las ciclinas, como
originalmente se atribuia, con caracter multifuncional a nivel de ciclo celular. Es una
herramienta esencial en la replicacion del ADN actuando como proteina

complementaria de la ADN polimerasa (deltaA

y épsilony) con la que interviene en le sintesis , recombinacién y reparaciéon del ADN.
La carencia de ésta puede conducir hacia la apoptosis celular. Encontraremos esta
proteina sobreexpresada en células tumorales que presenta una especial resistencia a

la radiacion.

C-erbB-2/neu.

Oncogen humano ubicado en el cromosoma 1721, que da lugar a una

glicoproteina de membrana de la familia de las tirosincinasas, estructuralmente muy
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parecida al factor de crecimiento epidérmico EGFR. Estas glicoproteinas de membrana
presenta un gran dominio intracitoplasmatico con funcién enzimdtica. Se ha
objetivado una sobreexpresion y amplificacion con alta frecuencia en
adenocarcinomas humanos y principalmente se le conoce una importante implicacién
con los tumores de mama y ovario 8 Asi aproximadamente entre el 25y el 30% de los
tumores de mama presentan una amplificacion gendémica de C-erbB-2, y esta se
correlaciona con un comportamiento agresivo y una disminucién de la supervivencia,
como ocurre también con el cancer ovarico. No se ha observado sobreexpresién en las
enfermedades mamarias benignas. En las dos ultimas décadas, se han desarrollado
anticuerpos monoclonales que bloquean la activacién de la oncoproteina c-erbB-2 y se
ha documentado la actividad clinica de un anticuerpo monoclonal humanizado:
herceptin que ha supuesto uno de los mayores avances en el tratamiento de las

pacientes que presentaban sobreexpresion de ésta oncoproteina.

Proteina Rb

Proteina que se aislé por su implicacidon en retinoblastoma, de ahi su nombre.
Se trata de una fosfoproteina nuclear implicada activamente en la regulacién del ciclo
celular. En su estado activo (hipofosforilada) ejerce el papel de freno al progreso de la
célula desde la fase G1 a la fase S en el ciclo celular. Esta accidén esta condicionada a la
presencia intracelular de factores de tanscripcion E2F, con los que forma un complejo

pRb-E2F que se une al DNA de la célula e inhiben activamente la transcripcion de los

genes de la fase S °°de ADN, proliferacion celular y diferenciacion celular.

La sobreexpresion del EGFR no es especifico, sino que aparece en diversas neoplasias.
La sobreexpresiéon de la proteina en células tumorales es el resultado de la

amplificacién genética y/o de una mayor transcripcion 6364,

Se ha encontrado una correlacién inversa entre el receptor de estrégeno y la

expresion del EGFR en los tumores mamarios primarios. Proteina BCL2
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c-erb -B2 neu (HER 2)

Proteina codificada por el oncogen BCLA (18qg21), implicado en una mutacion
translacional cromsémica t(14;18) muy expresado en lifomas B foliculares (80%) y
difusos (20%) en humanos®. Su mutacién provoca una expresién desequilibrada de la
oncoproteina BCL2, ubicada en el reticulo endopldsmico de la membrana externa
mitocondrial y de la cubierta nuclear, con funcién bloqueadora de la apoptosis celular.
Asi pues, niveles elevados de esta molécula pueden proteger a la célula de una amplia

variedad de estimulos que conducen a la muerte celular programada.

PTEN

Gen oncosupresor localizado en una subbanda cromosdmica 10g23.3, mutado en
una gran variedad de canceres avanzados. Codifica una oncoproteina que antagoniza
la funcidn intracelular de fosfatidil-inositol (PI-3), como resultado de la mutacién del
gen se produce la activacion de multitud de rutas de sefializacién que intervienen en la
proliferacién, apoptosis y migracién celular. También se ha implicado en el control de
los niveles y actividad de la proteina P53. En cancer de mama la perdida de expresién

se ha visto asociada tanto al Sindrome de Cowden como al cancer de mama

esporédico61.

Proteina P63

Proteina localizada en la membrana nuclear de algunas células basales epiteliales,
perteneciente a la familia de la proteina P53 y P73, codificadas en el mismo gen
supresor. Actua como factor de transcripcion intracelular, regulando el ciclo celular y
en la induccioén a la apoptosis en repuesta a la hipoxia o dafios del DNA. En el cancer de
mama se mantiene expresada en lesiones con crecimiento in situ, pero su expresion se
ve afectada cuando la neoplasia se hace infiltrante, como sefial de proliferacion
desmesurada 2. También presente en otros tejidos, nos ayuda a diferenciar lesiones
benignas de prostata del adenocarcinoma protatico y entre adenocarcinomas y

tumores €s5camosos tanto de cérvix como de pulmon
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EGFR

Glicoproteina transmembrana que puede unirse a diversos ligandos y ser activada
por estos, que incluyen el factor de crecimiento epidérmico (EGF), transformando el
factor de crecimiento alfa (TGFa) y otros factores de crecimiento codificados
viralmente. Detectada la sefal del ligando, activa la via tirosina quinasa intrinseca del
receptor y su dominio intracelular. La activacién de la quinasa produce varios
fenémenos de fosforilacién entre los que destaca la del EGFRy fosfolipasa C-Il. Como
consecuencia se suceden varios eventos de sefalizacion, mediado por el calcio
intracelular, de la que resultan varias respuestas celulares que incluyen sintesis
incrementada Ademas, EGFR aparece en un porcentaje mas elevado de metdstasis de

tumor de mama en comparacion con los tumores primarios.

Proteina Ps-2

La proteina pS-2 (péptido espasmolitico o TFF-1 -«trefoil factor family»)
mayoritariamente activa en el epitelio de mucosa gastrica, y tracto intestinal en
segundo lugar, donde desarrolla un papel fundamental en la defensa y reparacién de

dicho epitelio. También se expresa en algunos especimenes mamarios, donde se ha

especulado que puede ejercer una accion motégena sobre los ductos mamarios' Pero
el mayor interés de la pS2 se origina tras el descubrimiento de sus elevados niveles en
pacientes con cancer de mama mediante estimulo directo de la sefal estrogénica
MCEF-7. Posteriormente, estudios basados en experiencias clinicas han constatado que
las concentraciones intratumorales bajas de la pS2 estan ligadas con un prondstico
desfavorable en las pacientes con cancer de mama. Otros estudios resaltan el valor de
la proteina para predecir una respuesta clinica favorable a la terapia hormonal
antiestrogénica, ya que la expresién de la pS2 podria reflejar unos receptores

estrogénicos funcionalmente intactos en el cdncer de mama
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BCRA

Se trata de un gen con un papel basico en distintos procesos del ciclo celular como
son la reparacién de ADN, la transcripcion gendmica, la ubiquitinacion y los fenédmenos
de apoptosis. Tiene funciones tanto de coactivaciéon como de correpresion en la
transcripcién proteica, entre estas, destaca su implicacién con las histonas. Ejerce
también funcidn reguladora en la transcripcion de numerosos genes que se
interrrelacionan entre otras con las ciclinas. (G2/M; GADD45) .Quiza su actividad
intracelular mds destacado estriba en su implicacion en la reparacién del ADN,
actuando en distintas fases del ciclo celular. La metilacion de este gen se ha
relacionado con la aparicién de cadncer de mama esporddico. La mutacién epigenética
del BRCA1 se ha relacionado aproximadamente con el desarrollo de cdncer de mama
en un 30% y en un 70% con el cancer ovarico. En la actualidad se conoce que se implica
también en la respuesta a algunos agentes quimioterapicos como son las antraciclinas
y el cispaltino, por lo que niveles bajos de mRNA de BRCA1l podrian predecir la

respuesta a un esquema de quimioterapia determinado.

Catepsina D

Se trata de una proteina lisosomal glicosilada, originada de la familia de peptidasas
Al, con funcién proteasa que interviene en la protedlisis por dafios irreparables del
ciclo celular. Se conoce que esta implicada en distintas enfermedades degenerativas

como el Alzheimer y en el desarrollo del cancer de mama®’,
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad siguen teniendo gran relevancia clinica y aplicabilidad las
técnicas inmunohistoquimicas en el estudio de neoplasias, con especial implicacion en
el diagndstico y el tratamiento del carcinoma de mama, a pesar de los avances en
genética que en la actualidad tienen poca aplicacidn en la practica médica diaria por su

complejidad y la gran cantidad de datos que estan generando.

Se conocen la existencia de diferencias tanto a nivel clinico, morfoldgico y
prondstico de ciertos tipos de carcinoma de mama, por su frecuencia el mas estudiado
cldsicamente ha sido el carcinoma ductal (CD) y a pesar de haber sido menos valorado
por la comunidad cientifica, se atribuye un comportamiento especial al subtipo de

carcinoma lobulillar, adn en la actualidad un gran desconocido.

En la actualidad parece aceptada la clasificacion histopatoldgica del carcinoma
lobulillar en: clasico y pleomdérfico, existiendo otros que comparten caracteristicas de
los dos. A éstos se les atribuye diferencias marcadas en su comportamiento biolégico y
en el nivel de agresividad tumoral, asignando a la variedad pleomérfica un peor
prondstico, que presumiblemente se traduce en una menor supervivencia como ya
apuntaban en el afio 1979 Martinez y Azzopardi ®. Y sin embargo, en los Gltimos afios
hay estudios que arrojan datos acerca de la inexistencia de estas diferencias en la
supervivencia de la variedad pleomdfica con respecto a la clasica, identificando otros
factores que se pueden asociar a este peor comportamiento y al subtipo
histopatoldgico concreto. Generada esta cuestién y dadas las distintas implicaciones
prondsticas y terapeulticas que implican uno u otro subtipo de CLI, nos plantea la
posibilidad de estudiar distintos pardmetros, mediante técnicas inmunohistoquimicas,
aplicadas a una poblacién de pacientes afectas de carcinoma lobulillar de mama con la
intencién de identificar aquellos posibles marcadores celulares que se asocian a los
subtipos clasico y pleomorfico del carcinoma lobulillar de mama y valorar sus

relaciones con los parametros clinicos , poblacionalese histopatoldgicos que puedan

generar hipGtesis a posteriori de las posibles implicaciones prondsticas’
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En resumen: Se valoran otros pardmetros desde el punto de vista histopatoldgico e
inmunohistoquimico que nos permitan extrapolar una caracterizacién mas aproximada
al tipo lobulillar del cancer de mama y sus subtipos. Se evaltan datos histopatoldgicos
posiblemente asociados al mismo y la sobreexpresion o supresion de las distintas

proteinas y oncogenes mediante estas técnicas de inmunohistoquimica, basados en las

posibles implicaciones prondsticas que ha sido descritas en numerosos estudios *.

3. OBJETIVOS

1 .Estudiar las caracteristicas clinicoepidemiolégicas en las tres variantes

tradicionales del carcinoma lobulillar infiltrante de mama.

2. Estudiar las caracteristicas histopatoldgicas entre las tres variantes

tradicionales de carcinoma lobulillar infiltrante de mama

3. Estudiar las caracteristicas inmunohistoquimicas entre las tres variantes
tradicionales de carcinoma lobulillar infiltrante de mama y establecer la posible

relacion con su fisiopatologia como marcadores de funcién celular.
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MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y METODOS

4.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION A ESTUDIO.

4.1.1. POBLACION

La poblacidn objeto de estudio, incluye mujeres diagnosticadas en la Unidad de
Mama del Hospital General Universitario Reina Sofia de Murcia, derivadas para estudio
desde programas de screening que corresponden a su area de salud, desde los
servicios de atencién primaria del mismo area o pacientes remitidas directamente a la
unidad desde otras especialidades médicas del dmbito hospitalario, entre los afios

2007 y 2014.

4.1.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Criterios de inclusion

- Mujeres de cualquier edad y estadio de la enfermedad mamaria ,derivadas a
la unidad de mama como primera visita desde atencién primaria, medicina interna o

programa de cribado.

- Mujeres con diagndstico previo de BAG, realizada en el servicio de patologia

del hospital.

- Pacientes valoradas en comité de mama del hospital e intervenidas por

cirujanos de la Unidad de mama.

-Pacientes con diagndstico de neoplasia lobulillar infiltrante.
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-Pacientes en estadio IV con diagnostico histolégico de carcinoma lobulillar de

mama.

Criterios de exclusion
- Varones

- Mujeres valoradas inicialmente en otras unidades, fuera de nuestra unidad de
mama y con diagndstico AP realizado en otros laboratorios, no confirmado en una

segunda biopsia realizada en el centro hospitalario del estudio .

-Pacientes en las que el diagndstico anatomopatoldgico describe
exclusivamente lesiones “in situ” de carcinoma lobulillar de mama.
- Mujeres con diagndstico definitivo anatomopatoldgico de carcinoma ductal de

mama.

- Se excluyeron asi también pacientes que presentaran concomitantemente
alguna otra neoplasia activa en tratamiento o aquejadas de enfermedades médicas
y/o caracteristicas clinicas que dificultase el tratamiento y/o seguimiento del

carcinoma mamario.

4.1.3 METODOLOGIA DIAGNOSTICA

o Evaluacidn clinica : A todas las pacientes se les somete a una primera entrevista
clinica estandarizada, en el momento en las que son remitidas a la unidad, en la
gue se registran datos personales y clinicos previos al diagndstico. Se registran
los datos extraidos de la exploracién fisica bilateral de la mama. Asociamos al

registro clinico los datos radiolégicos complementarios:
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o Evaluacién radioldgica:

- Ecografia mamaria y axilar bilateral, mamografia bilateral, PAAF/ citologia

ocasional.
- BAG ecoguiada o radioguiada en la/s lesion/es.
- BAV en caso de microcalcificaciones y

- RMN mamaria bilateral: en la practica asistencial se realiza en pacientes con
un solo nddulo y posibles candidatas a cirugia conservadora. La exploracién
se apoya en una ecografia de “second look “en caso de la aparicién de otras
lesiones sospechosas sumando una nueva biopsia si esta sospecha fuera
consolidada. Se realizdé RMN a todas las pacientes diagnosticadas de
carcinoma lobulillar mediante BAG, ante Ila mayor frecuencia de
multicentricidad y multifocalidad que pudiera contraindicar una cirugia

conservadora.

4.1.4 METODOLOGIA DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Para el estudio de la pieza quirdrgica, ya se trate de un espécimen de cirugia
conservadora o mastectomia radical, se toma como referencia aquella seccién de la
misma mas representativa del tejido tumoral. También se documenta Ias

caracteristicas del tejido circundante no neoplasico.

Una vez extirpada la lesion con margen adecuado y referenciada para su correcta
orientacion, los especimenes quirurgicos son conservados en solucién de formaldehido
tamponado al 10% para su correcta fijacion un minimo de 24 h. A continuacion se
realizan cortes representativos de la lesién, incluidos en un cassette y procesado de
forma automatica para su inclusién en parafina, sometiéndose en ese procesamiento a

un tratamiento de deshidratacién (pasos secuenciales por alcoholes de 70, 80, 90 y
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100% y xileno para ser embebidos posteriormente en parafina liquida. Tras enfriarse
y solidificar, proporciona un bloque de tejido preparado para su estudio. Tras realizar
cortes de un espesor aproximadamente de 3-4 micras la pieza se procede a la
rehidratacion del corte para su tincion mediante la técnica clasica de histopatoldgico.

hematoxilina-eosina, quedando dispuesta para estudio.

.Estudio macroscroscopico

El andlisis histopatoldgico de la pieza quirurgica se lleva a cabo en dos tiempos
tras la preparacién de la misma, tras estos se han extraido algunas variables para

nuestro estudio.
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|.- Estudio macroscépico:

- Tamaiio de la pieza quirdrgica referenciada por sus margenes en el acto
operatorio, tanto si se trata de un espécimen de cirugia local, como si se trata de una
mastectomia radical. Las referencias nos orientan la pieza y la localizacion de la /s

lesidn/es en la mama.

- Morfologia macroscépica de la lesion y distancia a los mdargenes quirurgicos,
dato que se documenta en todo informe histolégico de lesiones mamarias y que
plantea posibilidades diagndsticas, a pesar de los datos de biopsia previos. La distancia
en mm de los margenes de la lesién al borde de reseccidon, considerando estos como
suficientes cuando son mayores o iguales a 3 mm, aunque se estima que el margen
o6ptimo es a partir de 5mm. Las caracteristicas del tejido sano circundante es otro
pardmetro que puede orientar al patdlogo , en ocasiones. En el caso de CLI las lesiones
pueden no mostrar un patrén nodular y quedar semiocultas entre el tejido normal

mamario.

- Tamafio de la lesidn, ya que es un factor pronéstico de enfermedad. Siguiendo
la clasificacion TMN (Tabla 2) se agrupan a las pacientes en 4 grupos, segun el tamaiio
de la lesién sea menor de 10 mm, mida entre 10 y 20 mm, entre 20 y 50 mm y lesiones
mayores de 50 mm. En el caso de tumores multicéntricos se recoge el tamano del
nddulo mayor y en el caso de tumores multifocales se suman si los focos estan muy

préximos constituyendo una sola lesién.

II.- Estudio microscépico:

Tipo de carcinoma lobulillar: infiltrante, “in situ” o ambos. Ya que las pacientes
en las que sdélo se detecté componente in situ (CLIS) exclusivamente fueron excluidas

del estudio.

Subtipo de carcinoma lobulillar: clasico, intermedio o pleomérfico®. Para ello

se estudia el tamano de las células tumorales, caracteristicas de su citoplasma, del
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nucleo y nucléolos, la presencia o ausencia de atipias y el numero de mitosis por 10

campos de gran aumento (40x).

La presencia o ausencia de multifocalidad o multicentricidad, considerandose
multicéntrica si todos los focos de carcinoma se localizan en el distinto cuadrante o en
la mama contralateral, mientras que si se ubican en el mismo cuadrante de la mama se

considera una lesion multifocal.

Las caracteristicas del parénquima circundante, la infiltracidn linfatica o de vasos

sanguineos, la presencia de otras lesiones asociadas en la pieza quirurgica.

Tras la cirugia se recoge la informacién de las variables que hacen referencia a la pieza

quirdrgica y a la afectacién axilar (véase descripcién variables pag51) .

Para el estudio de ganglio centinela en todas las pacientes se realizé uno o varios
cortes sobre el ganglio o ganglios aislados, sobre los que se realizaron improntas
citolégicas vy cortes por congelacidon, dado que en aquel momento aun no se habia

implantado el método OSNA en nuestro hospital.

En el tejido de linfadenectomia se hizo un contaje del nimero de ganglios que se
estudiaron por separado tras seriacidn y cortes histolégicos de la pieza tefiidos con

técnica de hematoxilina-eosina .

Con los datos histopatoldgicos tanto del tumor como de la afectacion ganglionar, y
conocida la existencia o ausencia de metastasis ganglionares se clasificaron a las
pacientes en estadio tumoral correspondiente segun la clasificacion TMN (séptima

edicion), que se resume en la siguiente tabla.

51



CLASIFICACION TMN

T(T1mic)*

Cualquier T

Tabla 2 . Clasificacion prondstica TMN

. T(T1mic)*: microinvasion </= 0.1cm
. N(N1 mic)**:micrometéstasis>0.2mm y <
2mm o >200 celulas
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4.1.5 METODOLOGIA INMUNOHISTOQUIMICA

Tras el estudio morfolégico, se procede a la caracterizacién
inmunohistoquimica de la neoplasia. Las técnicas inmunohistoquimicas nos permiten
identificar moléculas o fracciones de las mismas (antigenos), caracteristicas de algunas
lineas celulares o incluso, propias de determinados tipos de células, en funcion de la
presencia o ausencia de estas moléculas. Estas técnicas se fundamentan en una
reaccion de tipo antigeno-anticuerpo que se pone de manifiesto generalmente

mediante colorimetria, tras un procesamiento enzimatico.

I. Descripcion de la Técnica Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se define como toda técnica que permite detectar “in
situ” componentes celulares y extracelulares (antigenos) por medio de anticuerpos

especificos mediante métodos de deteccién enzimaticos.

El antigeno es la molécula que se desea detectar, en muchos casos una fraccién de la
misma (epitopo). El anticuerpo suele corresponder a una inmunoglobulina de tipo IgG
producida de células plasmaticas tras la diferenciacion del linfocito B al contactar con
el antigeno. Para las técnicas aplicadas en cancer de mama en laboratorio se utilizan
principalmente anticuerpos monoclonales que tienen como principal caracteristica la
especificidad y la reproducibilidad. En este estudio se han utilizado anticuerpos

primarios y kits comerciales de las casas Dako® y abcam®.

A continuacién se describe la técnica inmunohistoquimica para la determinacion de
las los marcadores que pueden caracterizar a estas neoplasias. Algunas de estas
presentan cierta especificidad, otros no se presentan exclusivamente en los tumores
de mama. Para el estudio se relatan también las particularidades de las técnicas de

analisis de dichos parametros, para cada uno de ellos.

l.- Preparacion de las muestras
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Para la deteccion inmunohistoquimica molecular se han utilizado las muestras
de tejido fijadas inicialmente en formaldehido tamponado a pH7 con fosfato sddico
monbadsico y dibdsico y una concentracién final al 10%. Estas muestras deben
mantenerse en la solucidon de fijacién durante un minimo de 24 h evitando sobrepasar

las 48 h (sobrefijacion que enmascara los epitopos y reduce la antigenicidad).

Para la inclusidn en parafina los especimenes fijados son sometidos a una cadena de
procesamiento para convertir el material bioldgico en un material sélido, homogéneo y
duro para estudio. Las muestras tras la fijacion son sometidas secuencialmente a un
proceso de deshidratacion mediante lavados en alcohol a concentraciones crecientes.
Posteriormente un proceso de aclaramiento para que la parafina pueda a posteriori
embeber el tejido, para ello el alcohol es reemplazado por un liquido intemediario
como el xilol. Finalmente se realiza la inclusion del tejido mamario en parafina liquida
con un punto de fusién a 602C que solidifica una vez se enfria lista para proceder al
estudio. Posteriormente se realizan cortes de 4 micras. Los cortes almacenados se

conservan a una temperatura de -202C.

Il.-Recuperacion antigénica

Para la recuperacién antigénica, se utiliza un proceso de incubacién con el
tampon Tris (10mM) evitando que los cortes se sequen (principalmente con antigenos
de localizacion nuclear): Después del tratamiento térmico, utilizando el sistema PTlink
(Dako®), se deja enfriar el recipiente con el tampdn (solucién de citrato de pH alto o
bajo de Dako®) vy los portaobjetos durante 20 minutos a temperatura ambiente. Los

cortes son enjuagados cuidadosamente con tampdn o agua desionizada.

Mediante el desenmascaramiento antigénico se reactivan los antigenos que quedan
ocultos tras el proceso de fijacién de la muestra, de manera que pueden reaccionar

con los anticuerpos primarios que se suministran en los kits comerciales.

lll.- Procesamiento conjugacidn y revelado.

Tras la realizaciéon de las técnicas y determinacion  mediante método de

conjugacion PAP (peroxidasa-antiperoxidasa). Este presentan anticuerpo primario que
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reconoce el antigeno, un Ac secundario, puente o de unidn, especifico contra el
primario y el complejo peroxidasa-antiperoxiodasa (3 molec de proxidasa y 2
moléculas de Ac antiperoxidasa), obtenido de la misma especie que el Ac primario.,
formando un complejo de 400 a 430kDa. Este complejo se revela mediante
tetraclorhidrato de 3.3'diaminobencida (DAB), tras afadir el sustrato: H,0, a la
muestra con los complejos, amplificando posteriormente la sefial segun el
procesamiento estandar de los kits comercializados para cada molécula a estudio se
procede a la lectura de las muestras con método semicuantitativo, realizando las

lecturas de los resultados en 10 campos de gran aumento

Para evaluar los resultados se utilizan controles positivos y negativos, internos o

externos comercializados

Il. Biomarcadores de funcion celular

Con los resultados obtenidos previamente y dada la asociacion existente entre
los marcadores inmunohistoquimicos seleccionados, en cuanto a mecanismos
implicados en el proceso de carcinogénesis (que origina la transformaciéon neopldsica
de células epiteliales benignas), se seleccionaron para estudio agrupaciones de los
mismos en base al mecanismo de actuacién a nivel celular recogiendo seis categorias.
Se registraron como variables positivas o negativas en funcién de que las pacientes
estudiadas presentaran positividad de todos los incluidos en un grupo. Se registraron
como negativos aquellas pacientes en las que no se expresaba alguna de las moléculas

delgrupo.
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4.2. DISENO DEL ESTUDIO

Se valoramos y agrupan las pacientes incluidas a estudio las caracteristicas de
con carcinoma lobulillar infiltrante. Se describen dos subtipos dentro de carcinoma
lobulillar infiltrante, el clasico y el atipico o pleomérfico, y un tercer subtipo intermedio
gue puede compartir caracteristicas con los otros dos. Quedan definidas de este modo
tres variantes de carcinoma lobulillar infiltrante en la poblacién a estudio: clasico,
pleomérfico e intermedio. Se examina dicha poblacién agrupando los datos reclutados
en 4 unidades a estudio para cada subtipo de carcinoma lobulillar.

Se realiza un protocolo de recogida de datos donde se incluyen datos clinico-
epidemioldgicos previos, datos clinicos al diagndstico, filiacidn anatomopatolégica de
los mismos y datos inmunohistoquimicos de las biopsias desglosados en distintas

variables y agrupados segun criterios moleculares de funcién celular.

Variables Variables
Variables IHQ
clinicoepidemiolodgicas Histopatologicas
Edad Subtipo CLI RE
Premenop/postmenop Mastopatia Permeacion RP
AP mamarios linfovascular Lesion in Ki67
AF cdncer hormonodp situ asociada HLA Herceptest
Fecha diagndstico Tipo Ca ductal asociado PTEN P21
lesion diagndstico Tamafo de la lesion AP P53
Tamaio Numero de lesiones AP P63
Num de lesiones GC/LA BRCA
Lateralidad Afectacion GC EGRF
Localizacion mamaria N@ ganglios afectos Bcl-2
Técnica quirdrgica TMN Subtipos Ps-2
Reintervencion gx molecular Catepsina

e-cadherina

Tabla 3 . Variables del estudio
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Establecidas los tres grupos a estudio de CLI (clasico, intermedio y pleomorfico),
qgue han sido clasificados bajo criterios histoldgicos, se estudian su correlacidon
respecto a cuatro grupos de variables extraidas de los datos poblacionales registrados.
Se comparan los subtipos carcinoma lobulillar con la finalidad de encontrar un patrén

inmunofenotipico que nos aproxime a su caracterizacion.

GRUPOS

VARIABLES MARCADORES IHQ

V. RESPUESTA

HORMONAL 2 7 -
V. PROLIFERACION
CLR KI67 PCNA
V. RELAC CON
APOPTOSIS = Bl
V. RELAC GENES
SUPRESORES PRB PTEN
V.RELAC
T PRB P53 P21
V.RELAC ADHESION E-CADH CATEPSINA D
CELULAR

Tabla4. Agrupacién de variables IHQ.
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4.3 DEFINICION DE LAS VARIABLES.

4.3.1. VARIABLES CINICOEPIDEMIOLOGICAS

Entre éstas se incluyen:

Edad: Documentada en el momento en el que consultan o son remitidas para

estudio, en afos.

Estado hormonal:

- Premenopdusica: pacientes que aun preservan la funcién ovarica. En este
grupo se incluyen las pacientes perimenopausicas constatada por descenso

hormonal y baches de amenorrea.

- Postmenopausica: pacientes con ausencia de menstruaciéon durante un

minimo de un afo y disminucidn significativa de la funcién ovarica.

Antecedentes personales previos de cirugia mamaria y/o ginecoldgica:

Intervenciones previas en mama o aparato genital.

Antecedentes familiares: de carcinoma mamario u ovarico de cualquier tipo

histoldgico.

Los datos del estudio al inicio del del episodio: fueron:

Sintoma de inicio: entre los que se recogen: diagndstico casual por un sintoma

mamario inespecifico, nddulo o masa palpable de nueva aparicidn y retraccion,

o induracidon mamaria.

Tamafio a la exploracidn fisica del nddulo: clinicamente se establece tamafio

segun la valoracion radioldgica ecografica al diagndstico, en milimetros.

Localizacion del ndédulo en la mama: para el estudio se clasificaron en tres

localizaciones: cuadrantes superiores y externos (la localizacion mas frecuente

de forma global), inferiores e internos, y retroareolares y/o difusos. Se opta por
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esta clasificacion dada la gran diversidad y posible variabilidad en la

exploracion fisica.

Deteccién de bilateralidad o no a la exploracidon, dado que estd descrita una

mayor frecuencia de bilateralidad en el subtipo histolégico lobulillar.

la_técnica quirdrgica realizada, de la mama y la axila como tratamiento local

inicial de la enfermedad: se describen 6 estrategias quirurgicas en esta variable:
CCy BSGC, CCy LA, MRM y BSGC , MRM y LA, MRM vy LA bilateral y las
pacientes que no recibieron cirugia por distintos motivos. Técnica Quiruargica:
una vez confirmada la sospecha de cancer de mama se planificé la cirugia en
funcién de los datos clinicos y radioldgicos, tras ser evaluadas por el comité de
mama del hospital. El estudio de extensién se postergd a la cirugia de forma
protocolizada, con la finalidad de no demorar el tratamiento quirdrgico excepto
en algun caso de aquellas pacientes que recibieron tratamiento neoadyuvante,
pacientes con sospecha de afectacidn sistémica metastdsica o en pacientes
gue no fueron candidatas a cirugia en el momento diagnodstico por enfermedad

metastasica de debut .

La necesidad de reintervencién quirdrgica : supone la posible existencia de

enfermedad residual en el espécimen quirdrgico y el consecuente
empeoramiento prondstico. Se agrupan tres categorias: pacientes que no
precisaron nueva cirugia, reintervencidon axilar (por afectacion ganglionar
metastdsica), reintervencion mamaria (por multifocalidad o afectacion de

margenes quirurgicos). Tabla 3.

4.3.2 VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Tamafio del tumor en milimetros (mm), incluido en el espécimen quirargico.

59



e Metastasis ganglionar: conocida preoperatoriamente o postoperatoriamente.

Se documenta también como variable dicotdmica en funcidn de afectacion o

ausencia de ella.

e Numero de ganglios aislados: Se considera en tres grupos a estudio: pacientes
sin afectacion axilar (GC negativo), pacientes con afectacién axilar de dos o

menos ganglios y pacientes con afectaciéon axilar de mas de dos ganglios.

e Subtipo histoldogico de CLI: Clasico , Pleomarfico o Intermedio.

e Presencia o ausencia de infiltracion linfatica o vascular

e Presenciaoausenciadefocos de carcin o ma lobulillar “in situ”,

e Presencia o ausencia de focos de HLA,

Presencia o ausencia de focos asociados de carcinoma ductal,

Obtenidos los datos del estudio histopatolégico definitivo se clasifican a las

pacientes en funcion de la variable :

e Estadio tumoral atendiendo a las pautas de clasificacion TMN (ver tabla 2)

4.3.3. VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

4.3.3.a. Estudio Inmunohistoquimico

Para nuestro estudio, los marcadores analizados mediante técnicas de
inmunohistoquimica protocolizados fueron los siguientes. El procesamiento especifico

de cada molécula se detalla de forma individual:

- Receptores hormonales y su expresion en estos tumores: RE, RP,

indicadores de hormonosensibilidad tumoral

- Sobreexpresion o no de herB-2
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- Indice de proliferacion Ki 67 y PCNA

- Oncoproteina Rb(P-Rb)

- Sobreexpresién de proteina P53

- Sobreexpresion de P63

- Determinacion de la presencia o ausencia de E-Cadherina

- Determinacion de la presencia o ausencia de Catepsina D

- Sobreexpresién de oncogen P21 RAS

- Determinacion de la presencia o ausencia de EGFR

- Determinacion de la presencia de muatacion del gen BRCA-1

- Expresién de la proteinas P-S2

- Expresion de la proteina Bcl-2

e Receptor estrogénico:

Para diagndstico in vitro, se ha utilizado el anticuerpo monoclonal de ratén
contra el receptor de estrégeno humano a, Clon 1D5, indicado para su uso en
inmunocitoquimica. El anticuerpo marca las células positivas que expresan al receptor
de estrdgenos alfa y es util en la evaluacién del estado del receptor alfa de estrégenos
en los carcinomas mamarios humanos. La interpretacién clinica de los resultados de
cualquier tincién, o su ausencia, debe complementarse con controles morfoldgicos
adecuados. En el cancer de mama, la medicidon del estado del ERa generalmente se
considera util porque la presencia de este receptor de estrégeno se relaciona con una

mejor supervivencia general y con una respuesta favorable a la terapia endocrina
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En laboratorio esta deteccion se realiza mediante el reactivo comercializado por la
industria (Dako®). Se proporciona anticuerpo monoclonal murino suministrado en
forma liquida como sobrenadante de cultivo celular dializado en Tris/HCl a 0,05 mol/L,
pH 7,2 y con un contenido de NaN3 a 15 mmol/L. El anticuerpo mediante técnicas
inmunohistoquimica reacciona especificamente con el ERa (no presenta reacciéon con
el ERB),un polipéptido de aproximadamente 67 kDa que corresponde al dominio
amino-terminal receptor de estrégeno (ERa).

El patrén de tincién molecular obtenido de RE es nuclear.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobrexpresién.

e Receptor Progesterona

Para el estudio del biomarcador se ha precisado de el anticuerpo monoclonal
de ratén contra el receptor de la progesterona humana(Anti-PR, PgR 636, Dako®), tras
el analisis en el laboratorio se consigue una deteccidén semicuantitativa del receptor
de la progesterona de las células tumorales que podemos objetivar mediante
mediante microscopia de luz normales incluidos en parafina procesados en formol
tamponado neutro (también es cuantificable en otros tejidos humanos sanos y
patoldgicos que lo expresen). Este anticuerpo esta indicado para su uso como ayuda en
el tratamiento, prondstico y predictivo de la evolucién del cdncer de mama. Los
resultados positivos ayudan a la clasificacion de los tejidos y células normales vy
anormales en funcion del grado de sobreexpresion del mismo, apoyado por la

histopatologia convencional.

El manejo del reactivo en el laboratorio el anticuerpo de ratén monoclonal es

comercializado en forma liquida como sobrenadante de cultivo de tejido en Tris-HCl de
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0,05 mol/L (pH 7,2) y azida de sodio de 0,015 mol/L. asociado a una proteina

estabilizante. Obtenemos de nuevo, como ocurre con RE, un patrén de tincidn nuclear.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresién supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobrexpresion.

e E-Cadherina

Para su diagndstico se ha precisado de kit comercial (Dako®) que realiza
detecciones de esta molécula mediante un anticuerpo monoclonal purificado de ratéon
Monoclonal Mouse Anti-Human E-cadherin (Anti-E-cadherin, NCH-38). Analiza
cualitativamente por microscopia o6ptica, células E-cadherina positivas en tejidos

normales y neopldsicos aplicando métodos de andlisis inmunohistoquimico (IHQ).

Para la técnica el anticuerpo es proporcionado en forma liquida como sobrenadante de
cultivo de tejido en Tris-HCl de 0,05 mol/L (pH 7,2) y azida de sodio de 0,015 mol/L.
Mediante esta técnica la Anti-E-cadherina, reconoce la forma madura de 120 kD vy el

fragmento de 82 kD de E-cadherina de las células estudiadas.

El patrén de tincion obtenido con esta proteina es un patrén de membrana celular. En
la inmensa mayoria de los CLI esta tincidn obtiene un resultado débil o nulo.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e Proteina P-21

Para el estudio de este marcador se ha utilizado otro anticuerpo monoclonal

purificado de raton, Anti-Human p53 Protein (Dako®). El anticuerpo marca la proteina
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p53 de tipo natural y de tipo mutante y constituye un método de identificacién de la
acumulaciéon de p53 en las neoplasias humanas, en nuestro caso en el carcinoma
lobulillar de mama. La identificacidon diferencial es facilitada por los resultados de un

panel de anticuerpos.

El anticuerpo monoclonal murino es comercializado en forma liquida como
sobrenadante de cultivo celular dializado en Tris/HCI 0,05 mol/L, pH 7,2 y con un
contenido en NaN3 de 15 mmol/L.. Mediante la técnica inmunohistoquimica se
detecta el epitopo que se ubica entre los aminoacidos N-terminales 1 y 45 vy,
posiblemente entre los aminoacidos 37 y 45 de la proteina p53 humana.

Obtenemos un patrén de tincidn nuclear.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresién supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresién.

e P53

En este caso se presenta un anticuerpo monoclonal purificado de ratén:
Monoclonal Rabbit Anti-Human p53, clon 318-6-11(Dako®) para la determinacién
inmunohistoquimica. Este anticuerpo es util para la identificacién de p53 en tejidos
normales y neopldsicos. La identificacion diferencial se complementa con los
resultados de un panel de anticuerpos. En células normales, la concentracién de la
proteina p53 generalmente estd por debajo del nivel de deteccién de los métodos
inmunohistoquimicos. El inmundgeno corresponde al péptido sintético de la regién de

p53 humano con aminoacidos 49-68.

El reactivo es suministrado en forma liquida como sobrenadante de cultivo celular (con
suero fetal bovino) dializado contra Tris/HCI de 0,05 mol/L (pH 7,2) y con azida de
sodio de 0,015 mol/L asociando una proteina estabilizante. El patrén de tincion celular

corresponde con un patrdn nuclear.
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Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e P63

Para el diagnéstico in vitro, se ha utilizado de nuevo otro anticuerpo
monoclonal de ratéon (Mouse Anti-Human p63 Protein) que reacciona contra la
proteina p63, que regula la proliferaciéon de células epiteliales basales .Como ya se
comentd con anterioridad, el anticuerpo anti-p63 puede resultar de utilidad para
diferenciar el carcinoma localizado de mama del carcinoma de mama ,pero también el
carcinoma escamoso del adenocarcinoma de pulmén y para diferenciar el carcinoma
escamoso de cuello uterino del adenocarcinoma de cuello uterino y lesiones benignas
y malignas en células de tejido prostatico. La interpretacion clinica de cualquier tincion,
0 su ausencia, debe complementarse con estudios morfolégicos y mediante uso de

controles adecuados.

El reactivo comercializado se presenta en forma liquida como sobrenadante de cultivo
celular (con suero fetal de ternero), dializado contra 0,05 mol/l de Tris/HCI, pH 7,2 y
con 0,015 mol/l de azida sddica. El patrén de tincidn celular es nuclear, aunque se ha

documentado tincidn citoplasmatica en tejido anédmalo.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.
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o Ki-67

Para uso en diagndstico se utilizé anticuerpo monoclonal derivado de ratén:
FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Ki-67 Antigen, Clon MIB-1 (Dako®), para su
valoracion inmunohistoquimica.. Este anticuerpo es eficaz para detectar el antigeno Ki-
67 en células normales y neoplasicas, entre otros en el carcinoma de mama, La
identificacion diferencial se complementa con los resultados de un panel de
anticuerpos. Las células marcadas por el anticuerpo muestran un patrén de tincién
nuclear, con la excepciéon de las células mitéticas, en las que se marcan los

cromosomas y el citoplasma.

Se presenta listo para usar suministrado en forma liquida en un tampdén que contiene
proteina estabilizadora y 0,015 mol/l de azida sédica. El anticuerpo MIB-1 marca las
bandas de 345 y 395 kDa, idénticas a las marcadas por el anticuerpo Ki-67 original.
Tanto MIB-1, como el anticuerpo Ki-67 original, reacciona con un epitopo codificado
por un elemento repetitivo de 66 bp del gen Ki-67. En inmunohistoquimica, los
anticuerpos MIB-1 y Ki-67 producen patrones de tincién idénticos en cortes en serie
amigdalinos congelados El anticuerpo MIB-1 reconoce el antigeno Ki-67 y los

fragmentos recombinantes de la molécula Ki67.

El patrén de tincion obtenido con esta determinacion es nuclear. Se considera valor
positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células en campo de gran

aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de sobreexpresion.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e PCNA

Para su determinacién se usé de nuevo un anticuerpo comercial monoclonal

Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), Clone PC10, (Dako).
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El anticuerpo marca a las células humanas que expresan el PCNA y puede ser una
herramienta util para la identificacion de células proliferativas en tejidos normales y en
algunas formas de neoplasia. La identificaciéon diferencial es facilitada por los
resultados de un panel de anticuerpos. La interpretacion de los resultados debe
realizarla un patdlogo cualificado teniendo en cuenta el historial clinico del paciente y

otras pruebas diagndsticas.

Es suministrado en forma liquida como sobrenadante de cultivo celular dializado en
Tris/HCI 0,05 mol/L, pH 7,2 y con un contenido en NaN3 de 15 mmol/L. Para valorar los
resultados de la técnica se ha tenido en cuenta que las células marcadas por el
anticuerpo muestran una tincién casi completamente limitada al nucleo, siguiendo un
patrén difuso o granular, o una mezcla de ambos y que escasas ocasiones se observa
una tincidn citoplasmatica, sdélo en casos donde la membrana nuclear haya

desaparecido.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e C-erbB-2/neu.

En este caso se ha utilizado para su cuantificacion un anticuerpo policlonal
purificado de conejo : Polyclonal Rabbit Anti-Human c-erbB-2 Oncoprotein, éste
identifica las células epiteliales normales que, generalmente, expresan la proteina c-
erbB-2 a un nivel muy bajo. En los casos en los que existe sobreexpresién dicha
oncoproteina c-erbB-2, como ocurre en una variedad de neoplasias epiteliales, y entre
ellos nuestro objeto de estudio: el carcinoma mamario.

Se presenta como purificado mediante péptido de oncoproteina c-erbB-2 inmovilizado
y suministrado en estado liquido en Tris/HCI 0,05 mol/L, NaCl 0,1 mol/L, NaN3 15
mmol/L. Las células marcadas especificamente por el anticuerpo presentan un patrén

de tincion limitado a la membrana celular. Es inusual observar una tincidn
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citoplasmatica y si aparece no debe tomarse en consideracion, sélo la del producto
tincion de la membrana celular debe considerarse especifica de la oncoproteina c-
erbB-2. En tejidos sanos: la oncoproteina es un componente del tejido normal y el
anticuerpo puede marcar débilmente a las células epiteliales en éstos, en algunos
casos de tejido mamario epitelial estudiado este biomarcador mostrd sobreexpresion
de la oncoproteina c-erbB-2 (tincién completa de la membrana - entre leve y fuerte -

en mas del 10% de las células tumorales) al probarse con el anticuerpo.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresidon supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e ProteinaRb

Proteina que se aislé por su implicacidon en retinoblastoma, de ahi su nombre.
Se trata de una fosfoproteina nuclear implicada activamente en la regulacién del ciclo
celular. En su estado activo (hipofosforilada) ejerce el papel de freno al progreso de la
célula desde la fase G1 a la fase S en el ciclo celular. Esta accidon esta condicionada a la
presencia intracelular de factores de transcripciéon E2F, con los que forma un complejo
pRb-E2F que se une al DNA de la célula e inhiben activamente la transcripcidén de los
genes de la fase S. Para su deteccidén se ha utilizado un anticuerpo monoclonal IgG
purificado de ratén (abcam®), que reacciona con los amino acidos 1582-1692 de la

fraccién recombinante de la proteina ligada al retinoblastoma.

Se comercializa de forma liquida, mantenido a 42C y para técnicas de deteccién

inmunohistoquimicas se usa a una concentracion de 3ug/ml.

El patrén de tincidn que se obtiene es nuclear.
Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.
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e Proteina BCL2

Para uso diagndstico se ha utilizado otro anticuerpo monoclonal purificado
murino: Anti-Human BCL2 Oncoprotein, Clon 124 (Dako ®). El anticuerpo marca células
que expresan la oncoproteina BCL2. Presenta especial protagonismo en procesos
linfoproliferativos, aunque puede tener jugar un papel importante en la oncogénesis
de tumores de mama. La interpretacion clinica de los resultados de cualquier tincién, o
su ausencia, debe complementarse con estudios morfolégicos con controles

adecuados.

Como los anteriores se comercializa en forma liquida como sobrenadante de cultivo
celular dializado en Tris/HCl a 0,05 mol/L, pH 7,2 y con NaN3 a 15 mmol/L. Las células

marcadas por el anticuerpo muestran un patrdn de tincién citoplasmatico.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresién supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e PTEN

Mediante este anticuerpo monoclonal: Anti-Human PTEN Clone 6H2.1,
depurado de ratén, se consigue identificar cualitativamente por microscopia éptica las
células que expresan PTEN en tejidos normales y neopldsicos, utilizando métodos de
pruebas inmunohistoquimicas (IHQ). La identificacién diferencial se complementa con

los resultados de una serie de anticuerpos.

Anti-PTEN se suministra en forma liquida como sobrenadante de cultivo de tejido
(conteniendo suero fetal bovino) dializado contra 0,05 mol/L de tris-HCI, pH 7,2 y 0,015

mol/L  de azida de sodio junto con proteinas  estabilizadoras.
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Muestra en las determinaciones un  patrén de tincion celular citoplasmatico y/o

nuclear.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresién supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

o EGFR (factor de crecimiento epidérmico)

Se utilizd para su diagndstico, el anticuerpo monoclonal purificado de ratén :
Anti-Human Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), Clone E30 (Dako®).
El anticuerpo marca subtipos de carcinomas humanos que expresan altos niveles de
EGFR. La sobreexpresion de EGFR se ha relacionado con la progresién del cancer,
identifica cualitativamente por microscopia dptica las células positivas de receptor del
factor de crecimiento epidérmico en tejidos normales y neoplasicos. La identificacion
diferencial es facilitada por los resultados de un panel de anticuerpos. Las células
marcadas por el anticuerpo presentan principalmente tincién de la membrana celular.
En tejidos sanos donde se objetiva, el anticuerpo tifie intensamente las membranas de
las células epiteliales. La intensidad del marcado disminuye progresivamente de la
capa basal a la capa de células mas superficial. En otros tejidos neopldsicos, se observa
una expresion creciente del EGFR a medida que aumentaba el grado tumoral (por

ejemplo ocurre en el carcinoma escamoso).

Se comercializa es suministrado en forma liquida como IgG purificada procedente de
liquido ascitico, en Tris/HCL 0,05 mol/L, NaN3 15 mmol/L, seroalbimina bovina al 1%,
pH 7,2.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresiéon supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.
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e Proteina Ps-2

Para su analisis en nuestro estudio se ha utilizado el anticuerpo comercial
policlonal antiestrogénico, denominado anti-estrogen inducible Protein pS-2 antibody
(abcam®), purificado de proteinas de conejo. Péptido sintético que se complementa
con la secuencia de los 20 aminodcidos finales de la misma proteina humana. El

patrén de tincidon que se obtiene es citoplasmatico.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresién supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.

e BRCA-1

Para determinarlo se ha utilizado el kit de diagndstico abcam que incluye el
anticuerpo monoclonal derivado de ratdon: Anti-BRCA1 antibody [MS110], que
reacciona contra la fraccion amino-terminal del amino acido 304 de BRCA1, se
diagnostica mediante técnica inmunohistoquimica con un contaje semicuantitativo.
El patrén de tincidn puede ser nuclear o citoplasmatico en funciéon de donde actue el
complejo BRCA para reparar dafios en la cadena de ADN. Se conoce que la isoforma 3

de BRCA esta poco expresada en células tumorales en el carcinoma mamario y ovarico.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresion.
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e CatepsinaD

Para la identificacién en tejido mamario de la proteina lisosomal glicosilada,
con funcion proteasa se ha utilizado el Kit comercial de Abcam ®, que incluye un
anticuerpo  policlonal purificado de conejo (IgG). Mediante técnicas
inmunohistoquimicas se detectan estas proteinas con un patrén de tincién
citoplasmatica (lisosomal) y extracelular.

El anticuerpo es comercializado diluido a 42C, en solucién de preservacion con acida
sodica al 0.1% En células neoplasicas y degenerativas traduce muerte celular al estar

implicada en fendmenos de apoptosis en ausencia de reparacion celular.

Se considera valor positivo en el caso que la sobreexpresion supere el 5% de las células
en campo de gran aumento, y negativo cuando no se alcanza este porcentaje de

sobreexpresién.

4.3.4 AGRUPACION DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Se seleccionaron cinco grupos de variables, en estos se ha considerado valor
positivo en este grupo de variables la sobreexpresién de los tres marcadores en su
conjunto, mientras que la presencia de algin marcador negativo se sefiala como valor

nulo.

e Moléculas relacionadas con la respuesta hormonal: En esta variable se
agrupan los marcadores inmunohistoquimicos: Receptor estrogénico, Receptor
de progesterona y Ps-2, todos ellos relacionados con la hormonosensibilidad de

la célula tumoral.

e Moléculas relacionadas con el proceso de proliferacion celular: en las que se

incluyen dos variables, el marcador de proliferacién tumoral por excelencia
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Ki67 y otra molécula con menos protagonismo, también intimamente

relacionada con la proliferacién tumoral PCNA>>*,

e Variables inmunohistoquimicas relacionadas con la apoptosis: Se trata de las
variables P-53 y Bcl-2, sobreexpresadas a nivel celular favorecen el proceso de
muerte celular programada en células que acumulan dafios en el material
genético. De modo que déficits de las mismas aboca a la célula a una

proliferacién descontrolada en ausencia de otros mecanismos de freno.

e Variables inmunohistoquimicas implicadas con la expresién de oncogenes: P-

Rb, P53y P21°9%,

e Variables inmunohistoquimicas implicadas con la sobreexpresion de genes

supresores: entre las que se seleccionan P-Rb y PTEN 6061

e Variables relacionadas con la expresion de moléculas de adhesion celular:
como son la Catepsina D y e-Cadherina, cuyo déficit de expresion favorece el
proceso de infiltraciéon tumoral en el caso de CLI, tras la pérdida de cohesividad

celular en la que éstas moléculas estan implicadas.

Los grupos de variables inmunohistoquimicas descritos se resumen en la tabla 4.

4.METODOLOGIA ESTADISTICA DEL ESTUDIO
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Se realiza un estudio descriptivo en el que las variables numéricas se
resumieron como media, desviacion tipica y rango, las variables cualitativas con
frecuencias y porcentajes.

Esto se elabora tanto para la poblacion general como por grupo de estudio.(Variedad
del tumor)

Para los contrastes de hipodtesis, tras estudiar la normalidad en la distribucion de las
variables continuas mediante el test de Kolmogorov-Smirnoff se utiliza la T-Student y
ANOVA en caso de normalidad y test no paramétricos en caso contrario (U-Mann-
Whitney, Kruskall-Wallis).

Para las variables cualitativas se aplica el test de la Chi-Cuadrado con la correccion de
Yates en caso de ser necesario y un estudio de residuos tipificados para analizar la

direccion de las asociaciones.

Todos los resultados se considerardn significativos para un nivel alfa<0.05.

El estudio fue realizado con el programa SPSS v.19.0 .

En el estudio de agrupacién de variables inmunohistoquimicas se consideré positiva la
sobreexpresion de todos los marcadores en cada uno de los grupos
inmunohistoquimicos, en sentido opuesto se considerd no positiva en los casos en los

gue presentasen algin biomarcador no sobreexpresado.

Se realizé un analisis comparativo entre las variantes histolégicas de CLI: clasica,
pleomorfica e intermedia para estos grupos de variables consideradas mediante

analisis de tablas de contingencia y test de la Chi- Cuadrado (con p<0.05).
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RESULTADOS

5.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION

Se registraron para el estudio un total de 73 pacientes durante el periodo
comprendido entre mayo de 2007 y noviembre de 2014.
Se excluyeron del estudio tres mujeres, con diagnostico inicial de CLI, tras identificar en
el estudio anatomopatolédgico definitivo que el tipo histolégico correspondia a

carcinoma ductal.

Se incluyeron 6 pacientes en las que, tras la valoracidn, se desestimé cirugia por
distintos motivos, que presentaban biopsias previas de carcinoma lobulillar vy
continuaron seguimiento en la unidad. Entre éstas una paciente de 88 afios, cuyo
tratamiento quirdrgico se desestimdé por decisién familiar y recibié exclusivamente
tratamiento con bloqueo hormonal. La cirugia se desestimd por indicaciones médicas
en otras dos pacientes con edad de 86 afios. El resto correspondidé a pacientes en
estadio avanzado (estadios lllb ,1V), metastdsico y en 2 de ellas bilateral. A todas ellas a
las que se les administré tratamiento paliativo con quimioterapia y hormonoterapia u
hormonoterapia en exclusiva, en pacientes hormonosensibles y con comorbilidad

asociada a la edad.

5.2 ANALISIS DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS
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5.2.1 ESTUDIO DESCRIPTIVO DE VARIABLES CLINICOEPIDEMIOLOGICAS

La edad registrada de las pacientes del estudio oscila entre 36 y 86 afos, con
una media de edad de 57 afios, y una desviacion tipica de 13.7. La mediana de la edad
se establece en 52 afios. La distribucidn por edades de la poblacién estudiada se

representa en la siguiente grafico (figura3).

carcinoma lobulillar 2007-2014
i
25
Vv
20
15
10 - B num pacientes
5 5
O -I T T T T U
<35 36-45 46-55 56-65 66-75 >75
anos aflos afios afios afios afos

Figura 3.Distrubucion de la poblacién por edad al diagnéstico

Los resultados del estudio respecto a las variables clinicoepidemiolégicas se

recogen en la siguiente tabla. (tabla 5)
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VARIABLES
CLINICO- n %
EPIDEMIOLOGICAS

MENOPAUSIA

NO 26 40.6

S| 19 29.2

AP

NO 57 82.6

NODULO 49 71

RETRACCION-

MASA 16 23.2

<10mm 4 6.2
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20-50mm 29 44.6

LATERALIDAD

IZQDA 34 54.0

CUADRANTES

INF-INT 11 45.9

TECNICA
QUIRURGICA

CC-BSGC 20 30.8

MRMR-BSGC 10 15.4
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MRMRbilat-

LAbilat 2 3.1
REINTERVENCION
QUIRURGICA
Sl 11 16.9
NO 49 75.4

Tabla 5 .Variables clinicoepidemiologicas

Los antecedentes que se recopilaron fueron tanto médicos como quirurgicos,
aunque dada la diversidad de los mismos, el estudio se enfocd: la existencia de
patologia mamaria previa: benigna o maligna y cirugia mamaria o ginecoldgica previa.
Se documentaron 7 pacientes (10%) con antecedentes quirdrgicos ginecoldgicos
previos; 4 pacientes con patologia mamaria benigna (5,7%) intervenida, 2 mujeres
intervenidas de fibroadenoma mamario, 1 paciente intervenida de ectopia mamaria y
otra con mamoplastia de reduccidn. Entre la patologia maligna registrada (4,2%) se
registré6 una paciente con carcinoma lobulillar de mama previo, otra paciente con
carcinoma ductal de mama previo y finalmente una mujer intervenida de cdncer
ovarico. El resto de pacientes no registraban antecedentes de esta indole. En resumen
podemos decir que los antecedentes familiares  de cadncer asociado a estimulo
estrogénico se presentaron en 29.2% de la poblacion. El 70.8% de las mujeres no

presentaban o no podian precisar esta condicion familiar.

En lo referente al estatus hormonal al diagnéstico se registré una tasa de
pacientes menopausicas afectas de CLI de mama del 59.4%, mientras que el resto

40.6% se trato de pacientes en edad fértil.

El tipo de lesién mas que mas frecuentemente se presentd como sintoma de
inicio fue el nédulo palpable que aparece en 71.4% de los casos, que correspondieron
a 50 pacientes. Solo en 4 casos, 5.7%, la enfermedad se presentd de forma silente,

como hallazgo casual mamografico.

80



El tamafio tumoral oscilé entre 20 y 50 mm con una tasa global de 44.6%, con

una distribucién casi simétrica en los subtipos de CLI.

En las formas clasicas y pleomoérficas no existe prevalencia de presentacion en
ninguna localizacién, mostrando unas tasas similares, aunque ambos discretamente
superiores para el lado izquierdo (55,6% frente a 46,2%). Las diferencias de
presentacion entre el lado derecho e izquierdo son algo mayores en el tipo intermedio,

a favor del lado izquierdo, con una tasa del 60%.

Sin embargo, existe un evidente predominio de la localizacion en cuadrantes
supero-externos con 46 casos (65,7%), mientras que los cuadrantes infero-internos
solo se detectd en un 15.9% (11 pacientes). La situacidon retroareolar-difusa fue

discretamente superior a la anterior con 13 casos (18.8%).

En lo que se refiere a la técnica quirdrgica, intimamente asociada al tamafio
tumoral y a la afectacidon ganglionar, se detectan idénticas tasas de las técnicas mas
conservadoras (CC-BSGC) y las mads radicales (MRM-LA). La cirugia conservadora en
pleomorficos se redujo al 15.4%, no se registra en estos casos necesidad de
linfadenectomia inicialmente, aunque la anatomia patoldgica definitiva informé en 1
caso de la presencia de afectacién ganglionar a posteriori y fue necesaria una
linfadenectomia en un segundo tiempo. El otro caso precisé también de una segunda
reseccion debido a que en el diagndstico anatomopatolégico definitivo del espécimen
quirdrgico se detectd un extenso componente intraductal, que hacia muy posible la

presencia de focos residuales.

La necesidad de una reintervencidon quirdrgica se registré6 en 16 casos; 11
pacientes precisaron linfadenectomia tras corroborar afectacién metastasica de GC. En
5 pacientes se preciso reintervencion mamaria. La mayoria de casos correpondieron a

la variedad clasica

5.2.2 ESTUDIO DESCRIPTIVO DE VARIABLES HISTOPATOLOGICAS
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Los resultados obtenidos de las variables histopatoldgicas se muestran en la

siguiente tabla.

VARIABLES n %
HISTOPATOLOGICAS

TIPO HISTOLOGICO

Clasico 50 71.42
Pleomarfico 14 20
Intermedio 6 8.57
MFQ
| 18 28.1
NO 46 71.9
PLV
s 23 58.2
NO 32 41.8
cLIs
| 31 54.4
NO 26 45.6
HLA
S 8 15.1
NO 45 84.9
COMP DUCTAL
sI 13 23.6
NO 42 76.4
MC/MF
| 19 27.5
NO 50 72.5
TAMANO AP
<10mm 4 6.2
10-20mm 21 32.3
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20-50mm

>50mm
AFECTACION
GANGLIONAR
s
NO
NUM GANGLIOS
AFECTOS
0
1
2
>2
ESTADIO TMN
1
I
1]]
v

29
11

30
32

32

44.6
16.9

48.4
51.6

51.6

9.7
14.5
24.2

33.8
49.2
12.3
4.6

Tabla 6. Variables histopatoldgicas

El tamafio tumoral registrado tras la medicién histopatolégica fue de 20 a 50

mm, presentando una similar distribucion al que se describe en los datos hallados en

las variables clinicoepidemiolégicas , siendo similar tanto en los tipos de CLI, cldsico

como en los tipos pleomoérficos. La distribucién por tamafios se muestran en la

siguiente figura.

La afectacidn ganglionar alcanzd casi a la mitad de las pacientes del estudio. Los

datos de este parametro se muestran en el grafico (figura5).

Respecto a los hallazgos histopatoldgicos asociados a los tipos de CLI, destaca la

presencia de componente in situ concomitante en
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principalmente en la variedad clasica en la que alcanza el 54.4% (24 pacientes). El resto
de lesiones histoldgicas asociadas se presentaron con valores inferiores, le siguen la
presencia de permeacién linfovascular que se detectdé en 41.8%, la presencia de
mastopatia fibroquistica (28.1%), los hallazgos de HLA (15.1%) y el componente

intraductal asociado (23.6%).

El estadio tumoral segun la clasificacion TMN, que predomind fue el estadio Il,
principalmente a expensas de la variedad clasica , mientras que la variedad
pleomorfica mostré una prevalencia por un estadios mas avanzado (lll y IV). La

distribucién de la poblaciéon por estadio tumoral TMN se muestra en la figura (figura 7).

5.2.3 ESTUDIO DESCRIPTIVO DE VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Los resultados obtenidos de las variables inmunohistoquimicas incluidas en el

estudio se muestran en la tabla 6

VARIABLE IHQ N %
RE
Positivo 66 95.7
Negativo 3 4.3
RP
Positivo 54 78.3
Negativo 15 21.7
HERB2
Positivo 4 5.8
Negativo 65 94.2
Ki67
Positivo 44 64.7
Negativo 24 35.3
PTEN
Positivo 13 20.6
Negativo 50 79.4
P53
Positivo 17 25.4
Negativo 50 74.6
P63
Positivo 6 10.9
Negativo 49 89.1
Prb
Positivo 54 85.7
Negativo 9 14.3
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P21

Positivo 12 18.8

Negativo 52 81.3
BCRA

Positivo 43 67.2

Negativo 21 32.8
EGRF

Positivo 3 5.2

Negativo 55 94.8
PCNA

Positivo 54 96.4

Negativo 2 3.6

Positivo 38 60.3

negativo 25 39.7
Bcl-2

Positivo 44 93.6

Negativo 3 6.4

CATEPSINAD
Positivo 10 16.4
Negativo 51 83.6
E-CADHERINA
Positivo 11 17.7
Negativo 51 82.3

Tabla 6 . Variables inmunohistoquimicas

Los resultados de inmunohistoquimica permitiéd establecer la clasificacidon de
los subtipos intrinsecos. La distribucién segun los datos obtenidos se muestran en la

siguiente figura .(figura 4)

% subtipos intrinsecos

LUMINAL A (n :45) LUMINAL B (n24) TN (n:1)
[ )y ]
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Figura 4a.Distribucion de la poblacion por subtipos intrinsecos

% LUMINAL B

LUMINAL B (n:11) LUMINAL B like (n:13)

p<0.255

Figura 4b . Distribucion de la poblacidn segun subtipos luminales

Obtenidos los pardmetros inmunohistoquimicos hormonales, erb-b2 y el indice
de proliferacién Ki 67, se clasificaron a las pacientes atendiendo a los subtipos
intrinsecos establecidos por la comunidad cientifica y corroborados en el ultimo
consenso de St Gallen®. Practicamente la totalidad de las pacientes excepto una, se
presentaron como subtipos luminales. Predomind el subtipo luminal A con 45 casos,
mientras que 24 casos fueron luminales B. Sin embargo de éstos destaca que 13 de
éstos correspondieron al subtipo “B like”. La paciente no Luminal resulté un subtipo

triple negativo.

En cuanto a los datos obtenidos del estudio inmunohistoquimico se objetivé un

alto indice de sobreexpresion de receptores hormonales. El receptor estrogénico
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Unicamente no se detectd en 1 caso, y el receptor de progesterona, aunque con
valores mds bajos, generalmente fue negativo (con valores inferiores al 5%) en 15
pacientes. Una paciente que no expresoé receptores hormonales ni de estrégenos ni de

progesterona.

En cuanto a las tasas de HER 2 se obtuvo una sobrexpresion del 20%, del total
de la poblacidon que correspondieron a 14 casos; con mayor representatividad en la
variedad pleomorfica .En el caso de CLI clasico se reduce a discretamente a mas de la

mitad (14.3%)

Ki 67 tuvo una tasa de sobreexpresion del 64.7%, que correspondié a 44
mujeres del estudio, con una distribucion uniforme en los tres subtipos, aunque en
este marcador se suele presentar sobreexpresado en condiciones de replicacién

celular fisioldgica.

En relacidn al resto de variables inmunohistoquimicas estudiadas: PTEN, P53,
P63, EGRF, P 21, e cadherina y Catepsina D se evidenciaron tasas muy discretas de
sobreexpresién molecular, no superan el 25%. En el lado opuesto se encontraron muy
elevadas tasas de sobreexpresion Prb, PCNA y Bcl-2 que superaban el 85%. La proteina

Ps-2 y BCRA mostraron positividad aunque entre el 60 y 70% de las pacientes.

5.24 ESTUDIO DESCRIPTIVO DE AGRUPACION DE VARIABLES
INMUMOHISTOQUIMICAS

AGRUPACION DE
VARIABLES IHQ

V. ASOCIADAS A
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R HORMONAL

positivo 31 47.7
Negativo 34 52.3
V. ASOCIADAS A
APOPTOSIS
Positivo 11 17.5
Negativo 52 82.5
V.ASOCIADAS A
PROLIFERACION
CELULAR
Positivo 34 54.83
Negativo 27 43.54
V.
RELACIONADAS
ONCOGENES
Positivo 13 19.7
Negativo 53 80.3
V.RELACIONADAS
GENES
SUPRESORES
Positivo 12 18.2
Negativo 54 81.8
V.
RELACIONADAS
ADHESION CLR
Positivo 2 3.3
Negativo 58 96.7

Tabla 7 Agrupacion de variables IHQ de funcion celular.

En cuanto a los grupos de marcadores asociados a funcidon celular,

predominaron valores negativos en los datos del grupo de las variables asociadas a
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apoptosis, y las relacionadas con oncogenes y genes supresores . Algo superior y
concordante con el comportamiento bioldgico de los CLI, es la alta tasa de negatividad
para el grupo de proteinas de adhesion celular, que mostraron conjuntamente una
tasa de negatividad del 96.7%.Los grupos de sobrexpresiéon de proteinas vinculadas
con la respuesta hormonal y la proliferacién celular obtuvieron valores de

sobrexpresidn superiores (47.7% y 54.8% respectivamente).

5.3 ANALISIS COMPARATIVO DE LAS VARIABLES

5.3.1 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS VARIABLES CLINICOEPIDEMIOLOGICAS

El resultado del estudio respecta a las variables clinico-epidemiolégicas se

muestra en la siguiente tabla

VARIABLES _CLINICO- CLASICO PLEOMORFICO _ INTERMEDIO >
EPIDEMIOLOGICAS (n:50) (n:14) (n:6)
EDAD3505) 56.28 +/-13.08  63.77+/-14.99  45.33+/-3.89 P<0.019
MENOPAUSIA P<0.007
si 26 (56.5%) 11 (91.7%) 1 (16.7%)
NO 20 (43.5%) 1 (8.3%) 5 (83.3%)
AF P<0.008
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Sl 10 (21.7%) 4 (30.8%) 5 (83.3%)

AP P<0.347

NO 40 (81.6%) 13 (92.9%) 4 (66.7%)

NODULO 37 (75.5%) 8 (57.1%) 4 (66.7%)

RETRACCION 10 (20.4%) 5 (35.7%) 1 (16.7%)

<10mm 3 (6.5%) 0 (0%) 1(16.7%)

20-50mm 22 (47.8%) 6 (46.2%) 1 (16.7%)

LATERALIDAD P<0.092

| 25 (55.6%) 6 (46.2%) 3 (60.0%)

90



CUADRANTES P<0,250

INF-INT 8 (16.3%) 3 (21.4%) 0 (0%)

TECNICA QUIRURGICA P<0.056

CC+BSGC 17 (37.0%) 2 (15.4%) 1 (16.7%)

MRM+BSGC 7 (15.2%) 0 (0%) 3 (50.0%)

MRM-+LA bil 1(2.2%) 1 (7.7%) 0 (0%)

NO 35 (76.1%) 11 (84.6%) 3 (50.0%)

RESECC
MAMA

4 (8.7%) 1 (7.7%) 0 (0%)

Tabla 8.Variables clinicoepidemioldgicas
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Los antecedentes familiares se documentaron en funcién de que se tratase de
familiares de primer grado o de segundo grado, aunque en el estudio se consideraron
de forma global. Se registran un total de 20 pacientes ( 28,6%) de pacientes con
antecedentes familiares, de las cuales en 10 de ellas (14,3%)se trataba de familiares de
primer grado y en otras 10 pacientes (14,3%) los familiares pertenecian a un segundo o

tercer grado familiar.

En el andlisis estadistico demostré una relacidén estadisticamente significativa
en comparacion de los tres grupos (cldsico, pleomorfico e intermedio). Mostrando una
asociacion familiar en las pacientes diagnosticadas de CLI tipo intermedio (presente en
el 83.3% de las mismas, que correspondieron a 6 pacientes). Por el contrario, en las
mujeres que presentaron la variedad cldsica, presentan tendencia a ser
independientes respecto de esta variable, encontrando un 78,3% de las pacientes sin
antecedentes previos. Los resultados obtenidos de esta variable alcanzaron

significacion estadistica (p<0.008).

La valoracién del estado hormonal femenino en el momento del diagndstico en
la poblacién a estudio objetivd, 30 pacientes en edad fértil (42,8%), entre estas 3
pacientes ya presentaban un estado perimenopausico. Las 40 restantes paciente ya
presentaban menopausia constatada con mds de 1 afio de ciclo amenorreico. En el
estudio se encontré que el 91,7% de las pacientes que clasificadas con la variante
pleomorfica ya presentaban un estado hormonal menopausico. Se detecta asi mismo
una fuerte tendencia a la asociacidn con el estatus premenopadusico. El estudio alcanzé
valores de significacion estadistica( p<0.007).
En el caso de la variedad cldsica se encontré mas independencia del estado hormonal y
sin una tendencia de las pacientes a presentar uno u otro estado. En éstas predomind

el estado menopadusico en el el 56.5% de las pacientes.

La presentacion clinica mas frecuentemente registrada como sintoma de
diagnéstico fue ndédulo o masa palpable con 49 casos (71.9%). Otras formas de
presentacion fueron induracion y retraccidén localizada de la mama o del complejo
areola-pezdn, o diagndstico casual o mamografico. La segunda manifestacion clinica en

frecuencia con 16 casos (23.2%) fue la retraccién mamaria. La asociacion mas evidente
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se encontrd entre la variante clasica de CLI y la presentacién en forma de nddulo
palpable, sin embargo no se obtuvo significacion estadistica suficiente y ninguna de
estas formas de presentacion se ha asociado claramente a algun tipo de carcinoma

lobulillar.

En lo que concierne al tamafio de la lesién, el carcinoma lobulillar clasico
mostré variedad cldsica se ha detectado una tendencia a manifestarse con lesiones de
tamafio inferior a 50mm, los datos muestran una tasa baja de tumores mayores de
50mm (8.7%), predominando tumores con tamanos que oscilan entre 10mm y 50mm.
Por el contrario, en los pacientes que mostraron la variante intermedia parece existir
una tendencia a presentar lesiones mayores de 50mm al diagndstico, registrando una
tasa del 50%, con tasas equitativamente similares en el resto de tamafos para CLI

intermedio.

En el caso de las pacientes de nuestro estudio con lesiones pleomérficas, cabe sefalar
que no se registrd ninguna lesion de tamafio inferior a 10mm (0%), pero esta
tendencia, aunque patente, no es significativa (p<0.07). La mayoria de los casos

pleomorficos, presentaron un tamafio tumoral entre 20mm y 50 mm(46.2%). (figura7 )
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Figura5 .Distribucion de la poblacidn por tamafios de lesion

La variable clinica de lateralidad, mostré una discreta tendencia a presentar
formas bilaterales al diagndstico en la variante pleomorfica (el 15.4%, que
correspondieron a pacientes con tamanos tumorales que excedian de los 4 cm al
diagnodstico).Respecto los tipos  clasico e intermedio de CLI no parece tender a
manifestar presentaciones clinicas bilaterales al diagndstico, tampoco se  observa
preferencia por el lado derecho o izquierdo, en ningln caso. El andlisis en esta variable

no alcanzé una significacién estadistica de, con valor de p<0.09.

En lo que respecta a la localizacién por cuadrantes la distribucidon dada la gran
variabilidad de este dato se agrupd para tres localizaciones fundamentales:
cuadrantes supero-externos (incluyendo: LICS, CSE-cola mama, UCE, CIE) , cuadrantes
infero-internos (LICI,CIILUCI y CSI) y la localizacién retroareolar o difusa. Entre los
resultados destaca una tendencia a presentarse en localizacién retroareolar o difusa
en las formas intermedias (50% de los casos), respecto a las formas cldsica y
pleomdfica. En las formas clasicas se descubre una discreta tendencia a la presentacién

en cuadrantes supero-externos. El estudio no arroja datos sobre esta variable que nos
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permita inferir en las formas pleomorficas. A pesar de los datos los resultados de esta

variable no alcanzaron significacion estadistica.

En relacidon a las técnica quirdrgica, se ha identificado asociacién de cirugia
radical (MRM y LA) con la variedad pleomérfica en relacién a la clasica (53,8%), y una
tendencia mayor a la cirugia conservadora tanto a nivel mamario como axilar en la
variante clasica. Destaca una tasa de pleomodrficos inoperables del 23.1%. Esta

asociacion alcanzo significacidn estadistica; p<0.05.

Las reintervenciones por afectacion metastasica ganglionar muestran una
tendencia mayor hacia los casos de tipo intermedio. En el caso de reintervenciones
mamarias, ya sea por de reexcision de mama o completar una cirugia mas radical fue
discretamente mas frecuente en mujeres que presentaron la variedad clasica, aunque

los resultados no fueron estadisticamente significativos.

5.3.2 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Los datos obtenidos de las variables histopatoldgicas se presentan en la

siguiente tabla 9 y en las figura 7 .

VARIABLES CLASICO PLEOMORFICO INTERMEDIO
P
HISTOPATOLOGICAS (n:50) (n:14) (n:6)

e 0>0.037

si 15 (32.6%) 0 (0%) 3 (50%)

NO 31 (67.4%) 12 (100%) 3 (50%)
PLV P<0.257

sl 14 (36.8%) 7 (63.6%) 2 (33.3%)

NO 24 (63.2%) 4 (36.4%) 4 (66.7%)
cLIS P<0.488

si 24 (58.5%) 5 (50%) 2 (33.3%)
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NO 17 (41.5%)

HLA
s 7 (18.9%)
NO 30 (81.1%)

COMP DUCTAL
] 7 (17.9%)
NO 32 (82.1%)

TAMARNO AP
<10mm 3 (6.5%)
10-20mm 17 (37.0%)
20-50mm 22 (47.8%)
>50mm 4 (8.7%)
MF/MC
0,
. 13 (26.5%)
NO 36 (73.5%)
AFECTACION

GANGLIONAR
s 20 (43.5%)
NO 26 (56.5%)

NUM GANGLIOS

AFECTOS

0 26 (57.8%)
1 4 (8.9%)
2 5 (11.1%)
>2 10 (22.2%)

5 (50%)

0 (0%)

10 (100%)

5 (50%)

5 (50%)

0 (0%)
3 (23.1%)
6 (46.2%)
4 (30.8%)

4 (28.6%)

10 (71.4%)

8 (80.0%)
2 (3.2%)

2 (18.2%)

2 (18.2%)
3 (27.3%)
4 (36.4%)

4 (66.7%)

1 (16.7%)

5 (83.3%)

1 (16.7%)

5 (83.3%)

1 (16.7%)
1 (16.7%)
1 (16.7%)
3 (50%)

2 (33.3%)

4 (66.7%)

2 (33.3%)
4 (66.7%)

4 (66.7%)

0 (0%)
1 (16.7%)
1 (16.7%)

P<0.331

P<0.095

P<0.076

P<0.935

P<0.082

P<0.330

Tabla 9 .Distribucidn variables por subtipo CLI

La distribucién por estadios de los tres subtipos de CLI se muestra en la

siguiente figura (figura 6).
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ESTADIO |

CLASICO (n.18)
|

PLEOMORFICO
m(n:2)

INTERMEDIO
m (n:2)

% PACIENTES

ESTADIO Il

CLASICO (n:24)
|

PLEOMORFICA
m (n:5)

INTERMEDIO
|

% PACIENTES

ESTADIO Il

12,50% B CLASICO (n:4)
‘ ® PLEOMORFICO
(n: 3)
HINTERMEDIO
37,50% (n:1)

9% PACIENTES

ESTADIO IV

B CLASICO (n:0)

m PLEOMORFICO
(n:3)

B INTERMEDIO
(n:0)

% PACIENTES

Figura 6. Distribucion por estadios —subtipos CLI

Tras el estudio histopatolégico de los especimenes quirdrgicos que permitié
clasificarlas en los subtipos clasico, pleomdrfico e intermedio. El andlisis objetivd
notoriamente la ausencia de mastopatia asociada a las formas pleomarficas de CLI, no
presentandose en el 100% de los casos . La presencia de la misma se relaciona con la
variedad clasica e intermedia de carcinoma lobulillar, con una tasa de presentacion en
este ultima del 50%. En general, dada la baja frecuencia de aparicién, observamos que
la presencia de MFQ en CLI no es un hallazgo habitual. Las determinaciones de esta

variable mostraron significacion estadistica (p<0.03)

El estudio de la presencia de infiltracién linfovascular del estroma, la presencia
de componente in situ, la existencia de HLA y la identificacién de componente

intraductal con ninguno de los subtipos de carcinoma lobulillar no mostré significaciéon
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estadistica. Se observa una tendencia (en el 50% de los casos) a presentar mayor grado
de infiltracién linfovascular en tumores de estirpe pleomérfica, y elevada tasa de
componente intraductal. Sin embargo, en el estudio de la presencia de componente in
situ no observamos una propension clara a manifestarse alguna variante de CLI, sdlo
observamos que tiene baja frecuencia de presentacion en los de tipo intermedio. La
presencia de HLA, aunque poco frecuente, se manifiesta principalmente en la variedad
clasica, mientras que en el estudio no tiende a manifestarse en la variedad

pleomorfica. En estas variables no se alcanza significacion estadistica.

En cuanto al tamafio tumoral ajustado a la medicidn histopatoldgica no
encontramos diferencias destacables en relacion a los resultados obtenidos a la
medicion clinica con resultados de nuevo, muy préximos a la significacién

estadistica(figura 7).

>50mm
20-
50mm

20mm

clasico

pleomorfico
intermedio

B 10mm ®10-20mm ®20-50mm ® >50mm

Figura 7 . Distribucion de la poblacién por tamafio AP —subtipo CLI.

La valoracién de la afectacion ganglionar detecta una tasa del 48.4% de ganglios
afectos, con claro predominio en los tumores pleomoérficos. En este subtipo, la

afectacion ganglionar alcanza tasas del 80%, con 8 casos. La ausencia de afectacion
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ganglionar predominé en los subtipos cldsico e intermedio. En concordancia con los
datos previos sélo se detecta una ausencia de invasién ganglionar en 18.2% de las

pacientes con variedad pleomorfica. Los datos registrados se encuentran préximos a la

significacion estadistica (figura 8).

80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00% NO
0,00%

S
ENO

CLASICO (n:46) )
PLEOMORFICO

(n:10) INTERMEDIO (n:6)

Figura 8. Afectacidn ganglionar- subtipos CLI.

Tras valorar el tamafo y la afectacién ganglionar, adecuamos a las pacientes y

los subtipos segln el estadio tumoral y de acuerdo a la Gltima clasificacion TMN®. Se

objetiva una clara asociacién entre los estadios Il y lll y la variedad pleomérfica y

estadios mas precoces | y Il en el caso de los subtipos clasico e intermedio con tasas

superiores al 90% y al 83% respectivamente. Asi mismo todas las pacientes que fueron

diagnosticadas en estadio IV presentaban la variedad pleomorfica (p<0,01
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5.3.3 ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Los resultados obtenidos en el estudio de los tres subtipos de CLI , se muestran en la
siguiente tabla 10.
VARIABLES CLASICO PLEOMORFICO INTERMEDIO
IHQ (n:50) (n:14) (n:6) P
RE p<0.762
Positivo 47 (95.9%) 13 (92.2%) 6 (100%)
Negativo 2 (4.1%) 1 (7.1%) 0 (0%)
RP P<0.190
Positivo 39 (79.6%) 9 (64.3%) 6 (100%)
Negativo 10 (20.4%) 5 (35.7%) 0 (0%)
HERB2 P<0.151
Positivo 7 (14.3%) 5 (35.7%) 2 (33.3%)
Negativo 42 (85.7%) 9 (64.3%) 4 (66.7%)
Ki67 P<0.963
Positivo 32 (65.3%) 8 (61.5%) 4 (66.7%)
Negativo 17 (34%) 5 (38.5%) 2 (33.3%)
PTEN P<0.640
Positivo 8 (18.2%) 3 (23.1%) 2 (40.0%)
Negativo 36 (81.8%) 11 (78.6%) 3 (60.0%)
P53 P<0.801
Positivo 12 (25.0%) 4 (30.8%) 1 (16.7%)
Negativo 36 (75%) 9 (69.2%) 5 (83.3%)
P63 P<0.519
Positivo 5 (13.2%) 1 (8.3%) 0 (0%)
Negativo 33 (86.8%) 11 (91.7%) 5 (100%)
Prb P<0.747
Positivo 37 (84.1%) 12 (22.2%) 5 (83.3%)
Negativo 7 (15.9%) 1 (7.7%) 1 (16.7%)
P21 P<0.266
Positivo 8 (17.8%) 4 (30.8%) 0 (0%)
Negativo 37 (82.2%) 9 (69.2%) 6 (100%)
BCRA P<0.269
Positivo 33 (73.3%) 7 (53.8%) 3 (50%)
Negativo 12 (26.7%) 6 (46.2%) 3 (50%)
EGRF P<0519
Positivo 3 (7.3%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativo 2 (5.0%) 0 (0%) 0 (0%)
PCNA P<0660
Positivo 38 (95.0%) 10 (100%) 6 (100%)
Negativo 2 (5.0%) 0 (0%) 0 (0%)
Ps-2 P<0.934
Positivo 26 (59.1%) 8 (61.5%) 4 (66.4%)
negativo 18 (40.9%) 5 (38.5%) 2 (33.3%)




Bcl-2 P<0.608

Positivo 35 (94.6%) 6 (85.7%) 3 (100%)
Negativo 2 (5.4%) 1 (14.3%) 0 (0%)
CATEPSINAD P<0.067
Positivo 10 (23.8%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativo 32 (76.2%) 13 (100%) 6 (100%)
1 P<0.990
CADHERINA
Positivo 8 (18.2%) 2 (16.7%) 1 (9.1%)
Negativo 36 (81.8%) 10 (83.3%) 5 (83.3%)
SUBTIPOS
2 P<0.255
INTRINSECOS
LUMANAL 41 (83.7%) 9 (64.3%) 5 (83.3%)
LUMINAL
. B 8 (16.3%) 4 (28.6%) 1 (16.7%)
HER 2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
™ 0 (0%) 1 (7.1%) 0 (0%)

Tablal0 . Resultados variables IHQ.

La presencia en las células epiteliales de carcinoma lobulillar de mama de
receptores estrogénicos aparece casi como una constante en el estudio llevado a cabo.
Se encontrd una frecuencia de expresion de RE en éstas células mayor del 95%. Si los
estudiamos por variantes de carcinoma lobulillar objetivamos que esta frecuencia es
discretamente menor en los pleomodrficos respecto a los carcinomas lobulilllares
clasicos y a la variante intermedia, disminuyendo al 92,9%. Sdlo se registré un caso que
no manifesté positividad de RE, que correspondidé a una paciente menopausica con un
tumor de 35mm de didmetro y afectacién ganglionar. Los resultados no arrojan datos

gue nos permitan inferir tendencia y no alcanzaron significacion estadistica.
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Foto 5. Imagen IHQ obtenida de RE

En el caso de la presencia de receptores de progesterona, ésta se detecté en
porcentajes menores que los RE. Como ocurre con el RE, se presentd con una
frecuencia de sobreexpresidon menor en los tumores pleomérficos que en los clasicos e
intermedios (64.3% versus 79.6% y 100%), no detectandose en mas de un tercio de los
casos (35.7%). Se objetiva cierta tendencia a la positividad tanto RE como RP en 100%
de los tumores clasificados como intermedios, y a una menor expresion en los

pleomorficos, aunque no mostré significacién estadistica.
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Foto 6. Imaien IHﬁ obtenida de RP

La sobreexpresién del receptor Erb b-2 no arrojé un resultado significativo en
el estudio pero mostré tendencia a no encontrarlo sobrexpresado en la variedad
clasica. Se objetivd una mayor representacién en las pacientes que presentaron la

variedad pleomorfica, observandose en el 35.7% de éstas. (p<0.151)
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El marcador de proliferacion celular Ki 67, representé tanto valores positivos
como negativos muy similares en los tres tipos de carcinoma lobulillar por lo que no

nos permite inferir asociaciones, a favor de su sobrexpresion en los tres subtipo de CLI
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Foto 8. Imagen IHQ obtenida de KI67
I —

Cuando se valora la sobreexpresion en la poblacién estudiada del marcador
PTEN, los resultados muestran valores duplicados para sobreexpresién del marcador
en la variante intermedia, respecto a los pleomérficos y clasico, aunque se detecta un
predominio de la  ausencia del marcador en los tres tipos. No se obtuvo una

significaciéon estadistica suficiente que apoye asociacion con estos datos.

104



Foto 9. Resultado IHQ de PTEN

En cuanto a la sobreexpresion del oncogen BRCA 1, se registra una suave
tendencia a la sobrexpresidon en el subtipo cldsico de CLI y presenta ausencia de
expresion en el 46.2% de los tumores pleomoérficos .En el tipo intermedio se

representa en un 50% positivos y negativos. No se obtuvo significacion estadistica.
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Fotos 10 y 11. Resultado IHQ de BRCA1

se sobreexpresa con valores elevados en los tres tipos de

La proteina Prb

carcinoma lobulillar con porcentajes que abarcan del 92.3%, 84.1% y 83.3% para los

carcinomas pleomérfico, clasico e intermedio, respectivamente. No se confirma

s

s

tadistica en este parametro.

7

asociacion es

Foto 12 . Resultado IHQ de Pr-b
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En lo que respecta a la presencia de las proteinas P53 y P63, cabe resefiar que
muestran tasas muy bajas de sobreexpresidon en todos los carcinomas lobulillares de la
serie, algo mayor en el caso de la P53: La proteina p53 ha mostrados su mayor tasa de
expresion, de 30.8% para los carcinomas pleomorficos, seguida de los clasicos con un
25% vy los de tipo intermedio en un 16.7%. Estos ultimos no muestran sobrexpresion
alguna para P63 siendo del 13.2% en los CLI clasicos y del 8.3% en los de tipo

pleomdrfico, sin alcanzar asociacidn estadisticamente valida ni datos de tendencias.
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Foto13 . Resultado IHQ de P53
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Foto 14 . Resultado IHQ de P63

Los resultados que se obtienen en el estudio de la expresiéon de P21,
cabe destacar dos situaciones: posible tendencia a la perdida de expresién en las
formas intermedias, en la que no se objetiva esta proteina en el 100% de los casos y
una sobreexpresién de esta proteina en el 30.8% del subtipo pleomdrfico, que duplica

las tasas respecto al clasico de CLI. Sin resultados estdisticamente significativos.

Foto15 . Resultado IHQ de P21
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En cambio PCNA alcanza una representatividad practicamente absoluta en las
tres variedades, del 100% excepto en los tumores de tipo clasico que desciende al

95%. Aunque no alcanzamos significacion estadistica suficiente.

Foto 16 . Resultado IHQ de PCNA

En el caso de factor de crecimiento EGRF hemos obtenido datos
absolutamente opuestos, totalmente ausente en los subtipos pleomorfico e
intermedio y con una representacion de sélo el 7.3% en el clasico, sin obtener

significacion estadistica.
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Foto 17. Resultado IHQ de EGFR

Bcl-2 estd muy representado en los tipos cldsico e intermedio con unas tasas
del 94% y 100% respectivamente y desciende al 85.7% en los subtipos pleomérficos,

sin asociacion estadistica comprobada para esta sobreexpresion proteica.

Foto 18 . Resultado IHQ de bcl-2
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En el caso de Ps-2 no se hallaron datos resefiables, con tasas muy similares de
sobreexpresion, discretamente mas elevadas en el tipo intermedio del 66.7 %,
respecto al lobulillar clasico y pleomdrfico con tasas del 59% y 61% respectivamente.
Datos que no mostraron ser significativos ni indicaron tendencias de asociacion con

subgrupos.

Foto 19 . Resultado IHQ de Ps-2

En el caso de la proteina estructural celular, catepsina D, mayoritariamente
ausente en los tumores lobulillares  se encontré sobreexpresién del 23.8% en la
variedad clasica con valores muy cercanos a la significacion estadistica y una tendencia
de asociacidn patente. Sin embargo la principal proteina de adhesién celular, e-
Cadherina no mostrd resultados estadisticamente significativos con expresion
presente de la proteina en el 16.7% de los casos pleomdrficos e intermedios y del 18.2

% en los tumores de indole clasica.
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Foto 20 . Resultado IHQ de e- cadherina
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Foto 21. Resultado IHQ de Catepsina-D
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5.3.4 ESTUDIO COMPARATIVO DE LA AGRUPACION DE VARIABLES

INMUNOHISTIQUIMICAS

Se agruparon variables siguiendo los criterios de funcion celular posiblemente

implicados en la cancerogénesis, se estudian de forma individual en cada variedad de

carcinoma lobulillar en la serie de casos registrada.

Los resultados obtenidos representan en la siguiente tabla. Tabla 11

AGRUPACION DE

CLASICO  PLEOMORFICO INTERMEDIO p
VARIABLES IHQ
V. ASOCIADAS A
P<0.0602
R HORMONAL
positivo 21 (46.7%) 6 (42.9%) 4 (66.7%)
Negativo 24 (53.3%) 8 (57.1%) 2 (52.3%)
V. ASOCIADAS A
P<0.712
APOPTOSIS
Positivo 9 (19.6%) 1 (9.1%) 1 (9.1%)
Negativo 37 (80.4%) 10 (90.9%) 5 (93.3%)
V.ASOCIADAS A
PROLIFERACION P<0.881
CELULAR
Positivo 25 (56.8%) 6 (54.5%) 4 (66.7%)
Negativo 19 (43.2%) 5 (45.5%) 2 (33.3%)
V.
RELACIONADAS P<0.933
ONCOGENES
Positivo 9 (19.7%) 3 (23.1%) 1 (16.7%)
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Negativo 38 (80.9%) 10 (76.9%)
V.RELACIONADAS

GENES
SUPRESORES
Positivo 7 (14.9%) 3 (21.4%)
Negativo 40 (85.1%) 11 (78.6%)
V.

RELACIONADAS

ADHESION CLR
Positivo 2 (4.8%) 0 (0%)
Negativo 40 (95.2%) 12 (100%)

5 (83.3%)

2 (40.0%)
3 (60.0%)

0 (0%)
6 (100%)

P<0.360

P<0.642

Tabla 11 .Distribucién de grupos de variables de funcidn celular — subtipos CLI

Se analizan variables de respuesta hormonal obteniendo positividad del grupo

del 66% en los subtipos intermedios sin una tendencia constatada mientras que en los

clasicos y pleomérficos no se ha demostrado asociacién por grupo de variables

En cuanto al grupo de biomarcadores implicados en el proceso de apoptosis

celular, se detecté la mayor sobreexpresion de ambos oncogenes en la variedad

pleomarfica con tasas del 19.6 % que descienden al 9.1% en los clasicos y al 16.7% en

los intermedios. Pero no se demuestra tendencia ni significacidon estadistica en el

grupo.

Las moléculas asociadas a proliferacion celular aparecen en frecuencia

absolutas mas sobreexpresadas en algo mads de la mitad de la poblacién a estudio, en

todos los subgrupos. Sin embargo no se obtuvo significacion estadistica ni los datos

marcaron tendencia en ningun subgrupo.

114



La asociacidon de genes supresores analizados en la serie, en el grupo de los
lobulillares intermedios, intuye una a discreta tendencia a mayor sobreexpresion, en
un 40% .Predominan la ausencia de éste grupo molecular , principalmente en la

variedad cldsica (85.1%). Sin suficiente significacion estadistica.

En el grupo de proteinas de adhesidon celular, sélo se obtiene un pequefio
porcentaje de positividad en el grupo clasico, con cifras del 4.8%, pero sin confirmar

significacidon estadistica.
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DISCUSION

6.1 EVALUACION DE LOS DATOS POBLACIONALES

El objetivo principal de la investigacion del cdncer de mama es alcanzar el
tratamiento adecuado que conduzca a la curacion de las mujeres afectas de esta

patologia.

Es indiscutible que se han conseguido grandes avances en este campo, y que en
la actualidad todos ellos van encaminados al tratamiento individualizado de cada
grupo de pacientes, con la finalidad la o lograr un aumento de la supervivencia con una
calidad de vida cada vez mejor, retrasando la recaida local y minimizando los efectos
secundarios de los tratamientos, ya sean médicos o quirurgicos y porqué no, alcanzar

la curacion.

Con esta finalidad los mayores avances en la ciencia y la medicina han tratado
de discernir, identificar y clasificar los distintos tipos de carcinoma mamario,
apoyandose en técnicas cada vez mas sofisticadas y a menudo complementarias que
nos permitan detectar las pacientes diana, identificar factores de riesgo, diagnosticar y
definir las neoplasias mamarias que afectan a cada mujer e inferir en el

comportamiento bioldgico de la mismas.

El carcinoma lobulillar de mama, a pesar de ser la segunda neoplasia mas
frecuente de la mama, continia hoy siendo un gran desconocido. La descripcidn
anatomopatoldgica inicial ha servido durante décadas para establecer una clasificacion
gue aun hoy tiene validez en la practica clinica, pero que ha experimentado pocos
avances. Esto se debe a que la mayoria de los estudios han estado focalizados al
estudio, diagndstico y tratamiento del carcinoma ductal de mama, que supone el 80-
85% de todos los cénceres y los resultados se han aplicado casi de forma global al

tratamiento de todos los tipos de cancer de mama.*®
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Registramos un total de 70 pacientes en el periodo comprendido entre 2007 y
2014, de pacientes con un diagnodstico histopatolégico confirmado de carcinoma
lobulillar de mama. En el registro, los datos clinico-epidemioldgicos y los estudios
histopatoldgicos que se inician con los datos que arrojaron las core-biopsias. A pesar
de que las biopsias con aguja gruesa en cancer de mama pueden infradiagnosticar
tumores infiltrantes, la presencia de microinfiltracién o infiltracién en las piezas de
biopsia presentan una alta tasa de correlacion con el estudio histopatoldgico

definitivo.!*®’

Las 70 pacientes diagnosticadas de carcinoma lobulillar representaron el 14.1 %
del total de los carcinomas diagnosticados en nuestra unidad de mama. En el
diagndstico el 100% de las biopsias con aguja gruesa que detectaron invasién o

microinvasién se confirmaron con el estudio histopatoldgico.

6.2 EVALUACION DE LAS VARIABLES

6.2.1 VARIABLES CLINICOEPIDEMIOLOGICAS

En cuanto a la edad de diagndstico, tanto si valoramos el valor de la media de
edad obtenida del grupo como si tenemos en cuenta el valor de la varianza de edad
podemos observar que la edad de diagndstico en nuestras pacientes ha sido menor a
la media de edad del diagnéstico que se presupone para la variedad lobulillar,
alcanzando una edad de diagndstico muy préxima al subtipo ductal. Si dividimos la
edad de diagndstico por variedades del carcinoma lobulillar observamos que dentro de
las pacientes diagnosticadas de variedad intermedia solo una de ellas supera los 50
anos de edad al diagndstico, siendo el 66,6% de estas menores de 45 afos. Mostrando
una tendencia de las 13 pacientes con tumores pleomadrficos a manifestarse a partir de
la menopausia y en edades extremas de la vida. La variedad clasica es mas frecuente
en la perimenopausia, con tendencia a reactivarse la incidencia en edades extremas,

mientras que los tumores de clasificacion intermedia, aunque en un escaso nimero se
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diagnosticaron en el rango de edad fértil. Sin embargo, estudios similares, como el
realizado sobre una poblacién noruega, publicado en noviembre de 2014 ¥ y llevado a
cabo entre 1956 y 1959 de CLI, con niumeros poblacionales mayores estiman la edad
media de diagndstico en 73,3 afios para los CLI, lo que coincidiria con el incremento de
frecuencia que hemos encontrado en nuestro estudio a edades afiosas de la vida. La
diferencia en las edades de incidencia entre este estudio, que recoge datos en dicho
periodo, y el nuestro puede deberse a que los avances tecnoldégicos, los programas de
screening y las caracteristicas de la poblaciéon hayan influido de forma importante en
una edad de diagndstico mas precozso. En el estudio de Naendra S. y cols., publicado
en abril de 2015’2, encontraron una edad media al diagndstico de 60 afios, tanto para
la variedad clasica como la pleomdfica, no encontrando grandes diferencias en cuanto
a la distribucién por edades, aunque presentan también pacientes en pacientes

ancianas.

ca lobulillar 2007-2014

25
20

B pleomorfico
H intermedio
' '7 o
0

10
<35 afios 36 45 anos 46 55 afios 56 65 anos 66 75 afios > )5 anos / edad

NN NN N

Figura 8 . Distribucién por edades en la poblacién a estudio

Respecto a la distribucion de la poblacién por edades extremas de la vida en lo
gue refiere a CLI, observamos que tanto en la variedad clasica como en los

pleomdficos, vuelve a existir cierta tendencia a reaparecer en edades mas avanzadas
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de la vida de la vida aunque la tendencia central en contra de lo que las publicaciones

cldsicamente describen se observa en la perimenopausia25’33’131.

clasico

pleomorfico

edad

Figura 9. CLI edades avanzadas

La hormonosensibilidad y los cdnceres de mama en general, es un dato bien
conocido que también se da en los CLI*, entre los antecedentes ginecoldgicos que
pueden reflejar dicha hormonosensibilidad se incluyen: ingesta de anticonceptivos
hormonales orales, cirugia mamaria y cirugia ovarica previa por patologia benigna o
maligna. La mayoria, se relacionaron con la variedad cldsica en nueve casos, y dos
casos se relacionaron respectivamente con las variedades intermedia y pleomorfica.
Llama la atencién en nuestro estudio, una frecuencia relativamente baja de solo un
15%, pero dada la muestra y la heterogeneidad de la misma, no nos es posible inferir
ninguna asociacién a un determinado subtipo de CLI. Sin embargo, parece que es la
forma clasica la que con mds fuerza se asocia a la presencia de antecedentes con

relacion hormonal.

El estado hormonal intrinseco de las pacientes fue comparado con las tres
variedades de CLI, encontrandose una asociacidn entre este y la distribucién por

edades al diagnéstico, lo nos induce a pensar que existe una relacién mas intensa de la
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forma clasica con los niveles hormonales/estrogénicos, a lo que se suma una relacién
mas intensa con antecedentes ginecolégicos hormonodependientes previos. Sin
embargo no encontramos esta relacion con la forma pleomérfica, que se presentan en

su mayoria una vez establecida la menopausia y en edades mas avanzadas de la vida.

Estos datos coinciden con los aportados en las series de carcinoma lobulillar*® donde
se postula: que la hormonosensibilidad en la variedad pleomdrfica no esta tan
relacionada como con la variedad cldsica, a pesar de que ambos se presentan en
intervalos de edad muy préximos. La variedad intermedia, con pocos casos para inferir
asociaciones se manifiesta con presentaciones mas atipicas del carcinoma lobulillar,
pero por la edad temprana de presentacidn en nuestro estudio, no muestra
independencia del estado hormonal, sin embargo muy pocos datos encontramos para

este pequefio subgrupo de pacientes con los que podamos contrastar estos resultados.

El tamano tumoral tanto si se trata del carcinoma ductal como del carcinoma
lobulillar u otros subtipos mas infrecuentes, continta siendo hoy un factor pronéstico

independiente para el carcinoma de mama, e intimamente ligado a la recurrencia

118
local

. La clasificacién TMN asi lo refleja convirtiéndolo en el primer parametro a
valorar, a pesar da la complejidad creciente que estd alcanzando dicha clasificacién.
Cuando consideramos este item en el estudio del carcinoma lobulillar hemos de tener
en cuenta que los carcinomas lobulillares suelen presentarse con nédulos de mayor
tamarfio de lo habitual y como se ha senalado a veces ocultos a la mamografia, por su
disposicion y crecimiento hacia el estroma. En el 14 consenso de st Gallen
(www.ecancer.org) se valora el tamafio tumoral conjuntamente con el subtipo
intrinseco y la afectacién ganglionar como los principales elementos predictivos de las
recurrencias locales y a distancia a los 5 0 10 afos, a la vez que se consideran puntos
importantes en la toma de decisiones para la continuaciéon o no del tratamiento con
hormonoterapia. Dado que la mayoria de los tumores que se recogieron en la serie
fueron luminales con en sus variantes clasicas y pleomérficas se ajustarian a este
consenso. En el caso de los pleomdérficos, bajo estos pardametros considerariamos un
patréon de respuesta mads desfavorable dado que presentan habitualmente un tamafio
mayor.

Si revisamos la serie de pacientes que nos ocupa observamos que, en mas del 75% de
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los casos se diagnosticaron como nddulos mayores de 20 mm, y en ningln caso se

detectd nddulos menores de 10 mm, en los 13 casos. Resultados distintos arrojé el

estudio de Naendra S et als’?, que registré en practicamente un 50%, tanto en las
formas clasicas como en las pleomoérficas, tumores por debajo y por encima de 20 mm
de didmetro. En nuestra serie, llama la atencién, que aproximadamente el 50% de los
tumores con clasificacion histopatolégica intermedia (3 casos) que se registraron
presentaran un tamafo mayor de 50 mm. Resulta llamativo también, que sdélo en 4
casos se diagnosticaran pacientes con tumores menores de 10 mm de didmetro. Este
pardmetro muestra cierta concordancia con un reciente estudio francés, multicéntrico
y retrospectivo publicado en octubre de 2015, en el que participaron 940 mujeres
afectas de carcinoma lobulillar en estadio T1 y T2, diagnosticadas entre los afios 1999 y
2008 en el que mas del 72% de las pacientes presentaron tumores con mds de 10 mm

de didmetro aunque no individualizaron en el subtipo lobulillar*®.

Como ocurre con otros tipos de carcinoma mamario, la localizacién mas
habitual de las lesiones fueron los cuadrantes sUpero-externos. No se han encontrado

estudios que orienten hacia otra localizacidn

Respecto al tipo de cirugia que se asocia a una variante u otra del carcinoma

lobulillar, los datos obtenidos parecen congruentes con la agresividad asociada

clasicamente a los subtipos de CLI de mama’*'* ,que parece relacionarse

paralelamente a técnicas quirdrgicas mas radicales. Esta asociacién, tal y como

. 48,121
apuntan estudios de otros autores*®

se justifica porque el riesgo de recidiva local es
mas elevado debido a diversos factores; Entre los que se incluyen el tamano vy grado
tumoral, la mala o respuesta incompleta a la quimioterapia neoadyuvante, el posible
infradiagndstico radiolégico por la densidad mamaria, multifocalidad y/o
multicentricidad. De aqui se puede deducir una mayor tasa de reintervenciones en la
variedad pleomorfica, que frecuentemente presentan tamafos tumorales mayores y
grado histolégico mas agresivo. En nuestra experiencia las tasas de cirugia

conservadora que se registraron fueron del 50% en los subtipos clasicos frente al

15,4% en el subtipo pleomérfico.
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Se ha constatado una elevada frecuencia de multicentricidad y la multifocalidad
de estos tumores (27.5%), a pesar de que los resultados no hayan conseguido
significacion estadistica suficiente. La bilateralidad se ha encontrado en 4 casos
(5,71%), en 3 de ellos del tipo lobulillar clasico (1 de estos metastasico), el restante
correspondié a un carcinoma pleomoérfico. La multifocalidad y multicentricidad que se
atribuye clasicamente al carcinoma lobulillar, también ha estado presente en nuestra
serie, 13 casos de subtipo clasico (18,57%) y 4 casos en los de subtipo pleoméfico, (que
corresponden al  5.71 % del total), en el caso de los CLI de tipo intermedio se

detectaron 2 carcinomas multifocales que supone un 2,85% del total de los casos.

Recientemente Kanumuri P y cols 8 valoran la asociacién de la multifocalidad y
la multicentricidad del cdncer de mama, concluyendo que los tumores multifocales se
asocian con mayor frecuencia a hormonosensibilidad y sobreexpresién de HER2, con
muy poca frecuencia de triple negativos. Ademads relacionan la multifocalidad con
tumores de gran tamafo, que afectan a mujeres en edades mds tempranas, y con
presencia de afectacidon ganglionar e infiltracién linfo-vascular (que en nuestro
estudio muestra un predominio por la variante pleomorfica). Segun este reciente
estudio la multifocalidad se asocia al tipo lobulillar de carcinoma mamario, mientras
qgue el carcinoma ductal se encuentra mas relacionado con la multicentricidad. En Ila
poblacién a estudio, a tenor de los casos detectados, podria apoyar esta hipdtesis dado
gue se ha detectado un mayor porcentaje de tumores multifocales (8 casos), respecto
a los multicéntricos. Si bien en los tumores pleomdérficos esta superioridad numérica
no se constatd, aunque probablemente secundario a un tamafo muestral reducido, los
datos no mostraron significacién estadistica, es de esperar que con un aumento del

tamafio muestral se confirmen estos datos.

La evaluacion de la técnica quirdrgica idonea para los pacientes con carcinoma
lobulillar infiltrante con frecuencia suele presentar un severo problema para decidir la
actitud terapéutica adecuada. Muchas veces motivada por la multifocalidad vy Ia
multicentricidad, que se ha tratado previamente, y por el grado de componente in situ
o intraductal que puede estar presente en el tumor. Ello condiciona que las tasas de
cirugia radical sean mas altas en los tipos lobulillares que en el carcinoma ductal de

mama. Incluso aun, ante la posibilidad de recibir tratamiento quimioterapico
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neoadyuvante dado que las repuestas tanto al tratamiento quimioterdpico como al
tratamiento hormonal del carcinoma lobulillar de mama son mas bajas con respuestas
mas parcheadaslz, no olvidando el porcentaje de componente in situ que puede
presentar concomitantemente. Yerushalmi R y cols, Ann Oncol. Apr 2012%, mediante
un estudio en el que compara cirugia conservadora y mastectomia en mujeres con
tumores multicéntricos y multifocales respecto a tumores unifocales, concluyen que la
técnica conservadora podria ser una opcidn aceptable en pacientes seleccionadas con
tamafos tumorales reducidos (menores de 1 cm), que no presenten un porcentaje de
componente in situ importante y en rango de edad comprendido entre 50 y 69 afios.
Sin embargo, en una publicacién Irlandesa®® el grupo encabezado por Sharma SD en
un estudio retrospectivo de en el que comparan dos grupos de pacientes
diagnosticadas mediante screening entre 50 a 65 afios con 5 afios de seguimiento, y
sometidas a cirugia conservadora concluye que, las tasas de éxito en cirugia
conservadora y MRM en pacientes que presentaron con CLI de mama no mostraron
diferencia significativas (en lo que respecta a la recidiva local, neoplasia contralateral y
supervivencia a los 5 afos) respecto a las pacientes diagnosticadas de CDI. Aunque la
tasa de pacientes que presentaron CLI en este estudio supuso sélo el 6.3% del total de

las pacientes incluidas.

El nimero de reintervenciones nos puede indicar de manera indirecta la
agresividad de estos tumores y sus problemas, sobre todo en cuanto a las decidir la
actitud terapedutica, con gran relevancia cuando tratamos especialmente con pacientes
que presentan carcinomas lobulillares, como se resefia en muchas publicaciones™.
El grado y el porcentaje de componente in situ que pueden presentar estas pacientes,
es un factor que muchos autores ha relacionado con el prondstico de la enfermedad y
con la tasa de reintervenciones, a pesar de protocolizar los estudios intraoperatorios
de los margenes quirurgicos. En este sentido una revision®® de 600 pacientes con
evaluacién preoperatoria por RMN versus a estudios por imagen clasico, concluye que
la RMN preoperatoria de estas pacientes influye positivamente en la posibilidad de
realizar cirugia conservadora (asociada o no a quimioterapia preoperatoria) sin
incrementar las tasas de reintervenciones por recurrencia local. Aunque se trata de un

estudio que no particulariza en el tipo lobulillar, si tiene en consideracion la tasa de
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multifocalidad y multicentricidad, por lo que aunque con mds estudios que consoliden
estos datos podriamos extrapolarlo al carcinoma lobulillar con unas tasas mayores
constatadas, de estos dos pardametros. Entre los 70 casos que hemos recogido en
nuestra serie se registraron 7 casos que precisaron reseccion mamaria, 6 de ellos se

trataba de la variedad clasica (8,57% del total y 13% de este subtipo) y en 1 caso de la

variedad pleomorfica ( que supone 1.4% del total y 8,57% de los pleomérficos)

. L Cirugia i6
Subtipo Edad Cirugia inicial . g » Causa AP Afectqc:on
reintervencion ganglionar
Facierite L 57Uﬁ05 CC Am,pIIULIUII FoOCosS aisraaos SI
¢ mdrgenes CLIS
Comp extenso in
Paciente 2 ) Situ+HLA+
C extension
pagetoide
Comp in situ+
extension
Paciente 3
c 57 anos cc MRM intraductal+ Si
comp mixto+
Paciente 4 . Ampliacién margen MF No
58 afos cc
MFQ + 2focos
¢ afecto Q-+ 2f
Paciente 5 Extension Si
c 80 afios cc MRM pagetiode y x ( e
tractos fibrosos pmetastasts
Componente in 5
Paciente 6 ~ situ e !
65 cC MRM i
P anos intraductal (umetastasis
. x2)
asociado
Paciente 7 . Si
c 45 afos cc MRM MF (umetastasis
x2)
Tabla 12
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6.2.1 VARIABLES HISTOPALOGICAS

De forma sincrénica con la uni o multifocalidad y la multicentricidad, se
objetivan con frecuencia lesiones asociadas a la lesion infiltrante, esta generan
dificultades en la interpretacion y el manejo clinico y contindan siendo en la
actualidad motivo de polémica. Una de las mds cominmente encontradas en el
estudio de los especimenes quirurgicos es el CLIS. Un reciente estudio publicado en

Inglaterra Chester R et al®®

, registran la actitud terapéutica de distintos centros ingleses
ante el hallazgo de CLIS asociado a carcinoma de mama, o tras biopsias diagndsticas.
Se encontrd una gran variabilidad en cuanto al manejo clinico y quirdrgico tras estos
hallazgos. Entre las opciones terapeuticas se encuentran: una actitud conservadora
con seguimiento de la paciente, algunos sin seguimiento, y los que optan por biopsias
excisionales ante la posibilidad de asociacién de estas lesiones a carcinoma lobulillar o
ductal infiltrante. En nuestro estudio, dado que se trataba de lesiones lobulillares
infiltrantes, el hallazgo de CLIS asociado y, en especial cuando se encontraron focos
aislados, condiciond una reexcision, a pesar de que no existen protocolos para el
seguimiento de estas lesiones, ya se tratase de la variante cldsica o pleomorfica de CLI.
Sin embargo, tras evaluarlas no encontramos asociacion entre estas lesiones y ningun

subtipo de CLI, ya que se dieron frecuencias muy similares en ambos grupos de

pacientes.

En cuanto a la HLA, siendo ésta poco frecuente de forma global (11.4%), no
encontramos datos que nos alejen de la idea de que su presencia, en uno u otro
subtipo de neoplasia lobulillar es puramente azaroso/casual. Publicaciones como la de
Douglas S y cols®, Diagnostic Pathology de 2011, presentaron tras el estudio de 5650
especimenes quirurgicos de todos los tipos histoldgicos, frecuencias del 2.8% de
concomitancia de HLA y CLI (17casos del total), mientras que la presencia de CLIS
asociado a CLI alcanzaba tasas del 33.3%. Sin embargo, no nos resuelve nada este

hallazgo, puesto que sigue planteando los mismos problemas de manejo que el CLIS,
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sobre todo si consideramos que gran parte de la comunidad cientifica la considera un

precursor del mismo.

En nuestro estudio, este hecho no se ve confirmado puesto que si fuera un
precursor de CLIS, iPor qué encontramos diferencias en nuestra serie , entre la
frecuencia de aparicion de ambas conjuntamente con el CLI (15.1% vs el 54.4%)? ¢Se
podria considerar CLIS un proceso de malignizaciéon avanzado? y entonces, éipor qué
podemos encontrar focos de HLA aislados, asociados a CLI, sin hallar componente in
situ? Apple SK y cols®, se hicieron preguntas similares hace unos afios. Mediante un
estudio de una poblacién de 38 mujeres con carcinoma lobulillar, con un seguimiento
entre 1 y 109 meses, valoraron la presencia de HLA en el margen de reseccion,
consiguieron concluir que constituia en las mujeres que lo presentaban una causa de
recaida local, asociandose fuertemente a CLI y a CLIS especialmente en el lobulillar
clasico. En nuestro estudio no hemos alcanzado tal evidencia en estas conclusiones,
probablemente un examen mads exhaustivo de las piezas, un seguimiento a largo plazo

y un tamafio muestral mayor nos aproximaria a estos resultados.

Otro hallazgo relevante de nuestro estudio y que llama la atencién, es la nula
frecuencia de mastopatia fibroquistica con la variante pleomérfica del carcinoma
lobulillar, mientras que si la encontramos en un 50% con las formas intermedias, y en
las formas clasicas encontramos lesiones mastopaticas aproximadamente en 1/3 de las
pacientes. Son muy escasos las publicaciones que tratan de comparar estos hallazgos
entre los subtipos clasicos y pleomorficos. En relacidn a lesiones mastopaticas Oiwa y

79,12 . . . . sae
2123 ancontraron una asociacién entre la presencia de lesiones mastopaticas de

cols.
tipo adenosis esclerosante y la presencia de carcinoma multicéntrico, especialmente
de tipo lobulillar, aunque predominaban neoplasias de bajo grado y poco invasivas. Sin

. . . 12 . .
embargo publicaciones como la de Yoshida A'**, asociaban estas lesiones a CDI

Es muy probable que sea necesario una ampliacién del estudio para poder
concluir la asociacién de permeacion linfovascular de las células tumorales con el
subtipo pleomoérfico de carcinoma lobulillar y la concomitancia de éste con focos de

carcinoma ductal, ya se trate de CDIS o CDI. Tanto en frecuencia como en su tendencia

a presentarse en tumores pleomoérficos coincidimos con el estudio de Naendra s”?, que
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registrd tasas de 5.9% en pleomarficos frente a 2.9% en variantes cldsicas de CLI. Hay
estudios que la relacionan con tumores bilaterales y/o multicéntricos® Se observa una
importante tendencia de estas caracteristicas histopatoldgicas a presentarse en esta
forma clinica, en detrimento de las formas clasica e intermedia, aunque asi lo

describen distintos estudios®.

Los datos obtenidos de afectacién ganglionar se considerarian en consonancia
con una mayor agresividad tumoral del CLI pleomdérfico, donde se detectan las tasas
mas altas. Actualmente las guias para el tratamiento del cdncer de mama asi lo
consideran, incluyendo éste como factor de riesgo. De nuevo encontramos resultados

en cuanto a la afectacién nodal, que se correlacionan con los hallados en el estudio de

Naendra $’°, donde se demuestra una asociacidn entre la afectacién ganglionar vy el
subtipo pleomérfico. Si bien en el estudio y en publicaciones anteriores se realiza
linfadenectomia de manera estandarizada ante la sospecha o confirmacién de
cualquier grado de afectacion ganglionar, en la actualidad el debate permanece
abierto. Recientes estudios indican tasas similares de recurrencia local en pacientes, en

estadios precoces de la enfermedad (T1 y T2) con afectacidon de 1 o 2 ganglios que han

23.24

recibido radioterapia axilar en lugar de linfadenectomia quirdrgica®". Un resumen de

las indicaciones actuales de la linfadenectomia axilar nos ofrece la publicacion de Rao

Ry cols.'?®

, en este se concretan varias situaciones clinicas: metastasis axilares
confirmadas por biopsia, MRM con BSGC positiva y CC con mas de tres GC positivos.
Estos datos también se resumen en el Ultimo consenso de St Gallen, donde tras
evaluar los resultados de los estudios IBCSG23-01 y ACOSOG Z0011 se aceptd la
sustitucién de la linfadenectomia quirdrgica por radioterapia axilar en pacientes
sometidas a CC y ausencia clinica de afectacion axilar y 1 o 2 ganglios centinela afectos

por micrometdstasis. Siguiendo estas premisas en el estudio se podrian haber evitado

. , 1
linfadenectomias en 14casos™®.
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6.2.3 VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

La presencia de receptores estrogénicos en los carcinomas lobulillares es un
hecho bien conocido y constatado en multiples estudios. El receptor estrogénico

practicamente se convierte en el denominador comun de estas neoplasias. En una

revision publicada en enero en Breast Cancer Res., Amy E McCart Reed y cols. %,
detectan la presencia del receptor estrogénico por encima del 95% de los casos
estudiado, mientras que la expresidon del receptor para progesterona disminuye
encontrandolo en un 60-70% de los casos. En el anadlisis de nuestra serie de casos
constatamos datos muy similares con una tasa de positividad para RE del 95% en la
variedad clasica del carcinoma lobulillar, mientras que se mostré discretamente
inferior para la variedad pleomorfica(92,9%), siendo del 100% positivos en los casos
intermedios. Tal y como revelan los estudios de Rathka EA y cols. y Arpino G y cols**'%,
la presencia de receptores para progesterona disminuyd a unas tasas muy similares a
las descritas por éstos, situandose en una expresion del 64.3% para los pleomoficos y
del 79,6 % para la variedad clasica, los tumores de tipo intermedio de nuevo
mostraron curiosamente una positividad del 100% para progesterona, aunque no se

logré alcanzar una significacién estadistica suficiente, se observa la tendencia a

mostrar una menor positividad de expresiéon hormonal en los pleomérficos.

En cuanto C-erb-b2, se constaté una menor representatividad en el subtipo
lobulillar clasico con una tasa del 14.3%, siendo duplicada por el subtipo pleomoérfico
gue muestra una tendencia a sobreexpresarse, con tasas del 34% en la poblacién a
estudio. No es posible extraer conclusiones de los casos intermedios. Para Butler D y
Rosa M™? la positividad de esta proteina en las células tumorales de la mama es
indicativo de una mayor agresividad tumoral comparable con el carcinoma ductal de
alto grado, con lo que dados los resultados y mejorando la potencia estadistica del
estudio se le podria atribuir a la variante pleomdfica . Divani Sn y cols. >, en un
estudio en enero de 2015, basado en los resultados histopatoldgicos de 46 pacientes
con PAAF de CLI, consideran la ausencia de sobrexpresion de C-erb-b2 como un
pardmetro para la identificacidon de los tumores lobulillares de mama de otras estirpes,

conjuntamente con los RH y la ausencia de E-cadherina, pero curiosamente, son las
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caracteristicas morfoldgicas y arquitecturales de las células las que se postulan como
criterios diagndsticos y no los inmunohistiquimicos, a pesar de que las muestras se

extraen de punciones con aguja fina.

En cuanto al Ki-67, no encontramos en nuestro estudio datos significativos que
nos permitiesen asociar el marcador de proliferacién con los tipos de CLI,
detectandose una alta expresion de Ki 67, en torno al 65% en los tres subtipos. A tenor

279 "l valor

de las evaluaciones de este pardmetro que encontramos en la literatura
de Ki 67 en el carcinoma de mama parece alcanzar mayor valor predictivo que
diagndstico y prondstico, principalmente cuando se relaciona con los subtipos
intrinseco, asociando un riesgo alto de recurrencia local tumoral cuando éste se
manifiesta con una expresion elevada por encima del 20%. En un estudio reciente
encabezado por Narbe U y cols. % se relaciona bajos niveles de Ki 67, asociado a otros
como son los RE, y datos clinicos como tamano tumoral reducido y ausencia de
afectacién ganglionar con carcinomas lobulillares de buen prondstico a largo plazo, en
los que no seria necesario un tratamiento quimioterdpico en caso de registrar valores

reducidos de los pardmetros descritos. En caso contrario se identificaria un grupo de

. . . 1
mavyor riesgo, con necesidades de tratamiento adyuvante '%.

Al valorar la expresiéon de PTEN no se encontrd asociacién con ningln tipo de
carcinoma lobulillar, en otros estudios se hallé deleccion del mismo en 78 al 81 % de
tumores pleomorficos y clasicos respectivamente, siendo del 60% en los tumores
clasificados como intermedios. Asi en estos encontramos el gen caracteristicamente en
un 40% de los casos, casi el doble que en los anteriores. Aunque pocos son las

publicaciones que se datan sobre este parametro su positividad se ha asociado a la

capacidad invasiva y metastdsica de los carcinomas mamarios en general96. En otros

132 . . . , . .
32 (tracto genitourinario) la pérdida de este oncogen se ha asociado a tumores

tejidos
de peor prondstico, en mama parece estar mas relacionado a tumores triple negativos
(de peor prondstico también) y HER2 (en un 35.1% y 10.9%) y se ha considerado
independiente de la expresiéon de receptores hormonales, lo que coincidiria con
nuestros resultados. En un estudio publicado en afio 2000 en el que se evaluaron 80
tumores infiltrantes lobulillares de mama la mutacion de PTEN se detectd en un 2%

9% En relacion al carcinoma de mama, particularmente en el subtipo ductal, un
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descenso en los niveles moleculares de PTEN, se ha relacionado con resistencia a la
apoptosis y secundariamente al tratamiento con trastuzumab y por lo tanto como

factor de mal prondstico en tumores con sobrexpresion de HER 227,

Las bajas tasas de sobreexpresién de las proteinas P53 y P63, se corresponden

con los datos que existen en la comunidad cientifica®®>’

en la que se han relacionado a
ambas con sefiales de transcripcion intracelular, aunque pocos son los datos de estas

gue se registran en relacion al carcinoma lobulillar de mama.

La proteina P53, se ha intentado relacionar en varios estudios con tumores de
mama asociandola a tumores de peor prondstico y comportamiento mas agresivo, y en
el caso del carcinoma de mama a la variedad pleomorfica, al que se le atribuye
cldsicamente peor comportamiento biolégico. Pocos datos concretos encontramos de
ésta proteina, excepto se que ha comprobado mas sobreexpresada, conjuntamente
con HER2 en éstos ultimos™, datos apoyan los obtenidos en nuestra serie de
lobulillares, con tasas de sobrexpresidn muy similares. En un reciente estudio
publicado en agosto de 2015%, se evalua la relacion prondstica en tumores luminales
de tipo A (los subtipos intrinsecos mas frecuentes en los carcinomas lobulillares)
asociando P53 con Ki-67. Se llegd a la conclusion de que la sobreexpresién de ambos
parametros en carcinomas Luminales A, se asociaba a un comportamiento mas
agresivo de éstos, mientras que la perdida de expresidn de ambos parametros se
constituye como la mejor herramienta para predecir el bajo riesgo en carcinomas de
mama Luminales A. Con los datos obtenidos de nuestro estudio podemos observar que
tal y como se afirma previamente en las publicaciones la mayor sobreexpresiéon de P53
la encontramos en los tumores lobulillares pleomérficos con una tasa de expresion
relativamente alta (30.8%) respecto a la que se registra en las publicaciones, pero que
probablemente sea debido a que la positividad en esta proteina se ha considerado con
valores > del 5% , mientras que el estudio de Se Kyung Lee® se considerd con valores
por encima del 10% . En cuanto al subtipo intrinseco que mas se registra en las
pacientes con sobrexpresion de P53 es el luminal, aunque en nuestra serie no
distinguimos entre luminales A y B, si entre estos y los subtipos “B like”. De estos datos
sugerimos que con un periodo de seguimiento mas largo y un tamano muestral mayor,

podriamos valorarlos desde una perspectiva prondstica.
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La proteina P63, ha sido poco evaluada en relacion con los tumores de mama y
en especial, y ain con menor frecuencia en los carcinomas lobulillares. La pérdida de la
expresion de esta proteina, ubicada en las células mioepiteliales ductulo-lobulillares,
se ha relacionado con el proceso de malignizacién de lesiones precursoras de cédncer

de mama que se desarrolla tras la pérdida de funcién celular, y se relaciona con el

1* No encontramos estudios

grado de agresividad, favoreciendo la infiltracién tumora
gue relacionen la perdida de expresion de P63 con variedad lobulillar del cdncer de
mama, nuestro resultados arrojan una pérdida casi total de la expresién de la misma,
sobre todo en las variedades intermedias y pleomodficas, mostrando positividad sélo en
un porcentaje del 13% en los casicos, con lo que podria la pérdida de la expresion

asociarse a tumores mas agresivos.

El marcador de proliferaciéon celular PCNA parece estar muy sobrexpresado en
carcinoma de mama. En la bibliografia encontramos estudios que intenta vincular este
pardmetro con la actividad proliferativa asociarlo a Ki67 como indice proliferativo. Sin
embargo no se ha encontrado asociacién alguna entre el Ki 67 y la sobreexpresién de
PCNA. En nuestro estudio los valores obtenidos de PCNA alcanzan prdacticamente el
100% de expresidn con valores discretamente inferiores en la variante clasica. No se ha
valorado una relacidn con la actividad proliferativa ni con Ki 67 aunque se objetivan
valores muy dispares de uno y otro parametro, y en revisiones previas se postula como
un factor independiente y con poca capacidad predictiva. Segun la publicacién en Ila
revista Breast, en agosto 2008 , en 11 estudios de PCNA, con 2677 pacientes con
carcinoma de mama, la sobreexpresion de esta molécula se asocia a una menor

supervivencia en tumores en estadios precoce51°2'1°4’105.

Los datos encontrados para el andlisis de EGRF en nuestro estudio son similares

a los descritos en el British Journal of Cancer por G. Terry y cols.'®, aungue con

distintos valores, que evalian conjuntamente PCNA y EGRF (en una serie de 71 casos),
pero en lesiones mamarias benignas, premalignas y malignas. Ellos encuentran
resultados de sobreexpresion de EGRF bajos y de forma paralela a la potencial
agresividad tumoral de la lesién. Sin embargo, este estudio no valora los
biomarcadores y tampoco los particulariza en el carcinoma infiltrante. Los resultados

de nuestra serie, son similares para las tres variedades de carcinoma lobulillar, por lo
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tanto no se relacionan con alguno de los subtipos de CLI. Si parecer presuponerse que
como afirman numerosas revisiones clinicas, que la variante cldsica es la menos
agresiva (o mas diferenciada), nuestros datos apoyarian discretamente esta teoria
respecto a los resultados de EGRF, ya que se ha mostrado en la variante clasica una
sobreexpresion del 7.3%. Aunque en el trabajo de M.A Arrechea e Irigoyen M.A. en
2011 afirman gue EGRF constituye un buen marcador conjuntamente con otros para
la clasificacion molecular del carcinoma de mama en general, (no exclusivamente del
subtipo lobulillar), en nuestro estudio no hemos obtenido datos relevantes con este

marcador'®.

Obtuvimos en el andlisis estadistico unos valores de sobreexpresion de BCRA
bastante similares en la variedad pleomérfica e intermedia, destacando sobre todo
una sobrexpresion de BRCA en los categorizados como cldsicos, con un 73.3 % de
expresion, aspecto que resulta interesante dado que, en cancer de mama no familiar,
su expresion suele ser reducida. En la variante pleomorfica, aunque la sobreexpresion
detectada es menor que la variante cldsica, cabe resefiar que en todos los pacientes
gue sobreexpresaron BRCA, esta superd valores del 80%. A pesar de presuponer que
esta positividad se relaciona con la mutacidn genética, tras realizar la misma en las
pacientes no se corrobord su existencia, por lo que debe de haber alguna reaccién
cruzada entre el anticuerpo relacionado con la proteina y algin componente celular
gue haga que esté sobreexpresado en la mayoria de los casos de nuestro estudio. El
caso mas claro fue el de una paciente que desarrollé6 un tumor con 45 anos y
presentaba cirugia ginecoldgica previa, se sospecho pero no se confirmd los

antecedentes familiares y el subtipo intrinseco tampoco apoyaban esta sospecha.

Un reciente estudio de Thike AA y cols.’®

, muestra una débil expresién de
BRCA1 en los carcinomas mamarios no hereditarios y lo ha relacionado con la proteina
ID-4 (inhibidor proteina ligando a DNA) y la presencia de P53. En este registro los
autores, coincidiendo con otros estudios anteriores concluyen que una pérdida de la
expresion de BRCA1 y BRCA2 se relaciona principalmente con tumores triple negativo,
con peor prondstico e indices de recurrencia local mayores. Si consideramos que los

subtipos predominantes en los carcinomas lobulillares es el subtipo luminal, podemos

comprobar como nuestro registro, a pesar de que precisaria un estudio genético en
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aquellas pacientes mas jovenes y un mayor niumero de pacientes, apoyaria los datos
de publicaciones previas. Sin embargo no hemos encontrado datos que relacionen de
forma especifica la sobrexpresiéon de BCRA con carcinomas lobulillares, ni la pérdida de
la misma con con tumores mas agresivos (s6lo encontramos una paciente con triple

negativo que mostrd perdida de la expresién de BRCA).

El estudio para la proteina P-rb, mostré sobreexpresion con valores elevados,
destacando principalmente en el subtipo pleomérfico, en el que supera el 90%,
discretamente inferiores para el resto. Aunque los datos no sefialan significacion
estadistica, las cifras no impresionan que esta proteina tenga protagonismo especial
en el carcinoma lobulillar y/o con algin subtipo concreto. Los pocos estudios que
relacionan esta proteina con el diagndstico o caracterizacidon del carcinoma mamario,
las investigaciones se dirigen a relacionar la inactivacién de las vias de transcripcidén de
esta proteina, junto con la inactivacién de P53, con resistencia al tratamiento a la

quimioterapia®’

. Sin embargo no es un dato que se haya resefiado en nuestra serie
para la caracterizacién del carcinoma lobulillar. Como proteina mediadora en
regulacion del ciclo celular, mutaciones de la misma pueden originar su

sobreexpresidon en procesos tumorales.

Para la proteina P-21, se detecté una baja expresidn en los tres tipos de
carcinoma lobulillar, sin diferencias significativas en los datos obtenidos, lo cual no nos
permite asociar o inferir la baja actividad de esta proteina con algun subtipo y
atribuirle un prondstico. En un reciente estudio molecular en cancer de mama,
publicado en abril de 2015, la sobreexpresién de P-21 se ha relacionado con neoplasias
gue evolucionan con peor prondstico, ya que tienen sobreactivadas las vias de
proliferaciéon celular mediadas por cinasas y dependientes de la presencia de esta
proteina celular 108 | os estudios gue se encuentran de P-21 tienen una fuerte carga a
nivel molecular y poco se relacionan con las manifestaciones clinicas o el
comportamiento del tumor, especialmente en cdncer de mama por lo que no nos
permite hacer inferencias acerca del significado clinico y pronéstico de los datos
obtenidos en nuestra serie. Es conocido por estudios moleculares que pérdida de
expresion de esta molécula, interferiria con la via intracelular de apoptosis mediada

por cinasas y P21 (PIK1) en el momento de una proliferacién tumoral descontrolada.
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Pero no es especifica de carcinoma mamario y no se ha conseguido relacionar con

ningun tipo histoldgico de los que abordamos en nuestra serie*®.

En cuanto a los resultados obtenidos de sobreexpresion de la proteina BCL-2
cabe resefiar, tal y como apuntan algunos estudios, su elevada presencia

concomitantemente con tumores de elevada expresion de receptores hormonales ya

sean tanto estrégenos como progesterona™!

. Estudios de los que se recogen de estos
datos la correlacionan inversamente con el grado de proliferacion (Ki 67) y la muestran
independiente de HER 2 y EGRF. En este sentido, podemos reforzar esta afirmacion
puesto que los datos hallados en nuestra serie donde se observa un predominio
evidente de expresién de receptores hormonales junto con valores de Bcl-2 mayores
del 95% en los tipos clasicos e intermedios. Mientras existe un pequefio porcentaje en
torno al 15% de los pleomérficos en los que no se sobreexpresa que, segun los
estudios previos, se asociaria a un peor indice de supervivencia debido a una
diferenciacion menor, en caso de tener un seguimiento prolongado de |Ia

111,113

poblacién . Del mismo modo y como afirman los esta publicacion, en nuestro

registro también encontramos valores inversamente proporcionales de EGRF y HER 2.
Nadler Y cols.*® en su revisién identifica la sobreexpresién de Bcl-2 predictor de buen
prondstico independiente del grado histolégico de la neoplasia. Segun los datos que
recogemos de nuestra serie el subtipo pleomdrfico, con menos expresion de la
proteina, se asociaria a un peor prondstico. En relacién al indice de proliferacion los
datos no permiten corroborar esta relacidn inversa que defienden algunos grupos,
dado que los valores obtenidos Bcl-2 y Ki no se discrepan suficientemente. Este hecho
probablemente se deba a que en la serie que manejamos la positividad para Ki 67 se

acepto con valores >5% .

La deteccidn de P-S2 en nuestro estudio no reveld datos diferenciales entre los
distintos grupos de CLI. Si observamos una tendencia a la sobreexpresion de P-S2 que
se aproxima al 60% en todos ellos. Algunos estudios han relacionado la sobreexpresion
de esta proteina en células tumorales de mama como factor pronéstico favorable. En
cambio si consideramos las pacientes de nuestra serie, los tres subtipos sobreexpresan

la proteina con las mismas tasas, sin permitir asociarlo a un mejor prénostico, por lo

gue no podriamos estar en consonancia con este estudio, de Xu | y cols™.
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Los datos obtenidos para Catepsina D valoradas en nuestro estudio mostraron

datos sin signficacién estadistica, aunque destaca que apenas existe sobreexpresién

12 an 2014, relaciona la

proteica, con excepcion de la variedad clasica. Dian D et als
sobreexpresién de esta molécula con carcinomas ductales principalmente, y parece
mucho menos frecuente en los de estirpe lobulillar, con lo que los datos obtenidos en
nuestro estudio serian concordantes con ello. Se vincula también la sobreexpresion de
esta molécula estructural, con afectacién ganglionar y segln se encuentra en la serie
de Dian D'*?, parece que niveles mayores de Catepsina D se relacionan con tumores
triple negativos, y por lo tanto se le atribuye peor prondstico. En nuestro estudio y
atendiendo a esta pautas nos preguntamos si a la variedad lobulillar clasica entonces,
hay que atribuirle un peor prondstico, cuando se asocia amenor afectacidon nodal y
clasicamente ha sido considerada como menos agresiva que los demas. Por lo tanto

parece que el significado bioldgico en los tumores lobulillares no sea equiparable al

del carcinoma ductal.

En cuanto a la expresién de e-cadherina, a pesar de que se ha establecido como
un pardmetro diagndstico de exclusién de carcinoma lobulillar®, la presencia de esta
proteina de membrana en porcentajes que oscilan entre el 16% y el 18 %, no deja de
sorprender y parece indicar que los tumores lobulillares con expresién de e-cadherina
aberrante son mas frecuentes de lo que hasta ahora se habia considerado®**

Ademas se la ha atribuido protagonismo en lo que se refiere a la capacidad invasiva y
metastésica de éstos’™. Lo que sugiere que en carcinoma de mama, bajos niveles de
expresion de e-cadherina se asocian a peor prondstico con patrones mas infiltrativos”°.
Parece, seguin informa en su estudio Engstrom M) que la perdida de e-cadherina para
tumores con grado histolégico 2  implica peor comportamiento, tanto en los
carcinomas ductales como en los lobulillares pero no se puede considerar como
marcador prondstico del carcinoma lobulillar. Del mismo modo ocurre con los tumores
clasificados seglin el subtipo molecular intrinseco: luminal A y luminal B, tanto para
CLI como CDI. De modo que han inferido que la e-cadherina no constituye sélo un
papel de adhesion celular, sino que interviene también en procesos de replicacion

celular, como gen supresor. En este estudio la presencia de e-cadherina en tumores

lobulillares variaba entre 0 y 20%. En nuestro estudio encontramos una frecuencia de
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sobrexpresion de e-cadherina muy aproximada, globalmente del 17.7%, los subtipos
lobulillares que la expresan, con valores discretamente superiores, son los carcinomas

clasicos ( 8 casos), aunque no alcanzamos la significacién suficiente.

Por otra parte |la presencia de e-cadherina en neoplasia lobulillares de mama ha
sido definida histopatoldgicamnete como “e-caherina aberrante”. Aunque algunos
autores han considerado que la presencia de e-cadherina en tumores lobulillares
detectados mediante técnicas de IHQ, puede deberse a que los anticuerpos que se
utilicen no reaccionen correctamente con el complejo que a veces hace dicha proteina
con otra proteina de adhesién celular, la catenina. Para valorar esta posible asociacion
se plantea un nuevo estudio con mayor reclutamiento de pacientes. Sin embargo otros
estudios inmunohistoquimicos afirman la existencia de un paralelismo absoluto entre
la presencia o ausencia de e-cadherina en membrana vy catenina intracitoplasmatica,
por lo que atendiendo a sus resultados no seria necesario valorar la sobreexpresién de

ambas proteinas™**.

6.2.4 AGRUPACION DE VARIABLES POR FUNCION CELULAR

Sabemos que en el proceso de malignizacién existen distintos mecanismos que
influyen determinados oncogenes, genes supresores y sobreexpresién o pérdida de
proteinas que intervienen en las vias de sefalizacion intracelular, en procesos de
reparacion de la de DNA dafiado. Parte de las proteinas y oncogenes que han sido
valorados en nuestro estudio han sido reagrupados para valorar que tipo de senal
podria predominar en el proceso de desarrollo del carcinoma lobulillar y comprobar si
existe un predominio de unos u otros en funcién de la variante lobulillar que se

tratase.
Se valoraron 5 grupos.
En el grupo de variables relacionadas con la respuesta hormonal (RE, RP, Ps-2).

En general las publicaciones que tratan la sensibilidad hormonal del carcinoma
lobulillar, les otorga unas tasas muy elevadas de sobrexpresién, como ya hemos dicho

anteriormente. No encontramos en la literatura datos que interrelacionen de forma
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directa las tres moléculas, aunque en alguna publicacidn relacionan las tres proteinas
en la linea celular epitelial mamaria MCF7, que podria adquirir protagonismo en el
desarrollo de neoplasias hormonodependientes, como lo son la mayoria de los
tumores luminales, ya se trate de variedad ductal o lobulillar. No nos ha sido posible
contrastar estos resultados con otros trabajos. De los datos extraidos de nuestro
trabajo comprobamos que aunque sin la suficiente potencia estadistica, las mayores
tasas de expresion las encontramos en el subtipo intermedio, donde, con expresién de
los tres parametros en mas de 66% de los casos. Ante este resultado y si fuese
reproducible con un aumento del tamafio muestral y seguimiento prolongado, nos
podriamos plantear si son estos los casos de carcinoma lobulillar que muestran la
mayor respuesta al tratamiento hormonal. Pero por el contrario, observamos que en
los 4 casos que se registran de este pequefio grupo de pacientes se trata de mujeres
premenopausicas, jévenes, con un tamaio tumoral grande, con afectacion ganglionar

muy dispar.

En cuanto a los resultados de la alteracion de genes relacionados con la
apoptosis que codifican biomarcadores celulares relacionados en carcinoma lobulillar
de mama (p53 y Bcl-2), no se mostré ampliamente relacionada con el desarrollo de
esta tipo de carcinoma. Probablemente debido a que ambas proteinas se presentaron
con unas tasas muy similares en todos los tipos de carcinoma lobulillar y no nos
permite inferir diferencias. Solo se observa una positividad discretamente inferior en
los tumores pleomérficos, que precisaria de estudios mucho mads extensos para
interpretar dichos resultados, de forma global. Podemos sobreinterpretar que a menor
expresion de estas proteinas, menos fendmenos de apoptosis apareceran en los
tejidos mamarios dafiados que conllevaria mas acumulo de mutaciones y de lesiones

que favoreceria la transformacion neoplasica de este epitelio mamario.

La sobreexpresion de oncogenes (p53, P21 y Prb), con fallos en sus mecanismos
de control, podria llevar al proceso previo de una proliferacién celular descontrolada,
obtuvimos valores muy similares en todos los subtipos lobulillares, discretamente
mayores en el subtipo pleomorfico sin poder inferir una relacion real dada la similitud
de los datos y el tamafio muestral. En lo que respecta a los genes supresores, si que se

observan mas discrepancias entre los subtipos de carcinoma lobulillar puede existir

138



una tendencia a la relacion de estos con el subtipo intermedio , donde mas positividad
aparece para todos ellos, aunque de nuevo los escasos casos de esta linea no nos

permite hacer inferencias fundadas.

Como ya hemos reseifiado antes, tanto PCNA como Ki 67 se consideran
indicadores de actividad proliferativa134. En general en los tumores lobulillares la
mayor actividad proliferativa  se ha registrado en los tumores pleomérficos. De
momento aunque se ha valorado en algunos estudios PCNA no ha conseguido
desbancar a Ki 67 en esta funcion, y Ki 67 a efectos clinicos, prondsticos y de
tratamiento continda considerandose el principal indice de replicacién celular. Nuestra
serie Ki 67 es el indice que mayores diferencias muestra dentro de un mismo tipo de
carcinoma lobulillar y entre estas, pero con poca variabilidad de datos. Consideramos
gue con una ampliacién del estudio y basandonos en el indice Ki67 los datos nos

permitirian confirmar  esta discreta  tendencia que parece existir.
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6.3 LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DEL ESTUDIO.

Las limitaciones del estudio se derivan principalmente de la fecha en la que
comienzan a reclutarse los datos de las pacientes. El estudio comienza en 2007,
puesto que fue en esta fecha donde comenzé a constituirse la unidad de mama
funcional de este hospital, dado que el hospital fue totalmente reconstruido e
inagurado en 2006, de ahi que el registro no pueda ser mucho mayor. Esto ha limitado

varios factores:

1. El tamafo muestral que se consigue para el estudio es pequefio, a lo que
habria que sumar el hecho de que el carcinoma lobulillar es una entidad poco
frecuente en relacion al conjunto de carcinomas de mama que son diagnosticados y la
pérdida en el proceso de algunas pacientes por distintos motivos (modificaciones de
area sanitaria y cirugia privada en 2 casos), por lo que hemos disefiado un protocolo

para seguir recogiendo casos que amplien la muestra.

2. El seguimiento de las pacientes no ha sido suficiente para hacer estudios de
superviviencia puesto que la comunidad cientifica valora un seguimiento minimo de 10
anos en carcinoma de mama, gracias a las elevadas tasas de sobrevida que se estan
alcanzando con los avances en el manejo y tratamiento del cdncer de mama en
general. Es necesario para poder establecer estos indices de superviencia, continuar

con el estudio para a partir del 2017 estar en condiciones de emitir dichos datos.

Por esto consideramos mantener el seguimiento de las pacientes y aumentar
el tamafno muestral con nuevos casos o valorar un estudio multicéntrico

para un
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CONCLUSIONES

1. El estudio clinico-epidemiolégico de las variables demostré:

La existencia de diferencias entre el subtipo de CLI clasico (mujeres
perimenopausicas, sin asociaciéon familiar, estadio clinicos precoces I,
tratamiento quirdrgico conservador) del subtipo de CLI pleomérfico (mujeres
postmenopausicas con una edad de presentacién mas avanzada, estadios
clinicos mds avanzados lll y IV, y un tratamiento quirdrgico mas agresivo).

Los casos de CLI Intermedio se presentaron en mujeres mas jovenes, con
lesiones de tamafio superior a 50mm vy se relacionaron con historia familiar de
cancer de mama

2. El estudio de las variables histopatolégicas demostrd:

Tanto las variantes cldasica como la intermedia presentan lesiones de
mastopatia fibroquistica en aproximadamente un tercio o la mitad de los casos
respectivamente, aunque no hubo diferencias en su asociacion con el
componente neoplasico intraepitelial, lesiones de hiperplasia lobulillar ,
infiltraciéon linfovascular. No se demostrd asociacion o independencia de la
afectacién ganglionar.

La variante pleomorfica de CLI se presenta con independencia de lesiones
de mastopatia fibroquistica. Sin embargo se detecta una clara tendencia a
presentar asociacion con componente intraductal, probablemente debido al
tamaio de la muestra y una tendencia a la afectacion ganglionar, registrando
tasas elevadas de la misma.

3. El estudio de a las variables inmunohistoquimicas demuestra:

Una elevada sobreeexpresion de receptores hormonales, tanto
estrogénicos como de progesterona, destacando en la variante clasica .En la
misma direccién se presenta un alto indice de proliferacién indicado por Ki-67.
La sobrexpresion de Her-2 se detecta con tasas muy discretas en la serie, y
muestra una tendencia a estar ausente en el subtipo clasico de CLI.
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La variante pleomdrfica muestra menor grado de expresidn de receptores
hormonales y tasas mas elevadas de Ki-67 y Her-2, por lo que es mas
frecuentemente clasificado como carcinoma Luminal B like o incluso mayor
tendencia a ser triple negativo.

La expresion de Catepsina D, mostrd tendencia a manifestarse en la variante
clasica de CLI, y en sentido opuesto en la variante pleomorfica.

En el resto de marcadores considerados no se hallé asociacion ni tendencia a la
misma.

No se encuentra evidencia suficiente para poder asociar las diferentes
caracteristicas relacionadas con marcadores inmunohistoquimicos, agrupados
por funcion celular, y las variantes histopatoldgicas cldsicas de carcinoma
lobulillar infiltrante de mama.
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