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RESUMEN (en espafiol)

OBJETIVOS:

La afectacién ganglionar continua siendo, uno de los factores pronostico independientes mas importante
en el cancer de mama (CM). La técnica de Biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC) se considera un
estandar de tratamiento para las pacientes diagnosticadas de CM con ganglios axilares clinicamente
negativos. Sin embargo, su desarrollo nos ha planteado nuevos interrogantes, tales como definir a ese
importante porcentaje de pacientes que sélo presentan afectacion del ganglio centinela (GC), en las que se
podra evitar una linfadenectomia axilar (LA) o cualquier otro tipo de tratamiento sobre la axila y sus
efectos adversos. En un estudio previo se evidencié que la elevada expresion de metaloproteasa-1 (MMP-
1) por las células mononucleares inflamatorias (CMIs) del GC, puede representar un Gtil marcador de
prediccion de la afectacion de ganglios no centinela (GNC), tras la identificacion de un GC metastasico
(Eir6 N. et al., Eur J Cancer, 2012). El objetivo del presente estudio es validar los resultados en una
poblacion diferente de pacientes con CM.

MATERIAL Y METODOS:

Se incluye en este estudio observacional analitico de casos y controles a 97 pacientes sometidas a BSGC
en la fase terapéutica por CM, con GC positivos. Se realizé la inmunotincion en cortes parafinados de
Spum con un anticuerpo especifico contra la MMP-1. Se consider6 una expresion positiva de MMP-1 por
las CMIs cuando se observé un minimo de 10% de CMIs peritumorales tefiidas.

RESULTADOS:

De las 97 pacientes incluidas en el estudio, en 53 de ellas el GC fue el Gnico positivo y en 44 se
encontraron otros ganglios afectados en la LA. En todas las pacientes en las que no existe expresion de
MMP-1 (n=29), el GC fue el tnico afectado. De las 68 pacientes en las que si se encontr6 elevada la
expresion de MMP-1, en 24 de ellas éste era el Unico ganglio positivo y en las otras 44 se encontraron
otros ganglios afectados en la LA. Por lo tanto, la sensibilidad de la prueba fue del 100%, la especificidad
del 54,72% y el Valor Predictivo Negativo del 100%.

CONCLUSIONES:

Los resultados de nuestro trabajo reproducen los obtenidos en el estudio previo publicado por Eird N et
al, por lo tanto, a la vista de ello, podemos concluir que la expresién de MMP-1 por las CMIs en los GC
positivos predice de forma significativa el estado de los GNC en el CM. Es de destacar que ninguno de
los casos sin expresion de MMP-1 presenta GNC metastéasicos. Por tanto, en las pacientes con GC
positivo en las que no se expresa la MMP-1, no seria necesario realizar ningun tratamiento adicional
sobre la axila, evitando la morbilidad que ello conlleva.




RESUMEN (en Inglés)

OBJETIVE:

Nodal tumor involvement remains one of the most important independent prognosis factors in Breast
Cancer (BC). The technique of sentinel lymph node biopsy is consider as a standard treatment for patients
with a diagnosis of Breast Cancer (BC) and clinically negative axilla. However its development has raised
new challenges such as isolate the important rate that only present involvement of the sentinel node
(SLN), in which it could be abolished axillary lymphadenectomy (AL) or any other axillar treatment and
its side effects. A previous study evidenced that a high metalloprotease-1 (MMP-1) expression in
mononuclear inflammatory cells (MICs) of the SLN can represent a useful predictor marker for the
affection of the non sentinel nodes ( NSLNs) following the identification of a metastatic SLN. The aim of
this study is validate the results in a different group of patients with BC.

PATIENTS AND METHODS:

A total of 97 patients were included in an observational case-control study. All of them had a SLNB
during the treatment of a BC with a positive SN.

Inmunostaining was performed in 5um paraffinated slides with a specific antibody against MMP-1.
MMP-1 positive expression was considered with a minimum of 10% of peritumoral CMIs stained.

RESULTS:

Among the 97 patients included in the study, in 53 of them the SLN was the only positive node and in
other 44 more nodes were affected in the AL. In all the patients without MMP-1 expression (n=29) the
SLN was the only affected. Among the 68 patients with a high MMP-1 expression, in 24 of them the SLN
was the only positive node and in the other 44 more nodes were affected in the AL. Therefore sensitivity
of the test was 100%, specificity was 54,72% and negative predictive value was 100%.

CONCLUSIONS:

We can conclude that the MMP-1 expression in MICs in positive SLN predicts significantly the status of
the NSLNs in BC. It is remarkable that none of the cases without MMP-1 expression presented metastatic
NSLNs. Therefore, in patients with positive SLN without MMP-1 expression would not be necessary any
further axillary treatment, abolishing associated morbidity.
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INTRODUCCION

El cancer de mama (CM) es la primera causa de muerte por cancer en la mujer en los
paises industrializados. Se calcula que una de cada 8-10 mujeres presentara cancer de
mama a lo largo de su vida (1). Por ello esta enfermedad, constituye un problema de
salud prioritario para las Administraciones Sanitarias.

Hoy en dia gracias a los avances de las tecnologias de analisis gendmico, podemos
clasificar el cancer de mama de una manera mas adecuada en lo que se refiere a
pronéstico y efectividad del tratamiento (2). Sin embargo las caracteristicas clinicas e
histoldgicas de estos tumores siguen siendo elementos importantes para definir la
supervivencia y el tratamiento de la enfermedad. De hecho, la afectaciéon ganglionar
metastdsica continla siendo a dia de hoy el factor prondstico independiente mas
importante en el cdncer de mama (3). Por ello, cuando la lesidon se encuentra
localizada Unicamente en la mama, sin afectacién ganglionar, la supervivencia a los 10
afos alcanza el 85%, mientras que cuando los ganglios estan afectados, ésta desciende
al 40% (4).

Para definir el prondstico de una paciente con cdncer de mama, es fundamental
determinar si existe o no afectacidon ganglionar a nivel de la axila, lo que nos permite
estadiar el tumor y elegir el tratamiento mas adecuado para cada caso.

Hasta hace unos afios la Unica manera de determinar si existia afectacién ganglionar,
era realizando una linfadectomia axilar. Esto ha cambiado actualmente, gracias a la
técnica de biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC). Sin embargo, cuando en el
ganglio centinela (GC) se detectan macrometdstasis, en la mayoria de los centros se
realiza un vaciamiento axilar, para determinar el estado de los ganglios restantes, algo
gue a dia de hoy estd muy discutido, ya que se ha evidenciado que una vez realizado el
vaciamiento, en el 50-68% de los casos segun las series, el GC es el Unico ganglio
positivo (5), por lo que en estas pacientes la linfadenectomia no habria sido necesaria.
En las guias internacionales publicadas mas recientemente (6) ya se comienza a valorar
la posibilidad de no realizar una linfadenectomia completa en las pacientes que tienen

1 6 2 ganglios centinela positivos, en las que se ha realizado cirugia conservadora y se

15



INTRODUCCION

va a administrar tratamiento radioterdpico. Sin embargo, éste es un tema que
despierta mucha controversia.

Parece por tanto necesario, investigar nuevas estrategias que nos ayuden a definir que
pacientes con GC positivo podrian beneficiarse de no recibir ningin tratamiento
complementario (ni quirdrgico ni radioterdpico) a nivel axilar, evitando asi la

morbilidad que ello conlleva.
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INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama es el tumor mas frecuente en las mujeres a nivel mundial. Se
estima que en 2012 se diagnosticaron 1.676.633 de casos nuevos en el mundo,
causando alrededor de medio millén de muertes (7).

La tasa de incidencia anual dentro de los paises europeos varia entre 60-90 casos por
cada 100.000 mujeres/afio en los paises nérdicos y occidentales, y entre 30-60 casos
por cada 100.000 mujeres/afio en los del este y mediterraneos.

En Espaifia se ha incrementado en los ultimos afios, diagnosticdndose alrededor de
26.000 nuevos casos de cancer de mama al afio, falleciendo mas de 6.000 mujeres por
esta causa (8).

Aungque la incidencia y mortalidad ha ido incrementdndose a lo largo de este siglo en
todos los paises, en las ultimas estadisticas internacionales publicadas se aprecia una
disminucion de la mortalidad, que se deberia, probablemente, a un diagndstico precoz
mediante los programas de cribado y a los avances terapéuticos (9).

La mayoria de los casos se diagnostican entre los 35 y los 80 afios, con una maxima

incidencia entre los 45 y los 65 afios.
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INTRODUCCION

1.2 FACTORES DE RIESGO

El riesgo de padecer cancer de mama esta relacionado con factores ambientales y de
estilo de vida, algo que se ha justificado por la variacién geografica que existe en la
incidencia y mortalidad. También hay que destacar el hecho de que las cifras de
incidencia se igualen en las poblaciones emigrantes en una o dos generaciones, lo que
habla a favor de que los factores culturales, dietéticos y ambientales son muy
importantes, mas que los étnicos, de raza u origen.

Aunque parece claro que la etiologia del cancer de mama es probablemente
multifactorial, es importante destacar, desde el punto de vista preventivo, los factores

de riesgo que aumentan la posibilidad de padecer esta enfermedad.

1.2.1 FACTORES DE RIESGO PRINCIPALES

— SEXO: EL 99% de los canceres de mama se presentan en mujeres.

— EDAD: Es el factor de riesgo mas importante después del sexo, aumentando
progresivamente su incidencia con la edad. La mayoria de los canceres se
desarrollan por encima de los 40 anos y, Unicamente, el 1,5% antes de los 30
afios. En la premenopausia, la frecuencia aumenta progresivamente hasta
alcanzar una meseta entre los 45-55 anos. Después de la menopausia la
frecuencia se incrementa pero menos rapidamente.

— ANTECEDENTES FAMILIARES: Las mujeres con familiares que han presentado
cancer de mama (fundamentalmente de primer grado y bilateral) tienen mayor
riesgo de sufrir la enfermedad que el resto de la poblacién general. En su
mayor parte este aumento de riesgo es atribuible a factores ambientales
compartidos. Teniendo en cuenta esos antecedentes familiares podriamos
clasificar los canceres de mama en:

= Esporadicos: Sin antecedentes en dos o mas generaciones (el mas
frecuente)

=  Familiar: Varios miembros de la familia con parentesco de primer y
segundo grado sufren la enfermedad. Se presenta en el 15-25% de los

18



INTRODUCCION

casos y se cree que se debe a factores ambientales y sociales, al azar o
por factores genéticos desconocidos.

= Hereditario: Es el menos frecuente. Representa entre el 5-10% de todos
los casos. Se conoce como cancer familiar y su origen reside
frecuentemente en la mutaciéon de uno de los dos genes identificados
hasta el momento, BRCA 1 (localizado en el cromosoma 17q2-21) y
BRCA 2 (localizado en el cromosoma 13g12-13). La presencia de estas
mutaciones es suficiente para que los individuos portadores presenten
una susceptibilidad muy alta para desarrollar cdncer de mama y otros
tumores relacionados, como cancer de ovario o prdstata. Esto da lugar a
un patroén en el que el cdncer aparece como un cardcter que se hereda
de forma autosdémica dominante. Ademds se observan otras
caracteristicas, como la aparicion del tumor a edades tempranas o la
presencia de bilateralidad en caso de que el cancer afecte a érganos
pares.
Inicialmente se pensd que estos dos genes explicarian casi el 100% de
los casos de cancer de mama y/o ovario familiar, pero se ha visto que
tan sélo un 25% son atribuibles a mutaciones en estos dos genes (10).
Por ello, la identificacién de nuevos genes de susceptibilidad es muy
importante para ofrecer un mejor y mas acertado consejo genético a las
familias.
Otras alteraciones genéticas asociadas con el cdncer de mama
hereditario, en un porcentaje inferior al 1% son las relacionadas con los
Sindromes de Li-Fraumeni, Sindrome de Peutz-Jeghers, Enfermedad de
Cowden, Sindrome de Muir-Torre y el Sindrome de Louis-Barr.

— ANTECEDENTES PERSONALES DE CANCER DE MAMA: Cuando una mujer ha
tenido ya un cancer de mama el riesgo de tener otro contralateral aumenta 5
veces mas que en el resto de la poblacién.

También se han relacionado los antecedentes de cdncer de ovario, endometrio,

prostata y colon, con el aumento de riesgo de cancer de mama.

19



INTRODUCCION

ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES PROLIFERATIVAS DE LA MAMA: El
diagndstico histoldgico de hiperplasia epitelial tipica tiene un escaso riesgo de
desarrollar cancer (RR 1-2). El riesgo se incrementa considerablemente cuando
el diagndstico es de hiperplasia epitelial atipica (RR 4,24) (11), este riesgo es
para ambas mamas y no sélo para la zona operada.

MENARQUIA PRECOZ (< 12 afios) Y MENOPAUSIA TARDIA (> 50 afios) (12). Son
dos claros factores de riesgo, debido a que condicionan una mayor exposicion
temporal del tejido mamario a los estrégenos ovaricos.

PARIDAD Y EDAD DEL PRIMER EMBARAZO: La nuliparidad también va asociada
a un mayor riesgo, mientras que la esterilidad pudiera representar un factor
protector. En cuanto al numero de hijos, no estd claro que sea un factor de
proteccion, pero de serlo, seria con mas de 4-5 hijos.

Algunos autores consideran que el riesgo de cdncer de mama en las mujeres
gue tienen su primer hijo después de los 30 afios es el doble que en aquellas
qgue lo tienen antes de los 20 afos (13). El embarazo actuaria mediante
multiples cambios hormonales induciendo a una diferenciacién y resistencia del

tejido mamario a la transformacién neoplasica.

1.2.2 OTROS FACTORES DE RIESGO RELEVANTES

FACTORES ETNICOS Y RACIALES: Determinadas razas, entre ellas la judia, tienen
mayor riesgo de padecer cancer de mama, independientemente de otros
factores. También parece observarse que, en el mismo habitat, las mujeres de
raza blanca tienen mayor riesgo que las de raza negra.

LACTANCIA MATERNA: Diferentes estudios sugieren que la lactancia materna
reducen el riesgo de padecer cancer de mama (14), a mayor duracién menor
riesgo.

Un metaanalisis publicado en The Lancet (15) indicd que el riesgo de cancer de
mama disminuye un 4,3% (p<0,001) por cada afio de lactancia. Esta reduccion

del riesgo existe independientemente del nimero de hijos.
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TRATAMIENTOS HORMONALES

Anticonceptivos hormonales: No existen estudios que demuestren un
mayor riesgo de cancer de mama por el consumo de anticonceptivos
orales. No obstante, es aconsejable que las mujeres con antecedentes
familiares o hereditarios no tomen anovulatorios.

La terapia hormonal sustitutiva con estrégenos en la menopausia
incrementaria el riesgo de padecer cdncer de mama, pero
fundamentalmente en relacion con la duraciéon del tratamiento. No
obstante, su uso estaria justificado al disminuir la morbilidad vy

mortalidad por osteoporosis y cardiopatias (16).

RADIACIONES IONIZANTES: Su efecto es directamente proporcional a la dosis e

inversamente proporcional a la edad, permaneciendo de por vida. Parece que

las consecuencias son especialmente nefastas cuando la radiacién se produjo

en la infancia y adolescencia. Sin embargo, el hecho de realizar una mamografia

anual supone un riesgo muy escaso.

HABITOS Y FACTORES DIETETICOS (17):

Alcohol: Parece que hay un cierto riesgo proporcional a su consumo.
Cuando hay un excesivo consumo el riesgo se puede elevar a 2,2 de RR.
El tabaco se relaciona con un incremento en el riesgo de padecer cancer
de mama.

La practica de ejercicio fisico moderado y continuo parece que reduce el
riesgo.

El sobrepeso parece jugar un papel diferente en funcién del estado
menopadusico. Las mujeres menopausicas con sobrepeso presentan
mayor riesgo de cancer de mama que las mujeres no menopadusicas

El estrés intenso puede actuar como desencadenante al disminuir la
inmunidad.

Una dieta rica en grasas animales aumentaria el riesgo y el mayor
consumo de frutas y verduras lo disminuiria. El hecho de que el cancer

de mama esté aumentando en los paises anglosajones y en los
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estamentos altos de la sociedad, hace pensar que la forma de vida

asociada a algunas costumbres dietéticas pueden ser factores

fundamentales para determinadas mujeres, aunque los datos no son
concluyentes.

— XENOESTROGENOS ORGANOCLORADOS, PARABENES Y SALES DE ALUMINIO: Se

relacionan con un incremento en la incidencia de cdncer de mama, aunque los

resultados de los estudios realizados son contradictorios, por lo que son

necesarios estudios complementarios (18)
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1.3 FACTORES PRONOSTICOS Y PREDICTIVOS

Los Factores Prondsticos son variables de tipo clinico, histolégico, biolégico o
molecular, que nos informan sobre la historia natural y la evolucién de la enfermedad
sin tratamiento. Por el contrario, los factores Predictivos de respuesta, nos informan
sobre la probabilidad de respuesta o resistencia tumoral a un tratamiento
determinado. Existen algunos factores predictivos que podrian ser considerados como
prondsticos, ya que su expresion también determina en alguna medida la agresividad
bioldgica del tumor.

El conocer estos factores prondsticos nos permite seleccionar a pacientes que se
beneficiarian de tratamientos complementarios e identificar a aquellas con muy mal
prondstico, en las que esté indicado utilizar tratamientos mas agresivos (19)

Para que un factor prondstico se considere util, debe tener un valor predictivo
significativo e independiente, validado en ensayos clinicos. Su determinacion ha de ser
sencilla, reproducible y asequible en la mayoria de los pacientes y disponer de
controles de calidad que garanticen su valor. Ademas, debe ser facilmente

interpretable por el clinico y tener implicaciones terapéuticas (20).

1.3.1 FACTORES CLINICOS

1.3.1.1 Edad: Las pacientes menores de 35 ainos tienen un prondstico peor que
las de mayor edad (21). Biolégicamente, este prondstico desfavorable
se explica por la existencia de un nimero mas elevado de tumores
pobremente diferenciados y con una fraccién de proliferacion mayor.
Clasicamente, en el andlisis multivariante, siempre se ha confirmado la
edad como indicador prondstico desfavorable independiente, aunque
en estudios mas recientes que incluyen clasificaciones con firmas
genéticas, pierde esta capacidad independiente (22). Pese a ello, en la
practica clinica se sigue considerando la edad como variable prondstica,
para evaluar el riesgo de recaida y la necesidad o no de un tratamiento

adyuvante.
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1.3.2 FACTORES ANATOMOPATOLOGICOS

1.3.2.1 Estado de los ganglios axilares: La presencia de metdstasis en los
ganglios axilares es el factor prondstico independiente mds importante
en el cancer de mama. En las pacientes en las que no existe invasion
ganglionar en el momento del diagndstico, la probabilidad de
supervivencia a los 10 afios de la cirugia, se sitla entorno al 90%,
mientras que cuando si la hay, el riesgo de muerte se multiplica por un
factor de 4 a 8 (23).
El nimero de ganglios también es un factor prondstico, a mayor nimero
de ganglios positivos, peor supervivencia. Hay estudios que muestran,
que cuando encontramos 4 6 menos ganglios afectados, las tasas de
supervivencia global a los 5 afios se sitdan en torno al 80%, mientras que
sison mas de 4, descienden al 57%.Y puede ser inferior al 20% a los
10 afios si son mas de 10 (24). Aunque en los Ultimos afios estos
resultados han ido mejorando gracias al empleo de mejores
esquemas de quimioterapia y de radioterapia asociados (25).
Actualmente pocas pacientes al ser diagnosticadas de un CM presentan
afectacién ganglionar voluminosa, lo que ha permitido que la
estadificacién axilar pueda realizarse mediante la técnica de BSGC.
Diferentes estudios han determinado, que el GC se encuentra afectado
en el 20% de los casos (26). La supervivencia de las pacientes en las que
éste es el Unico ganglio afectado se acerca al 90%, e incluso supera el
95% si la afectacidén es en forma de micrometastasis (tamano entre 0,2
y 2 mm).

1.3.2.2 Tamafio del tumor: El tamafo tumoral se define como el diametro
maximo del tumor expresado en milimetrosy se considera uno de los
principales factores prondstico, independientemente de la afectacidn

ganglionar (27).
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Aunque ambos parametros (tamafio tumoral y estado de los ganglios)
estdn fuertemente relacionados, los resultados obtenidos por el
Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos (28) concluyen que el
tamano del tumor es un factor prondstico independiente, siendo la
influencia mayor en las pacientes con ganglios positivos que negativos,
pero significativa en los dos grupos. De modo que a medida que
aumenta el tamafio tumoral disminuye la supervivencia.

1.3.2.3 Tipo histolégico: Aunque no todos los autores consideran el tipo
histoldgico como un factor prondstico independiente (29), otros
investigadores defienden su valor.
Las variedades histolégicas mas habituales son el carcinoma ductal
(NST), que representa el 80% de todos los cdnceres de mama
diagnosticados, y el carcinoma lobulillar (15%). El pronéstico de ambos
es similar, pero existen otras variedades menos frecuentes, que son de
buen prondstico, como los tipos tubular, adenoide quistico, medular,
apocrino y cribiforme. Aunque también existen otras mas agresivas,
como el pleomérfico, el metaplasico, el micropapilar invasivo y el

neuroendocrino de alto grado (30).

1.3.3 FACTORES RELACIONADOS CON LA BIOLOGIA DEL TUMOR
1.3.3.1 Grado de diferenciacién tumoral: Es un factor prondstico
independiente del tamafio y del estado de los ganglios axilares.
Para valorar el grado histolégico el sistema mas utilizado es la
clasificacién histoprondstica de Scarf-Bloom-Richardson (31), en ésta,
teniendo en cuenta tres pardmetros anatomo-patolégicos, que son la
formacién tubular, el pleomorfismo nuclear y el nimero de mitosis (a
cada uno de ellos se le asigna una puntuacién de 1 a 3), se establecen

tres grados de malignidad:
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GRADO | (3, 4 y 5): Tumor bien diferenciado, con baja malignidad. Son
tumores con tendencia a la formacion de tubulos, relativa uniformidad
nuclear y escaso nimero de mitosis.
GRADO Il (6 y 7): Tumor moderadamente diferenciado, con malignidad
intermedia. Corresponde a tumores con menor tendencia a formar
tubulos, con variacién en la forma, tamafo, tincién de nucleos vy
nucléolos, y con mayor nimero de mitosis.
GRADO Il (8 y 9): Tumor pobremente diferenciado, con alta malignidad.
Son tumores con escasa tendencia a formar tubulos, gran pleomorfismo
nuclear y elevado nimero de mitosis.
Diferentes estudios han demostrado que en pacientes con axila
negativa, la supervivencia es significativamente mayor en aquellas con
tumores grado |, que en las que tiene tumores grado Il y Il (p<0,0001)
(32)

1.3.3.2 Invasién linfatica y vascular: La presencia de invasion vascular en
forma de pequefios émbolos tumorales vasculares o linfaticos en el
tejido mamario normal adyacente al tumor, se asocia con mayor riesgo
de desarrollar metastasis ganglionares. Y se presenta en varios estudios
como un factor prondstico independiente que se correlaciona con el
tiempo libre de enfermedad y la supervivencia (33).

1.3.3.3 Receptores hormonales: La expresidon de receptores hormonales,
receptores de estrégenos (RE) y de progesterona (RP), en el cancer de
mama se considera un importante factor prondstico vy
fundamentalmente predictivo, de respuesta a la hormonoterapia (34).
Asi, las pacientes con alta expresion de RE y RP, tienen mayor
probabilidad de respuesta a dicho tratamiento, mayor tiempo libre de
enfermedad y mejor prondstico, que las pacientes con receptores

negativos (35).
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Ademas de lo dicho anteriormente, los tumores RE positivos, suelen
asociarse a otros indicadores de prondstico favorable, como el bajo
grado histoldgico, grado nuclear favorable y bajo indice proliferativo.
Su determinacion se realiza habitualmente mediante técnicas de IHQ, a
raiz de que sucesivas publicaciones hayan avalado su sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad (36), aunque siempre debemos tener en
cuenta la subjetividad en la interpretacién de los resultados, los
diferentes puntos de corte usados para definir su positividad y la
diferente sensibilidad y especificidad de los anticuerpos empleados.
El 70-80% de los carcinomas muestran positividad para receptores de
estrogenos, siendo negativos en los carcinomas apocrinos, medulares,
metaplasicos y en mds del 90% de los carcinomas poco diferenciados
(37).

1.3.3.4 Expresion del oncogén c-erb-B2 (proteina HER-2neu o Her-2): Este
oncogén se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, pertenece a la
familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y
codifica una proteina-receptor tirosin quinasa trasnmembrana (Her2-
neu).
Se ha detectado, que alrededor de un 17-20% de los canceres de mama
tienen amplificado y/o sobreexpresado el protooncongén c-erb-B2, lo
gue se asocia a una enfermedad mas agresiva y a una menor
supervivencia (38).
Se considera que esta sobreexpresado si se observa positividad (3+) en
la determinacién por inmunohistoquimica de la expresion de la proteina
Her2-neu en las células tumorales. En casos de menor positividad (2+),
se realiza la técnica de hibridacién in situ fluorescente (FISH), que
muestra amplificacién de las copias del gen c-erb-B2 en las células
tumorales, aunque actualmente el método mas utilizado en los casos
dudosos es la hibridaciéon “in situ” cromogénica (CISH), que se ha

validado comparativamente con FISH e inmunohistoquimica. Para
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garantizar la uniformidad en su evaluacion y su reproducibilidad se han
establecido una serie de recomendaciones publicadas por la Sociedad
Americana de Oncologia y la Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica
y de Oncologia Médica (39).
El valor fundamental de Her-2, seria como factor predictivo de
respuesta a tratamientos que tienen Her-2 como diana, tales como
Trastuzumab o Lapatinib. El pronéstico de la enfermedad en estas
pacientes ha mejorado sustancialmente desde que estos farmacos se
han incorporado al tratamiento adyuvante estandar (40).

1.3.3.5 KI-67: Se trata de un anticuerpo monoclonal que reacciona con un
antigeno nuclear, que sélo se detecta en las células en proliferacién. Su
sintesis se inicia en la fase G1 del ciclo celular y adquiere su maxima
expresion al final de la fase S.
Aunque existen resultados contradictorios respecto a esta variable,
estudios recientes publicados, ponen de manifiesto un mayor riesgo de
recaida en pacientes con tumores con receptores hormonales positivos
y una expresion de Ki67>14% (41). Por lo tanto, podemos decir que un
valor de Ki67 alto, indica que existe una elevada actividad proliferativa 'y
se interpreta como parametro de mal pronéstico.

1.3.3.6 Otros factores relacionados con la biologia del tumor: La expresién de
factor activador de plasmindgeno, P53, Bcl2, ciclina E o la Catepsina D
son otros factores prondstico a los que aun no se les asigna un papel
claramente establecido. Cuando se analizan de forma individual
distinguen poblaciones con distinta supervivencia, pero aportan poca
informacién adicional cuando se combinan con otros pardmetros de
mas peso, como son la afectacidon ganglionar, el tamafio tumoral y el

grado de diferenciacion.
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1.3.4 INDICES PRONOSTICO
Como hemos visto, el numero de parametros con valor prondstico en el
cancer de mama es elevado, aunque los mds importantes son el estado
ganglionar, el tamafio del tumor y el grado histolégico. Teniendo en cuenta
estos factores, junto con la expresion de receptores hormonales y Her-2, es
posible establecer una recomendacién para la administracién de un
tratamiento adyuvante a cada paciente.
Sin embargo, existen situaciones en las que el beneficio de administrar una
guimioterapia podria ser cuestionable, al existir dudas sobre su eficacia. Para
ayudar a tomar determinadas decisiones, se han creado indices prondstico a
modo de calculadoras que combinan estos factores prondstico, para ofrecer
una estimacion del riesgo de recaida.
Uno de éstos es el indice de Nottingham (NPI), que estd basado en el tamafio
del tumor, el grado histolédgico y el estado de los ganglios linfaticos, segun la
siguiente féormula:
NPI: 0,2 x Tamafio tumoral (cm) + estadio de los ganglios (1,2,3) + grado
tumoral (1,2,3)
El valor mas bajo el NPI tiene el mejor prondstico.
Su importancia se mantiene vigente, siendo un factor pronéstico de gran
trascendencia, ligado a la supervivencia libre de enfermedad y a la
supervivencia global (42).
Otro muy utilizado es el Adjuvant! Online, una aplicacion disponible en
Internet, de acceso gratuito. Introduciendo la informacidn referente a la edad,
el tamano tumoral, el numero de ganglios afectados, el grado de
diferenciacion y la expresion de receptores, el programa estima la
probabilidad de recaida y de supervivencia con y sin tratamiento adyuvante,
distinguiendo segun el tipo de quimioterapia y terapia endocrina ofrecida.
Cuando el riesgo de recaida no alcanza el 5%, en general no se recomienda la

administracion de quimioterapia adyuvante (43).
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1.3.5 PERFILES GENICOS PRONOSTICO
La mayoria de los tumores de mama actualmente se diagnostican en estadios
iniciales. Aproximadamente en el 80% de los casos tienen menos de 2 cm, con
uno o ningun ganglio axilar afectado. Esto significa que la poblacién de
pacientes se ha ido homogeneizando respecto a estos factores, por lo que se
hace necesario recurrir a otros pardmetros si se desea afinar en el pronéstico.
Los factores biolégicos simples, como la expresidn de receptores hormonales,
sirven de cierta ayuda, pero no son suficientemente discriminativos para
decidir sobre la necesidad de administrar quimioterapia adyuvante. Por ello,
en los ultimos afos la investigacion en genética y cancer de mama, ha
propiciado la apariciéon de herramientas complejas que analizan la expresion
simultanea de multiples genes. Estas herramientas se conocen como perfiles
génicos y suelen determinarse mediante técnicas de analisis molecular de alto
rendimiento como las matrices (microarrays) de ADN o la PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa)(23).
Estos perfiles génicos se han desarrollado para el grupo mayoritario de
canceres de mama de hasta 5 cm de tamanio, receptores hormonales positivos
y Her-2 negativo (44). Grupo en el cual el valor de la quimioterapia adyuvante
puede estar discutido.
En nuestro medio estan disponibles 3 plataformas: MammaPrint®, Oncotype
DX® y EndoPredict ®, todos utiles en enfermedad con hasta 3 ganglios axilares
afectados.
1.3.5.1. MammaPrint® incluye 70 genes (22). Originariamente se desarrollé
mediante matrices de ADN, por lo que requeria material congelado,
pero actualmente puede realizarse a partir de material conservado en
parafina. Ofrece un resultado dicotémico: alto o bajo riesgo de recaida a
distancia. En el grupo de bajo riesgo, las pacientes tienen un riesgo de
recaida a distancia inferior al 10%, a pesar de no recibir quimioterapia
adyuvante, con lo cual se admite que pueden prescindir de dicho

tratamiento.
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Estudios recientes consideran que MammaPrint® podria ser un mejor
predictor prondstico de recidiva a distancia que otras caracteristicas
tumorales o sistemas prondsticos de base clinica clasicamente
empleados (45).

1.3.5.2 Oncotype DX® incluye 21 genes y se realiza mediante PCR a partir de
material conservado en parafina. Permite obtener unas razones de
riesgo de recaida estructuradas como una variable continua. No
obstante, las pacientes se categorizan en 3 grupos de riesgo: alto,
intermedio y bajo (46). Esta plataforma también se desarrollé en
tumores sensibles a hormonas con y sin afectacién ganglionar axilar.
Todas las pacientes recibian terapia hormonal con tamoxifeno y como
en el caso anterior la quimioterapia se evita cuando el indice de riesgo
es bajo, sin embargo en el grupo intermedio no parece haberse
demostrado un beneficio al afadir quimioterapia al tratamiento
endocrino.
El estudio TAILORx aleatorizé a las pacientes con un riesgo de recaida
intermedio a recibir, Unicamente hormonoterapia o ésta vy
guimioterapia. Resultados recientemente publicados concluyen que en
las pacientes con receptores hormonales positivos, Her-2 negativas, y
ganglios axilares negativos, en las que las que se plantearia tratamiento
guimioterdpico adyuvante, por las caracteristicas clinico-patolégicas de
los tumores, se podria evitar dicho tratamiento y plantear sdlo
hormonoterapia en aquellos casos con una expresidon génica
favorable (47).
En la actualidad se considera que este test es el que posee la mayor
validacidn biolégica, y su uso esta incluido en la mayor parte de las guias
internacionales.

1.3.5.3 EndoPredict® cuenta con 8 genes y se realiza mediante PCR a partir de
material conservado en parafina. Esta plataforma aporta un resultado

dicotémico (buen o mal prondstico). A pesar de tener un precio mas
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econdmico que las anteriores, cuenta con una menor validacién, aunque
estudios publicados recientemente, consideran que esta plataforma
podria ayudar a identificar a pacientes que no reciben tratamiento
suficiente con un taxano estandar y/o antraciclinas y podrian ser
elegidas para estrategias de tratamiento con nuevos farmacos (48).
1.3.5.4 PAMS50 -based Prosigna® Breast Cancer Assay, es una nueva
plataforma que se ha comenzado a comercializar recientemente.
Combina un perfil de 50 genes para la determinacién del subtipo y el
tamafio tumoral, creando un indice de recaida similar al de
OncotypeDX®. Varios estudios ya han demostrado su utilidad para
predecir el riesgo de recaida a distancia en pacientes tratadas de cancer
de mama con receptores hormonales positivos en estadios iniciales, que

reciben tratamiento endocrino durante 5 afos (49)
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1.4 CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LOS TUMORES DE MAMA (OMS
2012) (50)

1.4.1 TUMORES EPITELIALES
1.4.1.1 Carcinoma invasivo de mama:
- Carcinoma invasivo no especificado en otra parte (NST):
. Carcinoma pleomoérfico
. Carcinoma con células osteoclasticas gigantes
. Carcinoma con caracteristicas coriocarcinomatosas
. Carcinoma con caracteristicas melandticas
- Carcinoma lobulillar invasivo:
. Carcinoma lobulillar cldsico
. Carcinoma lobulillar sélido
. Carcinoma lobulillar alveolar
. Carcinoma lobulillar pleomarfico
. Carcinoma Tubulo-lobulillar
. Carcinoma lobulillar mixto
- Carcinoma tubular
- Carcinoma cribiforme
- Carcinoma con caracteristicas medulares:
. Carcinoma medular
. Carcinoma medular atipico
. Carcinoma invasivo NST con caracteristicas medulares
- Carcinoma con diferenciacidon apocrina
- Carcinoma con diferenciacién de células en anillo de sello
- Carcinoma invasivo micropapilar
- Carcinomas metapldsicos:
. Carcinoma adenoescamoso de bajo grado
. Adenocarcinoma con metaplasia de células fusiformes

. Carcinoma de células escamosas
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. Carcinoma metaplasico con diferenciacién mesenquimal

. Carcinoma metaplasico mixto
. Carcinoma mioepitelial
- Subtipos raros:
. Carcinoma con caracteristicas neuroendocrinas
. Carcinoma secretor
. Carcinoma papilar invasivo
. Carcinoma de células acinicas
. Carcinoma mucoepidermoide
. Carcinoma polimorfo
. Carcinoma oncocitico
. Carcinoma rico en lipidos
. Carcinoma de células claras rico en glucégeno
. Carcinoma sebaceo
. Tumores de glandulas salivales y anejos cutaneos
1.4.1.2 Tumores epiteliales y mioepiteliales
- Adenoma pleomorfico
- Adenomioepitelioma
- Carcinoma adenoide quistico
1.4.1.3 Lesiones precursoras:
- Carcinoma ductal “in situ”
- Neoplasia lobulillar
. Carcinoma lobulillar “in situ”
. Hiperplasia lobulillar atipica
1.4.1.4 Lesiones proliferativas intraductales

- Hiperplasia ductal usual

- Lesiones de células columnares incluyendo atipia epitelial plana

- Hiperplasia ductal atipica

1.4.1.5 Lesiones papilares:
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- Papiloma intraductal
. Papiloma intraductal con hiperplasia atipica
. Papiloma intraductal con carcinoma ductal “in situ”
. Papiloma intraductal con carcinoma lobulillar “in situ”
- Carcinoma intraductal papilar
- Carcinoma papilar encapsulado
. Carcinoma papilar encapsulado con invasion
- Carcinoma papilar sélido
. “In situ”
. Invasivo
1.4.1.6 Proliferaciones epiteliales benignas
- Adenosis esclerosante
- Adenosis apocrina
- Adenosis microglandular
- Cicatriz radial/Lesion esclerosante compleja
- Adenomas:
. Adenoma tubular
. Adenoma de la lactancia
. Adenoma apocrino

. Adenoma ductal

1.4.2 TUMORES MESENQUIMALES
- Fascitis nodular
- Miofibroblastoma
- Fibromatosis de tipo desmoide
- Tumor miofibroblastico inflamatorio
- Lesiones vasculares benignas:
. Hemangioma
. Angiomatosis

. Lesiones vasculares atipicas
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- Hiperplasia estromal pseudoangiomatosa
- Tumor de células granulosas
- Neurofibroma
- Schwannoma
- Lipoma
. Angiolipoma
- Liposarcoma
- Angiosarcoma
- Rabdomiosarcoma
- Osteosarcoma
- Leiomioma
- Leiomiosarcoma
1.4.3 TUMORES FIBROEPITELIALES
- Fibroadenoma
- Tumor Phyllodes
. Benigno
. Bordeline
. Maligno
. Sarcoma del estroma periductal

- Hamartoma

1.4.4 TUMORES DEL PEZON

- Adenoma de pezdn

- Adenoma siringomatoso

- Enfermedad de Paget del pezén
1.4.5 LINFOMA MALIGNO

- Linfoma difuso de células B

- Linfoma Burkitt

- Linfoma de células T

- Linfoma extranodal de células B tipo MALT
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- Linfoma folicular
1.4.6 TUMORES METASTASICOS
1.4.7 TUMORES DE LA MAMA MASCULINA
- Ginecomastia
- Carcinoma:
. Carcinoma invasivo
. Carcinoma in situ
1.4.8 PATRONES CLINICOS
- Carcinoma inflamatorio

- Carcinoma de mama bilateral
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1.5 CLASIFICACION TNM DEL CANCER DE MAMA

El sistema TNM elaborado por la AJCC y la UICC, actualizado por ultima vez en 2010

(AJCC Cancer Staging Manual, 72 edicién) (51), nos permite clasificar el cancer de

mama por estadios, segun el tamafio tumoral (T), la afectacidon ganglionar (N) y la

existencia o no de metastasis a distancia (M).

1.5.1 T (EXTENSION DEL TUMOR PRIMARIO)

Tx

To

Tis

T, (DCIS)

T4 (LCIS)

Tis (Paget’s)

T1
Tami
Tia
Tip
Tic

T2

T3

Ta
Taa
Tap
Tac
Taq

El tumor primario no se puede evaluar
No hay evidencia de tumor primario
Carcinoma “in situ”
Carcinoma ductal “in situ”
Carcinoma lobulillar “in situ”
Enfermedad de Paget del pezdn no asociada a tumor
Tumor £ 2 cm de didmetro mayor
Tumor £ 1 mm de didmetro mayor
Tumor >1 mm pero < de 5 mm de didmetro mayor
Tumor >5 mm pero < de 10 mm de didmetro mayor
Tumor > 10 mm pero < de 20 mm de diametro mayor
Tumor > 20 mm pero < 50 mm de didmetro mayor
Tumor > 50 mm de didametro mayor
Tumor de cualquier tamafio con extensién directa a la pared
toracica y/o piel (ulceracidn o nédulos cutaneos
Extension a la pared toracica
Ulceracién y/o nddulos satélites y/o edema de la piel
Taay Tap

Carcinoma inflamatorio
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1.5.2 N (AFECTACION O NO DE LOS GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES)

1.5.2.1 Clasificacidn clinica (cN)

Nx
No
N;
N

Los ganglios linfaticos no se pueden valorar

Sin evidencia de afectacidn de ganglios linfaticos regionales

Adenopatias axilares homolaterales méviles en nivel | y Il

Adenopatias axilares homolaterales en los niveles | y Il fijas, o

formando un conglomerado; Afectacién de la mamaria interna

en ausencia de adenopatias axilares

N>, Adenopatias homolaterales axilares en los niveles | y Il
fijas o formando un conglomerado.

N,,  Afectaciéon de la mamaria interna en ausencia de
adenopatias axilares

Metastasis en region infraclavicular (nivel Il axilar) homolateral,

con o sin afectacion de niveles | y II; o afectacién de la mamaria

interna con adenopatias en nivel | y Il axilar; o metastasis en

region supraclavicular homolateral con o sin afectacién de axila o

mamaria interna

N3, Metadstasis en region infraclavicular homolateral (nivel lll)

N3p Afectacion de mamaria interna con adenopatias en nivel |
y Il axilar homolateral

N3c Metdstasis en regidn supraclavicular homolateral con o

sin afectacion de axila o mamaria interna

1.5.2.2 Clasificacion patoldgica (pN)

PNy

PNo

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos (porque no se
realizé la linfadenectomia o porque se habia realizado
anteriormente)

Sin  evidencia de afectacion de los ganglios linfaticos
regionales

pNo (i-) Sin evidencia de afectacion ganglinar histoldgica

e inmunohistoquimica (IHC)
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PN

pN;

pN3

pNo (i+) Presencia de células tumorales < 0,2 mm mediante
H-E o IHC

pNo (mol-) Ausencia histoldgica y molecular de metastasis

pNo(mol+)  Ausencia histolégica e IHC negativa con
hallazgos moleculares positivos

Micrometastasis o metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares o

metadstasis en ganglios de la cadena mamaria interna detectada

mediante biopsia de ganglio centinela pero sin deteccidn clinica.

PN 1mi Micrometastasis (> 0,2 mm 6 > 200 células, pero
ninguna>2 mm)

PN, Metdstasis en 1-3 ganglios axilares y al menos una
deellas >2 mm

pPN1p Metdstasis en ganglios de la cadena mamaria
interna con afectacién micrometastasica o
macrometastdsica del ganglio centinela, sin
deteccion clinica

pN1c Metastasis en 1-3 ganglios axilares y mamarios
internos con micrometdstasis o macrometastasis
detectadas mediante biopsia de ganglio linfatico,
pero sin deteccidn clinica

Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares metastasis en

ganglios linfaticos mamarios internos detectada clinicamente, en

ausencia de metdstasis en los ganglios linfaticos axilares

pN>a Metdstasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares (al
menos un depdsito tumoral > 2mm)

pN>p Metdstasis en los ganglios linfaticos mamarios
internos detectada clinicamente en ausencia de
metastasis en los ganglios linfaticos axilares

Metdstasis en > 10 ganglios axilares (al menos uno>2 mm) o

metastasis en los ganglios infraclaviculares (nivel lll axilar) o
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metdstasis en los ganglios linfadticos mamarios internos

homolaterales detectada clinicamente en presencia de >1

ganglios linfaticos axilares positivos de grado | o ll, o metastasis
en los ganglios linfaticos homolaterales supraclaviculares.

PNz, Metdastasis en > 10 ganglios linfaticos axilares (por
lo menos un depdsito tumoral > 2mm) o
metadstasis en los ganglios infraclaviculares (nivel
Il axilar)

pN3p Metdstasis en > de 3 ganglios linfaticos axilares y
mamarios internos detectados clinicamente, o0 >3
ganglios axilares o afectacién de cadena mamaria
interna (micro o macrometastasis) sin deteccion
clinica.

pN3¢ Metastasis linfatica supraclavicular homolateral

Cuando las pacientes reciben tratamiento quimioterapico Neoadyuvante en el

informe anatomopatolégico se afiade “y” delante de la pN

1.5.3 M (METASTASIS A DISTANCIA)
M No evaluadas
Mo No existen pruebas clinicas oradiolégicas de metdstasis a distancia
cMp (i+) No hay prueba clinica ni radiografica de metastasis a
distancia, pero si deteccion de depdsitos de células
tumorales moleculares o microscépicas en la sangre
circulante, médula ésea u otros tejidos ganglionares que
no son regionales de < 0,2 mm, en pacientes sin signos ni
sintomas de metastasis.
My Hay metadstasis a distancia segun lo determinan medios clinicos o
radioldgicos cldsicos o se comprueba por medios histoldgicos que es

>0,2 mm
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1.5.4 AGRUPACION POR ESTADIOS: Se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Agrupacion por estadios

ESTADIOS

Estadio 0

-

—
[N

No Mo

Estadio lIA

Estadio IIB

—
N

Ny Mo

—
w

No IVIO

Estadio IlIA

Estadio IlIB Ty No Mo
Ty N; Mo
T4 N2 MO

Estadio IlIC

Estadio IV Cualquier T Cualquier N M,
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1.6 CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es una enfermedad heterogénea, que incluye muchas entidades
clinicas, morfoldgicas y moleculares diferentes. Y aunque esto es algo reconocido por
los clinicos y patdlogos desde hace muchos afios, ha sido durante la Ultima década
cuando se ha constatado de una forma mas clara al haberse profundizado en el analisis
de su “maquinaria molecular”.

Este avance ha sido posible gracias al desarrollo de sofisticadas tecnologias, como los
microarrays de expresidn génica, que permiten analizar simultdaneamente la expresién
de miles de genes en una Unica prueba, para crear un “retrato” molecular del tumor.
La evaluacién cuantitativa de éstos, en lugar del estudio histopatolégico de varias
caracteristicas del tumor, ofrece una caracterizacién mas precisa de su biologia, lo que
permite, determinar con mayor precision el comportamiento clinico del cancer de
mama y, posiblemente también, su respuesta al tratamiento (52).

En el aio 2000, Perou y col definieron una lista de genes “intrinsecos”, es decir, genes
cuya expresidn varia mucho entre los tumores de diferentes pacientes en comparacién
con las muestras repetidas (53). El andlisis de agrupamiento jerarquico utilizando esta
lista de genes reveld la existencia de cuatro subtipos moleculares de cancer de mama:
Luminal, tipo HER,, Basal y similar a la mama normal. Un estudio posterior de los
mismos investigadores, con un nimero mayor de pacientes, puso de manifiesto que el
grupo Luminal podia dividirse en al menos en dos grupos: Luminal A y B, y que los
diferentes subtipos moleculares se asociaban con diferentes prondsticos (54).

Mas recientemente se ha identificado un nuevo subtipo intrinseco de cancer de mama
conocido como Claudin-low (55). Son tumores del tipo “triple negativo”, de mal
prondstico, con una tasa de respuesta a la quimioterapia neoadyuvante intermedia
entre los tumores basales y los luminales (56), que tienen propiedades bioldgicas
similares a las de las células madre cancerosas.

Aunque los perfiles moleculares no han sustituido a los métodos diagndsticos
convencionales, si que han contribuido a un mejor entendimiento de la biologia del

cancer de mama, influyendo en la toma de decisiones de tratamiento de las pacientes.
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1.6.1 SUBTIPOS MOLECULARES

1.6.1.1 Subtipo Luminal A: Son los tumores de mama mds frecuentes (50-60%),
presentan elevados niveles de expresion de genes activados por el RE'y
bajos niveles de expresion de genes proliferativos (57).
El cdncer de mama Luminal A se caracteriza por la expresion de
receptores de estrégenos (RE), receptores de progesterona (RP), Bcl-2
y citoqueratinas CK8/18 y por la ausencia de sobreexpresidon de
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico (HER2).
Estos tumores generalmente muestran un bajo grado histoldgico y
tienen un prondstico excelente (58).

1.6.1.2 Subtipo Luminal B: (10-20%) Son los que peor se definen mediante
técnicas de IHQ. Ademas de la expresién de RE y/o RP, a menudo
expresan HER2, EGFR y ciclina E1.
La principal diferencia bioldgica entre éstos y los tumores Luminal A es
el perfil de los genes de proliferacién, tales como MK67 y ciclina B1, que
tienen una mayor expresion en los Luminales B.
Suelen presentar un fenotipo mas agresivo, con frecuencia
muestran un mayor grado histolégico y un mayor indice proliferativo y
tienen un prondstico significativamente peor que los Luminales A (59).
Como se demuestra en diferentes estudios son tumores quimio-
resistentes y relativamente resistentes a la hormonoterapia (60).

1.6.1.3 Subtipo Her2: (10-15%) Estos tumores muestran una elevada expresion
del gen HER2, genes asociados a la via HER2 y genes de proliferacién.
Ademas de una baja expresion de la agrupacién de genes luminales. Por
esta razon, estos tumores suelen ser negativos para RE y RP, y positivos
para HER2.
Es importante sefalar, que este subtipo comprende sélo la mitad de los
canceres de mama HER+. La otra mitad que tiene alta expresion de
HER2 se agrupa con genes luminales, clasificandose en el grupo

Luminal B (61).
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Morfolégicamente son tumores altamente proliferativos que muestran
un alto grado histoldgico. Desde el punto de vista clinico se caracterizan
por un mal prondstico, aunque su historia natural adversa se ha visto
modificada en los ultimos afos por los avances terapéuticos de las
terapias anti-HER2 (62) (63), ya que al igual que los tumores basales,
presentan una elevada quimiosensibilidad.

1.6.1.4 Subtipo “Basal-like”: (10-20%) Reciben este nombre porque las células
neopldsicas de estos tumores expresan genes que habitualmente se
encuentran en las células basales y células mioepiteliales normales de la
mama.
Se caracterizan por la baja expresién de los grupos de genes luminales y
HER2, por ello, desde el punto de vista de IHQ son RE-, RP- y HER2-, lo
gue ha hecho que se denominen “triple negativo”. Sin embargo, aunque
la mayoria de los tumores triple negativo se corresponden con el
subtipo “Basal-like “de Perou, y la mayoria de los tumores basales son
triple negativo, existen diferencias significativas entre ellos (64).
Algunos autores definen 2 grupos dentro de los “Basal like”, los que son
triple negativo y con positividad para EGFR y citoqueratinas (CK) 5y 6y
los que sélo son triple negativo (65).
Aunque no tienen rasgos especificos que permitan identificarlos de una
forma util en las tinciones de rutina, los carcinomas basales suelen ser
de alto grado histolégico, tienen un elevado indice mitético,
arquitectura solida y necrosis central, bordes expansivos, infiltrado
linfocitario prominente, escaso estroma y una elevada relacion
nucleo/citoplasma. Existe una fuerte asociacién con los canceres de
mujeres BRCA1 mutado en la linea germinal, en los cuales casi el 90%
son tumores Basal-like (66).
Este tipo de tumores clinicamente se caracterizan por ser mas
frecuentes en mujeres premenopausicas, de ascendencia africana

e hispana. No suelen presentar afectacidn ganglionar axilar. El riesgo de
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recaida es maximo en los 3 primeros afos tras el tratamiento y la
mayoria de las muertes ocurren en los primeros 5 afios. Tienden a
metastatizar en el cerebroy los pulmones. Muestran una elevada tasa
de respuesta a los esquemas de quimioterapia, pero
paraddjicamente, a pesar de ello son tumores que cuentan con un
peor prondstico (67).

1.6.1.5 Subtipo “Claudin-low”: (12-14%) Este subtipo se situa préoximo al basal-
like, ya que ambos comparten algunas caracteristicas de expresién
génica, como son una baja expresion de HER2 y del grupo de genes
luminales. Lo que lo caracteriza es una baja expresidon de los genes
relacionados con las uniones estrechas y la adhesion intercelular y una
elevada expresion de los genes relacionados con la respuesta inmune y
genes de la matriz extracelular y mesenquimales (68).
La mayoria de estos tumores son carcinomas ductales infiltrantes de
alto grado, con una alta frecuencia de diferenciacién metaplasica y
medular (69). Suelen mostrar un fenotipo triple negativo al igual que los
tumores basales, aunque un 15% puede expresar receptores
hormonales y otro 15% puede expresar el receptor HER2.
Ademas, este tipo de tumores presentan un mal prondstico, y datos
preliminares demuestran que tienen una tasa de respuesta a la
guimioterapia neoadyuvante intermedia entre los tumores
basales y los luminales, aunque futuros estudios nos ayudaran a

determinar mejor la sensibilidad terapéutica de este subtipo (70).
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1.7 TRATAMIENTO QUIRURGICO DEL CANCER DE MAMA

El tratamiento quirdrgico del cancer de mama ha ido cambiando a lo largo de los afios
segln ha ido avanzando el conocimiento de la enfermedad. Inicialmente se trataba
como una enfermedad locorregional, que implicaba tratamientos locales muy
agresivos (71). Pero ya desde 1972 se acepta el concepto de que nos encontramos
ante una enfermedad sistémica con una alta capacidad de producir metastasis a
distancia, que requiere un tratamiento multidisciplinario (72). Esto ha hecho que en la
actualidad, en la mayoria de los casos, se empleen tratamientos quirdrgicos menos
mutilantes, que permiten conservar la mama y la axila, y que asociados a la
radioterapia, consiguen los mismos resultados que se obtenian realizando cirugias

mucho mas agresivas (73).

1.7.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA MAMA

1.7.1.1 Tratamiento conservador: Pretende la conservacion de la mama,
mediante la escisién local, mas o menos extensa del tumor, seguido de
radioterapia complementaria. Precisa la reseccién del tumor con
margenes 6ptimos (microscépico mayor de 1 mm).
Contraindicaciones a la realizacion de este tratamiento serian:
Radioterapia previa, desproporcidén entre el tamafio de la mama vy el
tumor, la existencia de microcalcificaciones extensas, margenes
positivos tras repetidas resecciones o preferenciade la paciente. La
existencia de enfermedad multicéntrica (2 6 mds tumores en cuadrantes
separados), las enfermedades del colageno y el embarazo, se pueden
considerar contraindicaciones relativas.

1.7.1.2 Mastectomia: Implica la exéresis de la glandula mamaria, incluyendo
la fascia del musculo pectoral mayor. Se realizard cuando estd
contraindicado el tratamiento conservador, haya imposibilidad de
radioterapia adyuvante o por deseo expreso del la paciente. La técnica

que se lleva a cabo habitualmente es una mastectomia total con
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extirpacién de piel y complejo areola-pezdn sin desinsercién de los
musculos pectorales (tipo Madden). Aunque actualmente esta
extendiéndose la realizacion de mastectomias ahorradoras de piel
(skin sparing) con reconstruccién inmediata, ya que se ha
demostrado que son oncolégicamente seguras, con tasas de
recidiva local y supervivencia libre de enfermedad comparables a

las de la técnica cldsica (74).

1.7.2 TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA AXILA
El objetivo principal de la cirugia axilar en el cancer de mama es el control local
de la enfermedad y la estadificacion del tumor (75), ya que como hemos
comentado previamente, el estado de los ganglios axilares constituye el
factor prondstico mds importante en esta enfermedad, y debe tenerse en
cuenta para elegir la correcta estrategia terapéutica.
Para lograr estos objetivos durante la mayoria del siglo XX la linfadenectomia
axilar (LA) se considerd el tratamiento quirurgico estandar.
Esta técnica implica la extirpacion de todo el tejido célulo-adiposo que estd
situado por debajo y por detrds de la vena axilar, de la hendidura formada por
el musculo subescapular y la pared toracica y el situado a lo largo del surco
formado por la pared toracica y el dorsal-ancho. Debe conservarse el paquete
vasculo-nervioso de los musculos pectorales y el pediculo del dorsal ancho, asi
como los vasos subescapulares y el nervio toracico largo (76).
Pero como es bien sabido, la LA no estd exenta de complicaciones, como son:
Lesiones nerviosas, con aparicion de parestesias y a veces afectacion del
paquete vasculonervioso del gran dorsal, seromas, linfedema crénico,
infecciones del brazo, entorpecimiento en los movimientos del brazo...
Hasta finales del siglo pasado la LA se realizaba de forma sistematica en todo
cancer de mama, pero esto es algo que ha cambiado de forma radical en la

actualidad, gracias a la técnica de biopsia selectiva de ganglio centinela, que
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nos ha permitido realizar una estadificaciéon de la enfermedad de una forma

minimamente invasiva en pacientes con axila clinicamente negativa.
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1.8 BIOPSIA DE GANGLIO CENTINELA

El ganglio centinela (GC) es aquel ganglio que recibe el flujo linfatico directamente de
un tumor sélido invasor, flujo que posteriormente progresa hacia ganglios linfaticos
secundarios y terciarios (figura 1).

A pesar de que anatémicamente el sistema linfatico constituye una red vascular mas o
menos compleja, desde el punto de vista funcional, se produce un determinado orden
direccional del flujo tumoral eferente, que se traduce en una “progresién ordenada”
de las metastasis linfaticas tumorales cuando se inicia la invasion a distancia.

Por lo tanto, la localizacién y biopsia de este primer ganglio, en pacientes
diagnosticadas de cancer de mama, con axila clinica y ecograficamente negativa, va a
predecir el estado histolégico del resto de los ganglios axilares. Permitiendo prescindir

de la LA en los casos en que dicho ganglio sea negativo.

Ganglio
centinela

“Figura 1. Representacién de drenaje linfatico desde un tumor de mama al ganglio centinela en la axila.

1.8.1 EVOLUCION HISTORICA
El concepto de GC fue definido por primera vez en 1960 por Gould y col (77), en
el cancer de pardtida. Pero fue el urélogo R. Cabanas en 1977 quien, en su
estudio sobre cancer de pene, realizd una verdadera formulacién de Ia
hipotesis del GC. Con contraste radioldgico y guiandose por linfangiografia en

pacientes con cancer de pene, fue capaz de localizar este ganglio,
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describiéndolo como la primera localizacién de las metastasis ganglionares,
indicando, que si su biopsia era negativa, se podia evitar la reseccién en bloque
del resto de los ganglios de la cadena inguino-fémoro-iliaca (78). Pero este
trabajo tuvo poca difusién, hasta 1992 en que Morton y col (79) recuperan el
concepto de GC aplicado al tratamiento del melanoma y en 1994 Giuliano y col
lo describen en el cancer de mama (80). Estos autores consiguen localizar el GC
intraoperatoriamente gracias al uso de colorantes vitales, algo que también
habian conseguido Krag y col (81) en 1993 utilizando trazadores isotépicos y
una sonda de deteccién gamma durante la intervencién, en casos de cancer de
mama.

En 1996 Albertini y col (82) publican un trabajo en el combinan ambos métodos
de localizacién, consiguiendo una mejora de los resultados.

A partir de ese momento la validacién del procedimiento de BSGC, condujo al
abandono progresivo da la realizacién rutinaria de la LA en las pacientes
tratadas de cancer de mama con axilas clinica y ecograficamente negativas.
Reservandose Unicamente para aquellos casos en que se detectasen metastasis

en el GC o éste no se consiguiese identificar (83).

1.8.2 INDICACION CLINICA
Los criterios de inclusién y exclusion para realizar la técnica de BSGC,
consensuados por la Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia en la revision

del 2013 se resumen en la tabla 2 (84).
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Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion para BSGC

INDICACIONES

1. Carcinomas infiltrantes T1, T2 y T3, siempre que la axila sea clinica,
ecografica y patolégicamente negativa.

2. Carcinoma intraductal con indicacion de mastectomia. Puede considerarse
en casos de alto riesgo de microinfiltracion.

3. En el carcinoma de mama del varon, se siguen las mismas indicaciones que
en la mujer.

CONTRAINDICACIONES

La verificacion preoperatoria de afectacion ganglionar mediante pruebas
de imagen (ecografia) y, al menos, citologia de las adenopatias
sospechosas con diagndstico compatible con metastasis de carcinoma.

Carcinoma inflamatorio.
Radioterapia axilar previa a dosis de 50 Gy.

Carcinoma localmente avanzado con infiltracion ganglionar, en ausencia
de tratamiento sistémico primario.

Segun el consenso, no constituyen criterios de contraindicacidn para realizar la
BSGC los siguientes:

— La realizaciéon de una biopsia escisional previa, siempre que no aparezcan
criterios de exclusién.

— Cirugia plastica de aumento o reduccién mamaria previa.

— Tumores multifocales o multicéntricos.

— Cirugia conservadora con BSGC previa por carcinoma. No hay evidencia para
contraindicar una nueva BSGC, aunque es necesaria la valoracién individual de

cada caso, en funcién de la dosis de irradiacion recibida en la axila.

52



INTRODUCCION

— Mujeres gestantes o puérperas lactantes, previa la retirada de la lactancia 24
horas (85). Se recomienda utilizar la minima dosis posible de trazador y realizar
la inyeccion el mismo dia de la cirugia. En estos casos esta contraindicado el
uso de cualquier colorante vital.

— La BSGC en pacientes subsidiarias de quimioterapia neoadyuvante sigue siendo
en este momento un tema que suscita controversia. Las indicaciones han
cambiado a medida que se ha ido adquiriendo experiencia. Inicialmente no era
aceptada la realizacién de la BSGC después de la quimioterapia, ya que no
existia un nivel de evidencia suficiente. En el afio 2013 se publicaron los
resultados del estudio SENTINA (86) y el ACOSOG Z1071 (87). En ambos, la tasa
de identificacién del GC postneoadyuvancia, es inferior a la técnica estandar y
la tasa de falsos negativos superior, que en las pacientes no tratadas con
guimioterapia. No obstante los dos estudios coinciden en la importancia de dos
factores que mejoran ambos parametros, que son, el nimero de GC analizados
y la utilizacidon combinada de radiofarmacos y colorantes.

La inclusion de la ecografia axilar antes y después de la quimioterapia ha
afadido una mayor eficacia en la seleccion de las pacientes. Los ganglios

12 .
> 0 con una semilla

afectos pueden ser marcados con una semilla de |
metalica, lo que permite la extirpacién guiada de los mismos durante la
intervencion quirdrgica y el estudio intraoperatorio, valorando la respuesta al

tratamiento neoadyvante (88).

1.8.3 TECNICAS PARA LA LOCALIZACION DEL GC
Para la localizacidn del GC se utilizan dos tipos de sustancias: los colorantes y
las particulas coloidales marcadas con un isdtopo radiactivo (generalmente
M),

Ambas se inyectan en la vecindad de la lesién y difunden por los capilares

linfaticos hasta los ganglios, depositandose en el primero de la cadena linfatica

regional a la que drena dicho tumor.
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Describiremos ambas técnicas. Pero en el momento actual se considera

imprescindible el uso del radiotrazador como marcador del ganglio. Es

aceptable utilizar la técnica mixta, fundamentalmente en el periodo de

aprendizaje y en aquellos casos con dificultades de visualizacion en Ia

linfogammagrafia preoperatorio, pero se desaconseja el uso exclusivo de

colorante (89).

1.8.3.1 Técnica con colorantes: Los colorantes recomendados en la
actualizacion del consenso sobre biopsia selectiva de ganglio centinela
en cancer de mama de la Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia
Mamaria (2013) son el azul de metileno, azul patente y azul de isosulfan
(84).
La técnica consiste en la inyeccion del colorante alrededor del tumor o
en el plexo subareolar en caso de lesiones no palpables. Pasados entre
5-20 minutos se realiza la incision a nivel axilar, identificando los
linfaticos aferentes tefiidos, que confluyen hacia el GC teiiido.
Es una técnica sencilla, que no precisa de medios técnicos adicionales, y
gue permite el control visual del GC tefiido. Sin embargo, tiene varios
inconvenientes, como son la necesidad de una mayor incisidn
quirdrgica, fundamentalmente en el periodo de aprendizaje, para
visualizar los linfaticos y los GC tefiidos, el desconocimiento previo de la
localizacion y el nimero de GC y drenajes multiples, al no tener una
linfogammagrafia previa y la posibilidad de reacciones adversas graves
(90), por lo que la inyeccion debe realizarse en quiréfano tras la
induccidn anestésica.

1.8.3.2 Técnica con isdtopos: Se basa en la utilizacién de pequefias sustancias

coloidales o micelas, que se marcan con 9omy

C.
Las sustancias coloidales son moléculas de tamafio variable, sin ninguna
afinidad por las células tumorales que al ser inyectadas en el tejido
intersticial se introducen en los capilares linfaticos, desde donde son

transportadas hasta los ganglios. Una vez alli, son fagocitadas por los
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macréfagos donde permanecen, hasta ser destruidas, lo que permite la
visualizacién del GC en la gammagrafia y su posterior localizacion en
quiréfano con la sonda detectora. Cuando el GC esta extensamente
invadido por metdstasis, se bloguea el mecanismo fagocitario,
desviando el radiotrazador a otro ganglio no centinela, lo que puede dar
lugar a errores de localizacién del GC.

Estas moléculas, deben tener un tamafo lo suficientemente pequefio
para facilitar la rdpida migracién a los capilares linfaticos, y lo
suficientemente grande para no pasar al torrente sanguineo. En Europa,
se utilizan habitualmente coloides de tamaio intermedio, como el
PMTc-albimina nanocoloide (50-100 nm) y el **™Tc-sulfuro de renio
coloidal (100 nm).

El tipo de inyeccion del radiotrazador ha constituido el aspecto mas
controvertido del procedimiento de la BSGC en el cancer de mama. Se
distinguen inyecciones superficiales (cutdneo-areolares) y profundas
(peri o intratumorales). En las primeras existe un porcentaje minimo de
visualizaciones de ganglios linfaticos no axilares. En las segundas éstos
se objetivan en el 20-40% de los casos, reflejando por lo tanto vias
separadas para el drenaje profundo y el superficial (91). Dentro de estas
distintas opciones se proponen también protocolos de inyeccion doble o
combinada (superficial y profunda), de modo sincrénico, para
aprovechar las ventajas técnicas de ambos métodos (92).

La dosis varia entre 18,5-111 MBq (0,5-3 mCi), en funcién del tiempo
transcurrido desde la inyeccidn hasta la intervencién quirurgica (que
puede ir de 2 a 24 horas). El volumen administrado varia entre 0,2-3 ml
segun los centros (93), puede inyectarse en una o varias dosis (entre 2 y
4).

Posteriormente a la inyeccidon se realiza la linfogammagrafia para
valorar la distribucidén del radiotrazador. Se prefiere una gammacamara

con campo de visién amplio. Las imagenes deben ser obtenidas de

55



INTRODUCCION

forma secuencial, en diversas proyecciones y a distintos intervalos de
tiempo. La rapidez con la que se detecta el GC varia segun la via de
administracion utilizada. Se adquieren imagenes desde los 15-30
minutos de la inyeccion, hasta las 2-4 horas, o hasta la identificacion del
GC. Si se realiza el dia anterior a la intervencidén, se puede adquirir una
imagen tardia (16-24 h), en los casos en los que no se haya identificado
el ganglio. Esta técnica proporciona una clara visualizacidon de los GC,
ofreciendo informacién sobre su numero y localizacién, lo que permite
realizar marcas cutaneas que nos ayudaran a su localizacion durante la
cirugia.

Si se dispone de equipos SPECT-CT, se aconseja utilizarlos, en los casos
en los que no se haya conseguido identificar el GC en Ia
linfogammagrafia, o cuando se prevea que una localizaciéon anatdmica
mas precisa pueda simplificar significativamente la intervencién
quirdrgica, como en el caso de ganglios con aparente bajo contaje o
ganglios extraaxilares.

Para la deteccién intraoperatoria del GC se utiliza una sonda portatil
detectora de particulas gamma (figura 2). Existen multiples modelos,
con pequenas diferencias entre ellos, pero lo que se recomienda de
forma general es que el sistema sea ergondmico, manejable y con un
dispositivo de visualizacién que ofrezca simultdneamente la cifra de
cuentas obtenida y una sefial audible en concordancia.

Se considera como GC durante el acto quirurgico, el que presenta una
actividad maxima en la region donde se ha localizado previamente en la
linfogammagrafia, asi como todos los ganglios con una actividad
significativa superior al 10% de la cifra maxima obtenida en el GC
anterior (94). Debe realizarse una exploracion exhaustiva de la axila o de
las zonas previamente marcadas para asegurar que no hay actividad

significativa que sugiera la posibilidad de otros GC.
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Finalmente, debe realizarse una exploracion exhaustiva del lecho
quirdrgico, recomenddandose la extirpacién de cualquier otro ganglio
palpable, sospechoso de afectacién metastdsica, independientemente

de contaje. Esta maniobra disminuye el nimero de falsos negativos (95)

Figura 2. Gamma-sonda para deteccidn intraoperatoria de GC.

La detecciéon gammagrafica de GC(s) en la cadena mamaria interna debe
conllevar su biopsia, siempre que sea técnicamente factible.

Ante la no migracion del trazador a la axila y sélo hacia la mamaria
interna, se puede realizar la inyeccién con colorante, recomendando
seguir la misma metodologia de la inyeccién de is6topo. También es
posible la realizacidn de reinyeccién de radio-trazador o el seguimiento

clinico y con técnicas de imagen (96).

1.8.4 ESTUDIO HISTOPATOLOGICO DEL GANGLIO CENTINELA
El diagnodstico del/los GC debe ser intraoperatorio siempre que sea posible,
para aumentar la eficiencia de la técnica (97), excepto en el caso de afectacion
de la cadena mamaria interna, cuya biopsia intraoperatoria no es necesaria
porgue no entraia ningln gesto quirurgico adicional.
Son aceptables hasta tres GC, aunque es recomendable limitar su nimero a
dos.
Existen diversas técnicas para el estudio anatomopatoldgico del ganglio
centinela.

1.8.4.1 Estudio histoldgico convencional: Suelen utilizarse dos técnicas:
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— La técnica de congelacion en parafina: Debe consistir en secciones a
distintos niveles del ganglio y posterior tincion con Hematoxilina-Eosina
(HE), que permitan detectar, por lo menos, metastasis de mds de 2 mm
(98). La especificidad de la prueba oscila alrededor del 99%. Sin
embargo tiene una sensibilidad de entre el 40-80%, especialmente para
las metdstasis menores de 2 mm y para los carcinomas lobulillares (99).
El sistema TNM (51), basandose en el diametro tumoral como factor
prondstico, medido en milimetros sobre la seccion de HE, clasifico las
metdstasis en 3 tipos distintos:

I. < 0,2 mm: Células tumorales aisladas (CTA)
[I.>0,2 mm <2 mm: Micrometastasis
[ll. > 2 mm: Macrometastasis

— Extensidn citolégica mediante improntas o raspado: Técnica sencilla,
rapida y barata, pero menos precisa que la anterior, por lo que no suele
ser un método recomendado.

En ambos casos no es posible realizar el estudio del GC en su totalidad,
por lo que es necesario un estudio diferido del ganglio restante,
realizando secciones cada 200 L.

1.8.4.2 Técnicas de inmunohistoquimica (IHQ): Para estudio diferido del
ganglio, es aceptable, en caso de duda, el uso de anticuerpos
anticitoqueratina AE1/AE3, CK7, CK19, CAM5.2 6 anticuerpos contra el
antigeno de la membrana epitelial EMA. Tienen una buena relacidn
coste-efectividad e incrementan entre un 15-20% la deteccion de
micrometastasis (100).

1.8.4.2 Estudio molecular: EI método actualmente mas recomendado en
Espana, para el estudio intraoperatorio del GC es el método molecular
OSNA® (One Step Nucleic Acid Amplification) (Sysmex)(91).
Es una técnica desarrollada en Japdn en el afio 2000, cuyo fundamento
consiste en una PCR mediada por bucles, disefiada para la amplificacién

del ARNm de la Citoqueratinal (ARNm-CK19). EI ARNm-CK19 fue
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seleccionado como marcador de eleccién, después de haber sido
comparado con otros 45 marcadores, por ser el que mostré mejor
capacidad de discriminar entre ganglio metastdsico y no metastasico
(101).

La reacciéon de amplificacién tiene lugar en condiciones isotermas
(65°C), lo cual evita la amplificacién simultdnea del ADN gendmico, en
un tiempo aproximado de 16 minutos para la primera muestra y de 1
minuto para cada muestra afiadida. La reaccion de amplificacién se
detecta por medio de un detector de amplificacién génica, que
cuantifica el nimero de copias de ARNm-CK19 sin necesidad de
extraccién ni purificacion previa de los acidos nucleicos.

La correlacién entre el nUmero de copias de ARNm-CK19 y el tamafio de
la metdstasis, se determind por analisis estadistico de la distribucién
logaritmica normal del nimero de copias, obtenido del estudio OSNA®
de 106 ganglios linfaticos (102).

La macrometastasis se definiéd por el nimero de copias de ARNm-CK19
contenidas en un bloque de tejido tumoral de 2 mm, correspondiente a
un numero igual o superior a 5000 copias/ul. Valores comprendidos
entre 250-5000 copias/pl, se consideran micrometdstasis. Valores
inferiores a 250 copias se consideran negativos.

Actualmente se ha introducido el concepto de “Carga Tumoral Total”
(CTT), sélo aplicable al estudio molecular del GC, definido como la suma
del nimero de copias de ARNm-CK19 de cada uno de los GC. Esta
variable constituye una herramienta de gran impacto clinico (103), al
facilitar la toma de decisiones terapéuticas sobre la axila durante el acto
quirdrgico y permite definir distintos puntos de corte, en funcién de la
sensibilidad y especificidad deseadas, tanto para la afectacion
(metastasis si-no) de los ganglios no-centinela, como para la prediccién

del nimero de ganglios axilares no-centinela metastatizados. Peg y col
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recomiendan el punto de corte de 15000 copias para la indicacidon de
linfadenectomia axilar (104).

Las ventajas que ofrece OSNA® respecto al estudio histoldgico, son que
permite el estudio del GC en su totalidad, sin pérdida de tejido y en un
tiempo asumible intraoperatoriamente. Que cuantifica de forma precisa
y reproducible el volumen de la metastasis y que elimina la variabilidad
interobservador.

Como inconveniente, no se puede realizar esta técnica en aquellas
pacientes en las que no se exprese CK19 en mas del 30% de las células
tumorales (técnica de inmunohistoquimica) en la biopsia con aguja

gruesa que se realiza en el momento del diagnéstico del tumor.

1.8.5 CONDUCTA A SEGUIR ANTE UN GC AXILAR POSITIVO. ¢ES POSIBLE EVITAR LA
LINFADENECTOMIA AXILAR? SITUACION ACTUAL.
Como ya hemos comentado previamente, a dia de hoy, la BSGC es la técnica
estdndar para la estadificacién ganglionar, en pacientes diagnosticadas de
cancer de mama, con axila clinica y ecograficamente negativa. Y se ha
mostrado, tan eficaz como la LA, en pacientes con GC negativo, en cuanto a
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (105) (106).
Por otro lado, la puesta en marcha de los programas de cribado poblacionales
ha dado como resultado el diagndstico de la enfermedad en etapas mas
tempranas y por tanto sin afectacion, o con minima afectacién ganglionar. La
BSGC ha permitido en estos casos, evitar la LA a un 60-70% de las pacientes por
tener el GC negativo.
También gracias a la técnica de BSGC se ha incrementado la deteccion de
micrometdstasis, debido al mayor nimero de cortes seriados con HE y al uso de
IHQ, alcanzando cifra de entre el 15-48% segun la literatura (107).
Por todo lo anterior, entre el 40-70% de los casos en que el GC estd afecto, el
resto de los ganglios de la LA estan libres de enfermedad (108), porcentaje que

aumenta hasta el 80-85% en el caso de las micrometastasis (109).
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Llegados a este punto se plantea la pregunta de cémo identificar a esas
pacientes en las que el GC es el Unico positivo, evitando asi la realizaciéon de una
LA que Unicamente nos aportaria morbilidad.

Surgen entonces, a partir de 2002, multiples trabajos en busca de factores que
nos ayuden a encontrar la respuesta.

En 2003 se publica un primer meta-analisis, realizado por Degnim y col (110),
gue recoge los resultados de 15 de estos estudios, de los que seleccionan 11.
De este trabajo surgen los factores prondstico que son mas frecuentes y que,
en diferente orden y porcentaje, se van a repetir en la mayoria de los estudios
publicados, que son: El tamafio de las metastasis del GC, el tamafio tumoral del
tumor primario, la invasién linfovascular, la extensién extranodal y el nimero
de GC positivos.

Se presenta entonces el primer nomograma, desde el Memorial de Nueva York
(MSKCC) (111), que sigue siendo hoy en dia el de mayor difusién en la préctica
clinica. Se considera que es el que presenta la mayor discriminacién para
predecir la probabilidad de metdstasis en los ganglios no centinela. Sin
embargo, una de las principales criticas a este nomograma, ha sido la no
inclusion de la variable tamafio de la metastasis, como variable independiente,
gue en muchos trabajos aparece como el parametro de mayor valor estadistico
para evitar la LA (112).

A partir de ese momento fueron apareciendo un buen nimero de nomogramas
valorando estos factores prondsticos, para el diagnéstico del estado del resto
de la axila, cuando nos encontramos un GC positivo.

A parte del MSKCC, los mas utilizados son los de Stanford (113), Cambridge
(124) y el Hospital Tenon (115).

Sin embargo, se considera, que la utilizacién de nomogramas como elemento
Unico en la toma de decisiones clinicas tiene dos limitaciones. Por un lado, se
dice que constituyen un elemento valioso en la institucién de origen, pero
pueden perder su precisiéon cuando se aplican a otras instituciones porque el

perfil de las pacientes puede ser diferente. Y por otro lado, los nomogramas
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actuales no incluyen los subtipos tumorales como variable independiente (sélo
el del MSKCC incluye los receptores estrogénicos), algo que segun estudios
recientes ayudaria a aumentar su precision predictiva (116)

Por todo ello, la aplicacidn de los nomogramas, puede considerarse como un
elemento mas en la toma de decisiones, pero no el Unico, siendo fundamental
individualizar cada caso (117).

Respecto a la necesidad de realizar o no una LA en las pacientes en las que se
detectan micrometdastasis en el GC, se han publicado multiples trabajos (118),
con resultados muy dispares. Algunos de ellos concluyen que la presencia de
micrometdstasis en el GC se asocia a un porcentaje no despreciable de
afectacién del resto de los ganglios axilares (15%) (119), con un impacto
significativo en la evolucién clinica, disminuyendo el tiempo libre de
enfermedad (120) y aumentando el nimero de recaidas regionales (121). Sin
embargo otros, como el estudio IBCSG 23-01 del “International Breast Cancer
Study Group” (122) que incluyé 934 pacientes con micrometastasis y tumores
menores de 5 cm, randomizadas en dos grupos, uno a LA y otro a control, tras
un periodo de seguimiento de 49 meses, no encontré diferencias significativas
en cuando a supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global.

En la actualidad y siguiendo las recomendaciones del Consenso Internacional de
St. Gallen 2011 (123), se considera que se puede evitar la linfadenectomia axilar
en los casos en que se detecten micrometastasis en un solo ganglio centinela,
independientemente del tipo de cirugia realizada. Aunque para algunos autores
no hay suficiente evidencia para aplicarlo a las pacientes mastectomizadas,
debido a que no recibiran tratamiento radioterdpico posterior (124)

Pero la principal controversia en la actualidad se centra en las mujeres con
afectaciéon del GC por macrometastasis. Hasta hace pocos anos no habia dudas
de que ante la deteccién de macrometastasis en el GC lo indicado era realizar
una LA, pero desde la publicacién del ensayo ACOSOG Z0011 de Giuliano y cols
(125) este concepto ha ido cambiando, y es a dia de hoy un tema que genera un

gran debate.

62



INTRODUCCION

El trabajo de Giuliano y cols es un estudio multicéntrico, prospectivo y
randomizado, que incluye 891 pacientes diagnosticadas de carcinoma
infiltrante de mama entre 1999 y 2004, con tumores menores de 5 cm (T1-T2),
sin afectaciéon clinica axilar, con < 2 GC positivos (se excluyeron las que
presentaban invasidn extracapsular) y tratadas con cirugia conservadora. Todas
las pacientes recibieron radioterapia tangencial y tratamiento adyuvante
sistémico posterior. Fueron aleatorizadas en dos grupos: 446 a observacién y
445 a LA (se exigio un minimo de 10 ganglios). Tras un seguimiento minimo de 6
afios, objetivé que no existian diferencias significativas en el intervalo libre de
enfermedad ni en la supervivencia global entre ambos brazos de tratamiento.
Por lo tanto, ante estos resultados los autores concluyeron que en aquellas
mujeres con tumores que cumplan los criterios de inclusion descritos en el
estudio, se podia evitar la realizacién de una LA.

Sin embargo, se han criticado de forma insistente algunos aspectos de este
trabajo, porque se considera que presenta debilidades metodoldgicas
importantes (126) como son:

— El haber reclutado menos de la mitad de las pacientes previstas en el
disefo inicial del estudio (1900 pacientes).

— Que no haya uniformidad en las caracteristicas de ambos grupos de
pacientes. Ya que si parece existir una tendencia a la inclusién de casos
mdas avanzados en el grupo de la linfadenectomia, con tumores de
mayor tamafio, mayor invasién linfovascular y un mayor ndmero de
ganglios axilares afectos.

— EI 80% de las pacientes tenian receptores de estrogeno positivos, lo que
sesga la muestra hacia tumores de buen comportamiento bioldgico y
susceptibles a la manipulacién hormonal.

— La no realizacién de estudios del c-erb-B2, ya que al inicio del estudio
no era un procedimiento estandar en el estudio histoldgico (127), lo cual
limita el analisis de los datos en los tumores con expresidon de esta

oncoproteina o en los triple negativos.
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— Otros como incluir a casi un 50% de pacientes con micrometastasis, un
7% de pacientes sin GC afecto y a un 13,7% (en el grupo de LA) con mds
de 4 GC afectos.

A pesar de toda la controversia suscitada por este estudio, otras publicaciones
apoyaron estos resultados (128) y en muchos centros se comenzé a abandonar
la LA en aquellas pacientes con macrometastasis en el GC, que cumplian los
criterios de Giuliano (129). Aunque algunos grupos contindan cuestionando su
aplicacion (130).

A dia de hoy las recomendaciones de las principales sociedades y guias sobre
este tema son:

— Sociedad Europea de Oncologia (ESMO) (131): Exponen los resultados
del estudio de Giuliano et al (125): En las pacientes con tumores
invasivos de mama T1-T2 y cNO, con 1-2 ganglios centinela positivos,
gue reciban irradiacion tangencial adyuvante, podria evitarse la LA, ya
qgue las tasas de supervivencia global, tiempo libre de enfermedad vy
recurrencia local, son similares a las de las pacientes sometidas a cirugia
axilar.

Describen también, que otra opcidn en los casos con cNO y ganglios
centinela metastasicos, es la irradiacion axilar, como demuestra el
estudio AMAROS (del que hablaremos mas adelante).

Sin embargo, concluyen con que estos resultados necesitan ser
confirmados, y no pueden extenderse a pacientes con caracteristicas
diferentes a los incluidos en el estudio de Giuliano.

— Sociedad Americana de Oncologia (ASCO) (132): Los clinicos no deberian
recomendar la LA a mujeres con cancer de mama en estadios iniciales,
con 1-2 GC metastasicos, en las que se vaya a realizar cirugia
conservadora y radioterapia convencional fraccionada de toda la mama.
Nivel de evidencia: Fuerte. Nivel de recomendacién: Alto.

— Sociedad Espafiola de Senologia y Patologia Mamaria (SESPM) (84): No

constituye indicacién de linfadenectomia axilar los casos con baja carga
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tumoral o perfil de bajo riesgo. Se considera perfil de bajo riesgo la
confluencia de los siguientes factores: Hasta un maximo de 2 GC
metastdsicos, estatus postmenopadusico, tamafo del tumor primario
menor de 3 cm, grado histolégico 1 6 2, RE y RP positivos, Her2
negativo, Ki67 < 14%, cirugia conservadora.

Constituye indicaciéon de linfadenectomia axilar una carga tumoral
mayor de 10000-15000 copias (OSNA) vy el diagnédstico de
macrometdstasis (TNM, 72 edicion) (51), salvo en el contexto de
pacientes con criterios de “bajo riesgo” del tumor primario, pacientes
gue cumplan los criterios del ensayo Z0011 o en el contexto de ensayos
clinicos.

Anaden que el diagndstico de macrometastasis en el GC, sin
linfadenectomia axilar, constituye indicacion de irradiacion axilar,
niveles | y Il (dosis recomendada 50 Gy, con una técnica adecuada al
volumen a irradiar).

“National Comprehensive Cancer Network” (NCCN) (133): En pacientes
con GC positivo se podria evitar la LA si la pacientes cumpliera con
TODOS los siguientes criterios: Tumor T1 6 T2. 1 6 2 GC positivos.
Cirugia conservadora. Radioterapia completa de la mama. No haber
recibido quimioterapia neoadyuvante (Nivel de evidencia Il1A)

Para las pacientes con axila clinicamente negativa a las que se vaya a
realizar mastectomia y para las que estd prevista la radioterapia, la
irradiacion axilar de los niveles | y Il puede sustituir a la LA, para el

control regional de la enfermedad.

En lo que respecta a tratar a las pacientes con macrometastasis en el GC con

radioterapia en vez de cirugia (LA), en el afio 2014 se publicaron los resultados

del ensayo AMAROS (134) que pusieron de manifiesto que la radioterapia axilar

proporciona los mismos resultados que la LA en pacientes tratadas de cancer

de mama T1-T2, sin adenopatias palpables y con GC positivo.
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Varios estudios y guias clinicas (como ya hemos comentado), hoy en dia,
apoyan que el diagndstico de macrometdstasis en el GC sin LA, constituye
indicacion de irradiacién de los niveles | y Il axilar (133) (135).

Y aunque el tratamiento radioterapico a nivel de la axila genera menor
morbilidad que la LA (134), el porcentaje de linfedema en estas pacientes aun
alcanza el 15% (25% en pacientes con LA) (136).

En la actualidad hay en marcha dos ensayos clinicos que tratan de dar
respuesta a en qué pacientes con macrometastasis en el GC se podria evitar el
tratamiento local de la axila (tanto quirdrgico como radioterapico), que son el
POSNOC (137), que aleatoriza pacientes tratadas de cancer de mama (T1-T2),
con macrometastasis en 1 6 2 GC, a las que se realiza mastectomia o cirugia
conservadora, en 2 grupos. Al primero se les administra tratamiento sistémico
adyuvante (quimioterapia y/o hormonoterapia) exclusivamente, y al segundo
tratamiento sistémico adyuvante y tratamiento local sobre la axila (LA o
radioterapia axilar). Y otro ensayo que el el OPTIMAL (138), cuyo objetivo es
mostrar la no inferioridad de la irradiacion incidental de la axila, comparada con
la irradiacion intencional, en términos de tiempo libre de enfermedad a 5 afos,
en pacientes con afectacién limitada del GC determinado por OSNA (entre 250-
15000 copias), tratadas con cirugia conservadora sin LA.

Pero, Llegados a este punto, podemos decir que a dia de hoy, aun no existe un
consenso claro sobre que actitud seguir ante una paciente en la que se
detecten macrometadstasis en el GC, ya que existe una gran variabilidad en la
practica clinica entre distintos centros (139).

Ante toda esta perspectiva actual, se impone la busqueda de nuevos factores
predictivos, de cara a optimizar la estrategia terapéutica en estas pacientes.

El grupo del Dr. Vizoso (140) (141) ha realizado estudios sobre una variedad de
pardmetros bioldgicos en el centro y la frontera de los canceres de mama y en
los ganglios linfaticos axilares metastasicos. Factores entre los que se
encuentran las metaloproteasas de matriz (MMPs) y sus inhibidores (TIMPs),

asi como algunos factores de transcripcién, como Pit-1.
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Y han encontrado que la expresién de MMP1 (Colagenasa intersticial) por las
células mononucleares inflamatorias (MICs) en los GC positivos, predice de
forma significativa el estado de los ganglios no centinela (GNC) en el cancer de
mama. Concluyendo en el trabajo publicado en 2013 en la “European Journal of
Cancer” (142), que en todos los casos estudiados en los que no se objetivd
expresion de MMP1 por las MICs de los GC positivos, el resto de los GNC no
estaban afectados (p<0,0001). Por lo tanto, podriamos decir que en estas
pacientes no seria necesario realizar ningln tratamiento adicional sobre la

axila.
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1.9 METALOPROTEASAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Las metaloproteasas (MMPs) son una familia de endopeptidasas (enzimas
proteoliticos) dependientes de calcio y zinc, capaces de degradar diferentes
componentes de la membrana extracelular (ME), de las que se han identificado 23
variantes en humanos (143). Se clasifican de acuerdo con el sustrato que degradan y
con la organizacion de sus dominios en colagenasas intersticiales, gelatinasas,
estromelisinas, matrilisinas y MMPs asociadas a membrana (MT-MMPs). Existen 8
MMPs que se incluyen en un grupo a parte, aun cuando algunas de ellas presentan
caracteristicas similares a las estromelisinas (144) (tabla 3).

Para nombrar a las MMPs se han utilizado 29 nimeros. No todos aparecen en la tabla
3, ya que los simbolos correspondientes a MMP-4, MMP-5 y MMP-6 son redundantes
en humanos, por lo que ya no se usan. MMP-18 se encuentra sélo en Xenopus laevis y
la correspondiente en humano ahora se identifica como MMP-19. MMP-22 fue
clonada originalmente en fibroblastos de embriones de pollo (145).

La mayoria de las MMPs son secretadas como proenzimas (zimdgenos), que son
activadas proteoliticamente en el espacio extracelular (146). Las MMPs activadas
pueden, a su vez, activar a otras MMPs, dando lugar a mecanismos de
retroalimentacion positiva.

La actividad de las MMPs se encuentra regulada, en parte, por los inhibidores tisulares
de las MMPs (TIMPs) (147). Los TIMPs son una familia de cuatro proteinas de
secrecidn, que se unen al sitio catalitico de las MMPs, inhibiendo su actividad, pero
también participan en la activacién de estas enzimas, al formar complejos con sus
formas latentes.

Ademas de ésta, se han sefalado otras actividades de los TIMPs, como son la induccion
de la apoptosis o su capacidad de bloquear la angiogénesis (148), bloqueando el
proceso de invasion tumoral y el desarrollo de metdstasis. Sin embargo, otros estudios
han demostrado que la expresién tumoral de TIMP-1 en el carcinoma gdstrico (149) y

mamario (150), se asocia de forma independiente con un peor prondstico de los
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pacientes. Estos datos nos resultan indicativos del complejo papel que desempefian los
TIMPs en el proceso tumoral.

Respecto a las MMPS, se sabe que desempefan un papel esencial en el recambio y la
remodelacién tisular (151). Participando en procesos fisioldgicos, como son la
reparacion de tejidos danados, el crecimiento éseo, la angiogénesis y la cicatrizacién
(152). Sin embargo, una excesiva o inadecuada expresiéon de MMPs puede influir en el
desarrollo de numerosos procesos patoldgicos como la artritis, las enfermedades
vasculares (153), la enfermedad periodontal (154), la esclerosis multiple, la invasién
tumoral y las metdastasis (155).

Uno de los principales mecanismos de accién por el que las MMPs favorecen la
invasion tumoral y el desarrollo de metastasis, se basa en la capacidad que tienen de
degradar el tejido conectivo estromal y los componentes de la membrana basal. Varias
citoquinas y factores de crecimiento (156), estimulan la secrecion de MMPs por las
células neopldsicas y las células del estroma (fibroblastos y células de la inflamacion)
en la zona de invasién del tumor, contribuyendo a la expansién del mismo.

Otro evento importante en la progresién del cancer es la angiogénesis. Y también en él
juegan un papel activo las MMPs, propiciando no sélo un lugar para el desarrollo de
nuevos vasos sanguineos al degradar los componentes de la matriz estromal, sino que
también contribuyen a la destruccién de ciertos sustratos. Favoreciendo que se
liberen, activen o generen moléculas que puedan actuar como inductores o inhibidores
de la angiogénesis (157).

Una vez que las células tumorales han migrado del tumor primario, pueden caer en
apoptosis; sin embargo, también en este momento las MMPs (MMP-7 MMP-9, MMP-
10 y MMP-15) tienen su protagonismo, actuando como factores antiapoptdticos y
permitiendo su diseminacion (158).

Se han publicado multiples estudios que relacionan la sobreexpresion de las MMPs con
el desarrollo de diferentes tipos de cancer como el colorrectal (159), de préstata (160),
el carcinoma hepatocelular (161) y el de mama (162) (163).

En lo que respecta al cdncer de mama, se ha visto que las MMPs pueden servir, no sélo

como potentes marcadores para el diagndstico, deteccidn temprana y prondstico, sino
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también como indicadores de recurrencia, diseminacién metastasica y respuesta a la
terapia primaria y adyuvante (164).

Varias MMPs han sido estudiadas como factores prondsticos en el CM, especialmente
MMP-2 (165) y MMP-9 (166), relaciondndose ambas con un incremento en la
incidencia de metastasis y una disminucién del tiempo libre de enfermedad vy la
supervivencia global (167). Pero también se relacionan con estos tumores la MMP1,
MMP-7, MMP-11, MMP-13 y MMP-14 (168)

En un trabajo publicado por Zhang “et a”/ (169) se demuestra que los niveles elevados
de MMP-13 se relacionan con fenotipos de CM mads agresivos y con una disminucién
de la supervivencia global, y concluyen que esta MMP puede ser Gtil como marcador
prondstico cuando se evalla junto a Her-2 y al estado de los ganglios axilares.

Respecto a MMP-1 se ha evidenciado su papel esencial en la progresién del cancer de
mama, favoreciendo el crecimiento del tumor primario y el desarrollo de metastasis a
distancia (170), lo que condiciona un peor prondstico y una disminucién del tiempo
libre de enfermedad.

Gran parte de la actividad de las MMPs se ha investigado en el tumor primario, pero
recientemente se ha comenzado a evidenciar la importancia de la expresidon de estas
enzimas en los ganglios linfaticos axilares (171), especialmente en el ganglio centinela.

Como ya hemos mencionado previamente, en el articulo publicado por Eiro “et al”, en
2013 (142), se determina la importancia de la expresion de MMP-1 por las células
mononucleares del GC. Evidenciando que las pacientes con GC positivos, en las que
esta enzima no se expresa, no se objetivan metastasis en los ganglios axilares no
centinela una vez realizada la LA, con una sensibilidad y un valor predictivo negativo
para la prueba del 100%. Por ello, podemos decir que la expresion de MMP-1 por las
células monucleares inflamatorias del GC, puede considerarse un marcador bioldgico
util para predecir la progresion de las células tumorales al resto de los ganglios

linfaticos axilares.
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TABLA 3. Clasificacion de las metaloproteasas de matriz humana

Nombre comun

- .
GELATINASAS MMP-2 Gelatinasa-A Gelatina, colageno (I, IV, V, VII, X, XI y XIV),
elastina, fibronectina
MMP-9 Gelatinasa-B Colagenos (IV, V, VII, X y XIV), gelatina, entactina,
elastina, fibronectina, osteonectina, plasminégeno,
proteoglicanos

ESTROMELISINAS

MATRISILINAS MMP-7 Matrisilina Coldgeno IV, gelatina, fibronectina, laminina,
elastina, caseina, transferrina

MMP-26 Matrisilina-2 Coldgeno 1V, fibronectina, fibrinégeno, gelatina,
pro-MMP-9

MT-MMPs

OTRAS ENZIMAS MMP-12 Elastasa de Coldgeno IV, gelatina, elastina, caseina,
macréfago fibronectina, vitronectina, laminina, entactina,
fibrina/fibrindgeno
MMP-19, 20,
21, 23, 27, 28
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1. 10 FACTOR DE TRANSCRIPCION Pit-1/POU1F1

La transcripcion es el proceso en que la informacion codificada en el ADN pasa a ARN
mensajero. La sintesis del ARN la realiza la ARN polimerasa, pero para la iniciacién y
progresiéon del proceso se necesita la participacion de un gran nimero de proteinas
(factores de transcripcion) que posibilitan el acoplamiento de la ARN polimerasa al
promotor del gen en concreto, favoreciendo la sintesis del mensajero en una cantidad
precisa.

Por lo tanto, podemos decir que los factores de transcripcion (FT) son proteinas que
coordinan y regulan la expresion de un gen o de un grupo de genes. Pueden actuar
uniéndose a secuencias concretas de ADN, a otros factores o directamente a la ARN
polimerasa (172).

Estos factores presentan una estructura modular formada por ciertos tipos de
dominios o regiones, entre los que se encuentran los de unién al ADN y los que regulan
la transcripcion (region reguladora). La region de unién al ADN permite que el factor se
fije especificamente a unos motivos o secuencias breves del ADN, gracias a distintos
mecanismos moleculares. La regidn reguladora permite que la proteina aumente la
transcripcion (dominio de activacion) o la disminuya (dominio de represion) (173).

Uno de los FT cuya expresidn se ha encontrado aumentada en el CM ha sido

Pit1/POU1F1 (174) (Figura 3)

Figura 3. Estructura de Pit-1/POU1F1
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Pit-1 pertenece a una familia de proteinas altamente conservadas, que presentan un
dominio comun denominado POU (175) . Este dominio es una region constituida por
155-162 aminoacidos que se divide a su vez en dos regiones: el homedominio POU en
la region C-terminal, constituido por 60 aminoacidos y el dominio POU especifico
(POUs) en la regién N-terminal, de tamafio variable (entre 75-82 aminodcidos). Ambas
regiones permiten la unién de la proteina al ADN con una elevada afinidad vy
especificidad. La mitad carboxi-terminal de Pit-1 estaria implicada en la unién al ADN y
la mitad amino-terminal seria la responsable de la activacion transcripcional (176).
Estas proteinas juegan un papel clave en la inhibicion y estimulacion de la proliferacion
celular, asi como en la regulacion de la migracién celular, la supervivencia y la
diferenciacién terminal (177).

Pit-1 se localiza mayoritariamente en la hipodfisis, donde es necesario para la
diferenciaciéon celular durante la embriogénesis y la transcripcidon de la hormona del
crecimiento, la prolactina y la subunidad B de la tirotropina (178).

Pero, también se ha comprobado que se expresa en lineas celulares de mama y en la
glandula mamaria normal (179). A este nivel, al igual que en la hipdfisis, regula la
hormona del crecimiento y la prolactina, hormonas que se han considerado pro-
tumorales en la mama (180), ademds de incrementar la proliferacién celular, disminuir
la apoptosis, e inducir una mayor invasividad, favoreciendo el desarrollo de metastasis
a distancia (181).

Como ya hemos comentado previamente, el desarrollo de metastasis en el CM precisa
entre otros pasos, de la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular y de la
membrana basal, para permitir que las células tumorales invadan los tejidos
adyacentes, proceso que implica la actividad de enzimas proteoliticos, como son las
MMPs. Recientemente se ha publicado un trabajo que indica que Pit-1 aumenta la
expresion y la actividad de MMP-1 y MMP-13 a través de una regulacion

transcripcional directa (182).
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JUSTIFICACION

La biopsia de ganglio centinela se considera en la actualidad la técnica de eleccion para
la estadificaciéon ganglionar en las pacientes diagnosticadas de cancer de mama con
axila clinica y ecograficamente negativa.

Sin embargo, su desarrollo nos ha planteado nuevos interrogantes, tales como definir
a ese importante porcentaje de pacientes en las que sdlo existe afectacion del ganglio
centinela (40-70%), en las que se podria evitar una linfadenectomia axilar o cualquier
otro tratamiento sobre la axila y sus efectos adversos.

La respuesta a este interrogante puede encontrarse, como publicé Eird N “et al” (142),
en la expresion de MMP-1 por las células mononucleares inflamatorias del ganglio
centinela. Representando ésta un util marcador de prediccién de la afectacion de
ganglios no centinela tras la identificacidon de un ganglio centinela metastasico.

Por tanto, seria conveniente realizar un estudio de validacidon de estos resultados en
una poblacion mas amplia de pacientes, de cara a su implantacion clinica.

Ademas se plantea establecer criterios complementarios, de cara a mejorar la
sensibilidad del método, mediante la consideracién conjunta de parametros tumorales
cladsicos (tales como los empleados actualmente en los nomogramas) o la
determinaciéon en el ganglio centinela de otros pardmetros bioldgicos, como el factor
de transcripcion Pit-1, que recientemente se ha relacionado con la expresion tumoral

de MMP-1.
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OBJETIVOS

1. En una amplia poblacién de mujeres con cdncer de mama y axila clinica y
ecograficamente negativa, analizar el valor predictivo negativo y positivo, asi
como la sensibilidad y especificidad de la expresién de MMP-1 por las células
mononucleares inflamatorias de los ganglios centinela en el cdncer de mama

para predecir la afectacion de los ganglios no-centinela.

2. Determinar la posible relacidon entre la expresién de MMP-1 y Pit-1, en los
ganglios centinela positivos de cancer de mama y su posible influencia sobre la

afectacion de los ganglios no centinela.

3. Analizar la posible mejora de la sensibilidad y especificidad de la determinacién
de la expresién de MMP-1 por las células mononucleares inflamatorias de los
ganglios centinela, en combinacion con parametros tumorales clasicos, tales
como los empleados actualmente en los nomogramas de uso clinico, de cara a

la prediccidn de la afectacién de los ganglios no-centinela.

4. Investigar la posible mejora de los valores predictivos negativo y positivo de la
determinacion de la expresion de MMP-1 por las células mononucleares
inflamatorias de los ganglios centinela, en combinacién con parametros
tumorales clasicos, tales como los empleados actualmente en los nomogramas
de uso clinico, de cara a la prediccion de la afectacion de los ganglios no-

centinela.
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4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional de casos y controles en el que se incluyen
pacientes diagnosticadas de cancer de mama infiltrante, sometidas a la técnica de

BSGC en las que se detectaron ganglios centinela positivos.

4.2 POBLACION DE ESTUDIO

Para abordar los objetivos del proyecto, se han incluido dos poblaciones de pacientes.
Para los objetivos 1 y 2 se consiguié un grupo | (de validacidn) en el que se han incluido
97 pacientes sometidas a la técnica de BSGC en la fase terapéutica por cancer de
mama infiltrante, con ganglios centinela positivos y posterior LA, en el Hospital de
Cabuefies de Gijon (Area Sanitaria V) entre los afios 2003 y 2013, teniendo en cuenta
gue cumplan unos criterios de inclusidn y exclusidn, que se describen a continuacién.

Con el propésito de abordar los objetivos 3y 4 al grupo | se sumé un segundo grupo de
pacientes, que corresponde al grupo histérico del primer estudio sobre MMP-1 en

IH

ganglio centinela de Eiré “et al” (Eur J Cancer, 2013), teniendo en cuenta los mismos
criterios de inclusidon y exclusidn que para el grupo I.

Las caracteristicas de ambos grupos se describen en la tabla 4.

4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION:

Las pacientes incluidas en el estudio deben cumplir los siguientes criterios de inclusion:

— Diagnéstico histolégico de carcinoma infiltrante de mama, con
informacién bien documentada sobre su diagndstico histopatoldgico.

— Haberse sometido a la técnica de biopsia de ganglio centinela en la fase
terapética.

— Tumores T16 T2.

— Tumores sin afectacion clinica axilar.
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— Ausencia de sospecha de enfermedad metastdsica en el momento del

diagndstico inicial.

4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:
Las pacientes incluidas en el estudio no deberian cumplir ninguno de los siguientes
criterios:

— Pacientes de las que no se disponga de las muestras tisulares de los
ganglios linfaticos axilares almacenadas en parafina y en perfecto
estado.

— Tumores multicéntricos.

— Cirugia axilar previa.

— Tratamiento con quimioterapia neoadyuvante o radioterapia previa.

— Embarazo o lactancia.

— Biopsia mamaria previa extensa

4.2.3 CARACTERISTICAS DE LOS CASOS DE CM, INCLUIDOS EN EL ESTUDIO: Se dividen
en 2 grupos: Grupo | (grupo de validacién) y Grupo Il (grupo histérico), las

caracteristicas de ambos grupos se describen en la tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas de los casos incluidos en el estudio

PACIENTES N(%)

CARACTERISTICAS
GRUPO DE VALIDACION GRUPO HISTORICO

97 105

EDAD (anos)
<53
>53

MENOPAUSIA
Premenopadsica 39 (40,6) 23 (21,90)
Postmenopalisica 58 (59,8) 82 (78,09)

TAMANO TUMORAL
T1
T2

GRADO HISTOLOGICO
Bien diferenciado 22 (22,7) 26 (24,76)
Moderadamente diferenciado 54 (55,7) 54 (51,42)
Pobremente diferenciado 18 (18,6) 25 (23,80)

RECEPTORES DE ESTROGENOS
Negativos
Positivos

RECEPTORES DE PROGESTERONA
Negativos 24 (24,7) 24 (22,85)
Positivo 71 (73,2 81(77,14)

Her-2
Negativo
Positivo

INVASION LINFOVASCULAR
No 36 (37,1) 53 (50,47)
Si 49 (50,5) 52 (49,52)

TAMANO DE LA METASTASIS (GC)
Micrometastasis
Macrometastasis
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4.3 PROCEDIMIENTO DE BIOPSIA SELECTIVA DE GANGLIO CENTINELA Y
SU ANALISIS HISTOPATOLOGICO

La localizacion del GC se llevd a cabo mediante la inyeccion de radiotrazador (37-74
MBg de *®™Tc) el dia antes de la intervencion quirtdrgica, a nivel intratumoral,
subdérmico o periareolar segun el caso.

Tras ésta se realizé en todos los casos una linfogammagrafia (entre 12 y 24 horas antes
de la intervencidon quirdrgica). Se considerd GC cualquiera que presentase un canal
linfatico visible, o en su defecto el primer ganglio en aparecer en cualquier territorio
linfatico, o todos los que se identificasen simultdneamente con una intensidad similar).
Se considerd ganglio secundario, cualquiera que apareciese posteriormente y con una
captacién significativamente inferior, en la misma linea de progresién linfatica del
ganglio identificado como centinela.

Durante la intervencién quirdrgica se empled una gammasonda para la localizacion y
extirpacién del GC. Se considerd GC aquél o aquéllos con visualizacién en la imagen
gammagrafica previa y contaje intraoperatorio significativo y superior al menos 10:1 al
resto de los ganglios axilares.

Se realizo biopsia intraoperatoria de los GC extirpados.

Para su examen, el ganglio se remitio en fresco al laboratorio de Anatomia Patolégica.
Se realizd inicialmente un estudio macroscépico del mismo, por parte del patdlogo,
gue posteriormente procedid a su seccién, siguiendo su eje longitudinal, en laminas de
2 mm de espesor. Se tomaron muestras citoldgicas de raspado de cada una de las
caras de seccion del GC, que fueron tenidas con Hematoxilina-Eosina (HE) (Figura 4).
Las secciones obtenidas fueron congeladas a una temperatura de -20°C y se
practicaron los cortes histoldgicos en un criostato.

Se realizaron secciones de 5-10 micras por niveles. En cada nivel se estudiaron 3 cortes
tefiidos con HE y se reservé uno adicional para tincién inmunohistoquimica (IHQ) con
CK AE1/AE3, que se realizé en todos los casos en los que las tinciones de rutina no

detectaron metdstasis (Figura 5). A continuacion, se desechaban 100 micras de tejido y
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se realizaban nuevas secciones. El proceso se detenia cuando era detectado tejido

tumoral en cualquiera de las secciones tefiidas.
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Figura 4. GC positivo por tincién H-E

Figura 5. GC positivo por tincién IHQ

En los casos en que se detectaron metastasis en el acto intraoperatorio se procedié a

la realizacién de la LA (niveles | y Il). En los casos en que éstas de identificaron de

forma diferida en las tinciones de inmunohistoquimica la LA se realizé en un segundo

tiempo operatorio.
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4.4 MANEJO DE LAS MUESTRAS —TINCION INMUNOHISTOQUIMICA

Partimos de los bloques de parafina de los ganglios centinela metastasicos
conservados en el Servicio de Anatomia Patoldgica de los centros participantes en el
estudio.

Con la ayuda de un micréotomo (LeicaMicrosystemsGmbH, Wetzlar, Germany) se
obtuvieron secciones de 5um.

Sobre estas secciones se realizé el estudio inmunohistoquimico, utilizando para ello
anticuerpos especificos frente a MMP-1 y Pit-1.

Para la inmunotincion se utilizé un inmunotenidor automatico (DAKO AUTOSTAINER).
Se trata de un sistema de tincién inmunohistoquimica con software incorporado, que
permite la realizacidn de varias tinciones simultaneas, hasta un maximo de 48 portas.
Realizamos estos andlisis por el método del polimero conjugado (En Vision™ de la casa

Dako, Glostrup, Denmark).

4.5 ANALISIS DE LAS TINCIONES

Tanto para MMP-1 como para Pit-1 se determind la localizacion de la tincidn
inmunohistoquimica, el porcentaje de células tefiidas y la intensidad de la tincién. En
ambos casos se realizd un analisis semicuantitativo, contando para ello con la ayuda de
un sistema de analisis de imdagenes (analisis-AUTO software de la casa Soft imagining
system, Munster, Alemania), incorporado a un microscopio de investigacién Olympus
BX51 y a un sistema DP12 de captacion de imagenes, también de la casa Olympys.

Para ambos factores se evalud por separado la tincién imnohistoquimica en cada
principal tipo celular: Células tumorales y células del estroma intratumoral (células
mononucleares inflamatorias y fibroblastos). Se distinguen ambas porque las células
cancerosas son de mayor tamafo, mientras que las células mononucleares son
pequefias y redondeadas. Por otro lado, las células cancerosas se disponen formando
un patrén acinar o trabecular, mientras que las células mononucleares se encuentran

dispersas.
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En cada caso, las inmunorreactividades detectadas fueron clasificadas en dos
categorias en cada tipo celular, dependiendo del porcentaje de células tenidas:

— Negativo: 0-10% de células positivas

— Positivo: >10% de células positivas
Se considerd una expresion positiva de MMP-1 por las células mononucleares
inflamatorias (CMls) cuando se observd un minimo de 10% de CMIs peritumorales
tefidas.
Para el analisis de las secciones tefiidas con el anticuerpo Pit-1, cada seccién tumoral
fue tefida con el correspondiente anticuerpo y contrastado con hematoxilina. Cada
tincidn presentaba una diferente densidad éptica, que era captada por el programa.
Cada una de las dos preparaciones histoldgicas de cada paciente fue analizada con un
aumento de 400x, estudiando dos areas diferentes en cada muestra, seleccionando el
programa el area marcada por el anticuerpo que presenta mayor densidad 6ptica,
qguedando tefiida de rojo, mientras que el area no marcada (fondo) y sélo contrastada

con hematoxilina, de menor densidad éptica, quedaba tefiida de azul (figura 6).

D (W 11, T AR

D@ He: dO0cE B Kl wlBww- 5 1. aRlEWY WEIE® % AC w o
& : <" aon fFemM
Bl ] |7

-

Fig. 6 Programa especifico que calcula automaticamente el porcentaje de células inmunotefiidas
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De cada campo se obtuvo un porcentaje, resultante de dividir el area tefiida entre el
area no tenida, y se obtuvo una media final entre las dos areas analizadas del cilindro.

Para evaluar la intensidad de la tincidn se usé una puntuacién con intervalo de 0 a 3,
donde 0 correspondia a no tincién, 1 tincion débil, 2 tincién moderada y 3 tincién
intensa. Este valor de la intensidad se multiplicé por el porcentaje de células teiidas,
obtenido con el programa informatico para darnos una puntuacioén final de 0 a 300

para cada preparacién histoldgica.

4.6 ANALISIS DE DATOS Y METODOS ESTADISTICOS

Las diferencias en los porcentajes fueron evaluadas por el método X?. Los valores de
inmunotincidn para cada proteina se expresaron como mediana (intervalo).

La comparacién de los valores de inmunotincidn entre grupos se realizé con los test de
Mann-Whitney o Kruskall-Wallis, aplicando la correccién de Bonferrini.

Se usé para todos los cdlculos el software PASW statistics 18.0 programme (SPSS Inc,

Chicago, IL, USA). Se considerd como significativa una p<0,05.
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RESULTADOS

5.1 TINCION INMUNOHISTOQUIMICA PARA LA MMP-1 EN LOS
GANGLIOS CENTINELA METASTASICOS

La figura 7 muestra ejemplos representativos de tinciones inmunohistoquimicas para
la MMP-1 en los ganglios centinela metastasicos.

La inmunotincidn para esa proteina tuvo una localizacién citoplasmdstica en todos los
casos positivos. Las células tumorales y las células mononucleares adyacentes a ellas
fueron los tipos celulares que mostraron la expresion de MMP-1 en los casos positivos.
De acuerdo con un estudio previo, y de cara a los objetivos de la presente tesis
doctoral, consideramos como casos positivos para la MMP-1 en el ganglio centinela,
aquellos en que la tincién inmunohistoquimica para la proteina, se localiza en las
células mononucleares inflamatorias, inmediatamente adyacentes a las células

cancerosas de los “nidos” tumorales del ganglio centinela.

MMP-1 negativo en CMI GC MMP-1 Positivo en CMI GC

Fig 7. Ejemplo de tinciédn inmunohistoquimica para MMP-1 en ganglio centinela positivo
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5.2. RELACION ENTRE LA EXPRESION DE MMP-1 EN LOS GANGLIOS
CENTINELA Y LA AFECTACION NEOPLASICA DE LOS GANGLIOS NO
CENTINELA.

De todos los ganglios centinela metastasicos analizados, correspondientes a sendos
pacientes, un total de 68 (70,1%) fueron positivos para la MMP-1.

La Tabla 5 muestra la relacion entre la expresiéon de MMP-1 por los ganglios centinela y
la afectacién neopldsica de los ganglios no centinela.

Como se puede apreciar en dicha tabla, existié una asociacidn significativa entre esos
pardmetros. La expresion de MMP-1 se asocid con la afectacion neopldsica de los

ganglios no centinela.

Tabla 5. Relacion entre la expresion de MMP-1 por los ganglios centinela y la afectacion neoplasica de
los ganglios no centinela

No afectacion en Afectacion en ganglios VALOR
. . . TOTAL
ganglios no centinela no centinela P
MMP-1 negativa 29 0 29
MMP-1 positiva 24 44 68 0,0001
TOTAL 53 44 97

5.3 SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD, VALOR PREDICTIVO NEGATIVO Y

POSITIVO DE LA EXPRESION DE MMP-1 EN EL GANGLIO CENTINELA
METASTASICO PARA PREDECIR LA AFECTACION DE LOS GANGLIOS NO
CENTINELA

Nuestros resultados demuestran que la expresion de MMP-1 por las células

mononucleares en los ganglios centinela tiene una sensibilidad del 100%, un valor
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predictivo negativo del 100%, un valor predictivo positivo del 64,71% vy una

especificidad del 54,72% para predecir el estado de los ganglios no centinela.

5.4 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE MMP-1 EN EL GANGLIO
CENTINELA METASTASICO Y LAS CARACTERISTICAS CLIiNICO-
PATOLOGICAS DE LOS PACIENTES Y DE SUS TUMORES

Para la evaluacién de estas relaciones hemos considerado no sélo los casos incluidos
originalmente en el presente estudio, sino también la serie de casos publicada por Eird
“et al” en Eur. J. Cancer (142).

La tabla 6 muestra la relacion entre la expresién de MMP-1 por los ganglios centinela
metastdsicos y caracteristicas de los pacientes, como la edad y el estado menopausico,
asi como caracteristicas de los tumores, como son el tamafio tumoral, el grado
histoldgico, los receptores de estrogenos y progesterona, el estado HER-2, la invasidn

linfovascular y el tamafio de las metastasis en el GC.
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Tabla 6. Relacion entre la expresion de MMP-1 por los ganglios centinela metastdsicos y las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes y sus tumores

EXPRESION DE MMP-1 por las CMI del GC

CARACTERISTICAS
. . . VALOR de P
CLINICO PATOLOGICAS NO SI
N (%) N (%)
EDAD (mediana afios)
<56 42 (20,89) 62 (30,84) 0,085
>56 27 (13,43) 70 (34,82)
MENOPAUSIA
Premenopadsica 23 (11,44) 39 (19,40) 0,696
Postmenopatisica 46 (22,88) 93 (46,26) ’
TAMANO TUMORAL
T1 47 (23,61) 78 (39,19) 0232
T2 22 (11,05) 52 (26,13)
GRADO HISTOLOGICO
Bien diferenciado 21(10,71) 26 (13,26)
Moderadamente diferenciado 38(19,38) 69 (35,20) 0,017
Pobremente diferenciado 7(3,57) 35 (17,85)
R.E.
Negativos 12 (6,09) 19 (9,64) 0.644
Positivos 54 (27,41) 112 (56,85) ’
R.P.
Negativos 15 (7,61) 32 (16,24) 0,931
Positivos 51 (25,88) 99 (50,25) !
Her-2
Negativo 57 (28,78) 108 (54,54) 0788
Positivo 10 (5,0,5) 23 (11,61) ’
INVSION LINFATICA
No 35 (18,51) 53 (28,04) 0.249
Si 31 (16,40) 70 (37,03) !
TIPO de METASTASIS (GC)
Micrometastasis 25 (12,37) 20 (9,90) s
Macrometastasis 44 (21,78) 113 (55,94) ’

91



RESULTADOS

Como se puede observar en esta tabla, la expresién de MMP-1 por las CMIs de los GC
metastdsicos no se asocid con la edad de las pacientes, la menopausia, el tamafio
tumoral, la expresién de receptores de estrégenos ni de progesterona, el Her-2 ni la
invasién linfatica. Sin embargo, encontramos una asociacién significativa entre dicha
expresion tumoral y el tipo de metdstasis (p=0,0001) y con el grado de diferenciacién

del tumor primario (p=0,017).
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5.5 ANALISIS DE LAS POSIBLES COMBINACIONES ENTRE LA EXPRESION
DE MMP-1 EN LOS GANGLIOS CENTINELA METASTASICOS Y LAS
CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DE LOS PACIENTES DE CARA A
MEJORAR LA PREDICCION DE AFECTACION DE LOS GANGLIOS NO
CENTINELA

Con objeto de incrementar el valor predictivo de la expresion de MMP-1 en los casos
con ganglio centinela positivo para la expresion de MMP1, hemos evaluado el posible
efecto positivo de combinarla con las caracteristicas clinico-patolégicas de los
pacientes y sus tumores.

Las tablas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 muestran el valor de esas posibles
combinaciones con los diferentes factores clinico-patoldgicos de cara a predecir la
afectaciéon de los ganglios no centinela en los casos de ganglio centinela positivos para
la MMP-1.

En aquellos pardmetros en que el valor de P fue menor de 0,05 (o préximo a 0,05)
analizamos la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo, de la

prueba.

Tabla 7. Relacidn entre la edad de las pacientes y la afectacidon de los ganglios no centinela en los
casos con ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

MEDIANA EDAD DE CASOS CON GANGLIOS CASOS CON N2 TOTAL DE
LOS PACIENTES NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS
NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

VALOR de P

<56 afios 27 (20,45) 35 (26,51) 62 (46,96)

> 56 afios 21 (15,90) 49 (37,12) 70 (53,03) 0,152

48 (36,36) 84 (63,63) 132 (100)
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Tabla 8. Relacion entre el estado menopausico de las pacientes y la afectacion de los ganglios no
centinela en los casos con ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

CASOS CON GANGLIOS CASOS CON Ne TOTAL DE
AR NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS AEER

NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

31(23,48)

62 (46,96) 93 (70,45)

Tabla 9. Relacion entre el tamaiio tumoral y la afectacidn de los ganglios no centinela en los casos con
ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

CASOS CON GANGLIOS CASOS CON Ne TOTAL DE
TAMARO TUMORAL NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS VAR ER

NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

--

T2

13 (10) 39 (30) 52 (40)

Tabla 10. Relacion entre la expresion de receptores estrogénicos por inmunohistoquimica y la

afectacion de los ganglios no centinela en los casos con ganglio centinela metastasico positivo para la
MMP1

EXPRESION DE CASOS CON GANGLIOS CASOS CON Ne TOTAL DE
RECEPTORES NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS VALOR de P

ESTROGENICOS NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

42 (32,06) 70 (53,43) 112 (85,49)
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Tabla 11. Relacion entre la expresion de receptores de progesterona por inmunohistoquimica y la
afectacion de los ganglios no centinela en los casos con ganglio centinela metastasico positivo para la
MMP1

EXPRESION DE CASOS CON GANGLIOS CASOS CON Ne TOTAL DE

RECEPTORES DE NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS VALOR de P

PROGESTERONA NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

39(29,77) 60 (45,80) 99 (75,57)

Tabla 12. Relacién entre la expresidon de C-erb-2 y la afectacion de los ganglios no centinela en los
casos con ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

CASOS CON GANGLIOS CASOS CON N2 TOTAL DE
NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS
NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
% 0,

(%)

4 (3,05) 19 (14,50)

EXPRESION DE
C-erb-2

VALOR de P

23 (17,55)

Tabla 13. Relacion entre la invasion linfatica y la afectacion de los ganglios no centinela en los casos
con ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

CASOS CON GANGLIOS CASOS CON Ne TOTAL DE
NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS
NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

19 (1,44)

INVASION VALOR de P

LINFATICA

51 (41,46) 70 (56,91)
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Tabla 14. Relacion entre el estadio histoldgico y la afectacion de los ganglios no centinela en los casos
con ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

CASOS CON GANGLIOS CASOS CON N2 TOTAL DE
ESTADIO HISTOLOGICO NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS

VALOR de P

NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

MODERDAMENTE DIFERENCIADO 20 (15,38) 49 (37,69) 69 (53,07)

47 (36,15) 83 (63,84) 132 (100)

Tabla 15. Relacidn entre el tipo de metastasis en el GC y la afectacién de los ganglios no centinela en
los casos con ganglio centinela metastasico positivo para la MMP1

CASOS CON GANGLIOS CASOS CON N2 TOTAL DE
NO CENTINELA GANGLIOS NO CASOS
NEGATIVOS CENTINELA POSITIVOS N (%)
N (%) N (%)

MACROMETASTASIS 38(28,78) 74 (56,06) 112 (84,84)

Como se puede apreciar en estas tablas, pardmetros clinico-patolégicos como la edad,

VALOR de P

TIPO DE METATASIS

EN GC

la expresion de receptores de estréogenos y progesterona, la expresion de Her-2 y el
tipo de metastasis, no mostraron valor de cara a mejorar la prediccidon de afectacion
neopldsica de los ganglios no centinela. Sin embargo, el estadio histoldgico y la
invasion linfatica pueden ayudar a mejorar dicha prediccién.

Respecto al tamafio tumoral el valor de P se aproximé mucho a 0,05, por lo que podria
considerarse también, como un parametro a tener en cuenta, de cara a predecir el

estado de los ganglios no centinela.
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En estos ultimos tres parametros analizamos la sensibilidad, la especificidad, el VPN y
VPP de la prueba.
— TAMANO TUMORAL: Sensibilidad: 46,99%. Especificidad: 72,34. VPP: 75%.
VPN:43,59%
— INVASION LINFATICA: Sensibilidad: 66,23%. Especificidad: 58,70%. VPP: 72,86%.
VPN: 50,94%
— ESTADIO HISTOLOGICO: Sensibilidad: 60,43%. Especificidad: 53,64%. VPP:
67,47%. VPN: 48,12%
Como vemos en el primero mejora la especificidad, respecto a la obtenida al analizar la
relacidn entre la expresion de MMP-1 por las CMI del GC y la afectacion de los ganglios
no centinela, sin embargo disminuye mucho la sensibilidad y el VPN.
En los otros 2 pardmetros analizados no se objetivan mejoras significativas en la

especificidad ni el VPP y si un descenso importante de la sensibilidad y el VPN.
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5.6 TINCION INMUNOHISTOQUIMICA PARA Pit-1 POR LOS GANGLIOS
CENTINELA METASTASICOS

En un total de 62 casos evaluamos la expresion de Pit-1, ya que la expresion de este
factor de transcripcién en un estudio previo se asocié con la expresion de MMP-1 en
células agresivas de cancer de mama (182).

La figura 8 muestra ejemplos de tinciones inmunohistoquimicas para Pit-1 en los
ganglios centinela metastasicos.

En todos los casos positivos se evidencié inmunotincién de localizacion citoplasmatica
en las células cancerosas, los fibroblastos vy las células mononucleares adyacentes,

para dicha proteina.

Figura 8. Ejemplo de tincidn inmunohistoquimica para Pit-1 en ganglios centinela metastasicos.
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5.7 ANALISIS DE LOS VALORES DE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA
PARA Pit-1 EN LOS GANGLIOS CENTINELA METASTASICOS

La tincion inmunohistoquimica para el factor de transcripcidon Pit-1 en los ganglios
centinela metastasicos mostré una amplia variabilidad de los valores de score
determinados para cada uno de los casos, con una mediana de 87,34 y un intervalo de
0a247,5.

Las figuras 9 y 10 muestran la distribucién de los valores de score para pit-1 en los
ganglios centinela metastasicos, segun la expresién de la MMP-1 por las CMI.

En los casos sin expresion de MMP-1 por las CMI (22 casos) la mediana del score de
Pit-1 es de 133,85, con un intervalo de 0 a192. En los casos con expresion de MMP-1

por las CMI (40 casos), la mediana del score de Pit-1 es de 76,9, con un intervalo de 0 a

0 l l I I

41-80 81-120 121-160 161-200

247,50.

N w E) (%2} ()} ~N 0o ©
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Score Pit-1

Figura 9. Distribucion de los valores de Pit-1 en GC metastdsico sin expresion de MMP-1
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Figura 10. Distribucién de los valores de Pit-1 en GC metastasico con expresion de MMP-1
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5.8 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE Pit-1 EN LOS GANGLIOS
CENTINELA METASTASICOS Y LAS CARACTERISTICAS CLINICO-
PATOLOGICAS DE LOS PACIENTES Y DE SUS TUMORES.

La tabla 16 muestra la relacidon entre el score de Pit-1 y las caracteristicas clinico-
patoldgicas de los pacientes y de sus tumores. Como se puede observar en dicha tabla
no se objetivd ninguna relacidon estadisticamente significativa entre dichos pardmetros

y el score de Pit-1.

Tabla 16. Relacion entre Score de Pit-1 y las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes y sus

tumores
Score Pit-1 (expresion global)

ARACTERISTICA
CARACIERISTICAS VALOR de P

CLINICO PATOLOGICAS Inferior a la mediana Inferior a la mediana

< 87,34 (%) < 87,34 (%)

EDAD (afios)
<54 17 (27,4%) 16 (25,8)

. 14 (22,6%) 15 (24,2%)

MENOPAUSIA
Premenopat],si.ca 13 (21%) 11 (17,7%) 0750
Postmenopadusica 18 (29%) 20 (32,3%) ,
TAMANO TUMORAL
T1 24 (38,7%) 23 (37,1%) 1.000
T2 7 (11,3%) 8 (12,9%) ’
GRADO HISTOLOGICO
Bien diferenciado 0 (0%) 2 (3,3%)
Moderadamente diferenciado 21 (34,4%) 23 (37,7%) 0,154
Pobremente diferenciado 10 (16,4%) 5(8,2%)
R.E.
Negativos 7 (11,7%) 4(6,7%) 0586
Positivos 24 (40%) 25 (41,7%) ’
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R.P.
Negativos
Positivos

Her-2
Negativo 24 (40%) 21 (35%)

.. 0,881
Positivo 7 (11,7%) 8 (13,3%)

TIPO de METASTASIS (GC)
Micrometastasis

Macrometastasis

En la tabla 17 se muestra la relacidn entre la expresién de Pit-1 por cada tipo celular y
las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes y sus tumores. En este caso
tampoco encontramos ninguna relacion estadisticamente significativa entre dichos

parametros.
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Tabla 17. Relacidn entre el Score de Pit-1 por cada tipo celular y las caracteristicas clinico-patolégicas
de las pacientes y sus tumores.

Células Tumorales Pit-1 GC CMI Pit-1 GC Fibroblastos Pit-1 GC

CARACTERISTICAS

CLINICO PATOLOGICAS
Negativo o o

EDAD (afios)
s54 5(8,1%) 28 (452%)

8(12,9%)  25(40,3%) 31(50%)  2(3,2%)

0,854 1,000 0,880
>54 3 (4,8%) 26 (41,9%) 7 (11,3%) 22 (35,5%) 26 (41,9%) 3 (4,8%)
MENOPAUSIA
Premenopatisica
Postmenopadusica
TAMARNO TUMORAL
Lk 6(9,7%) 41 (66,1%) oo 11(17,7%) 36 (58,1%) 00 42 (67,7%)  5(8,1%) e
T2 2 (3,2%) 13 (21%) 4.(6,5%) 11 (17,7%) 15 (24,2%) 0 (0%)
GRADO HISTOLOGICO
Bien diferenciado
Mod. diferenciado
Pobr. diferenciado
R.E.
Negativos 2(3,3%) 9 (15%) D 5 (8,3%) 6 (10%) e 11 (18,3%) 0 (0%) OGS
Positivos 5 (8,3%)  44(73,3%) ’ 9 (15%) 40 (66,7%) ’ 44(733%) 5 (8,3%) !
R.P.
Negativos
Positivos
Her-2
Negativo 5(8,3%) 40 (66,7%) 1.000 13 (21,7%) 32 (53,3%) o159 40 (66,7%)  5(8,3%) o
Positivo (3,3%) 13 (21,7%) ’ 1(1,7%) 14 (23,3%) ’ 15 (25%) 0(0%) ’

TIPO METASTASIS (GC)
Micrometastasis

Macrometastasis
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5.9 RELACION ENTRE LA EXPRESION DE Pit-1 EN LOS GANGLIOS
CENTINELA METASTASICOS Y LA AFECTACION DE LOS GANGLIOS NO
CENTINELA

Como se aprecia en la tabla 18, no existi6 una asociacién significativa entre la

expresion global de Pit-1 y la afectacidon tumoral de los ganglios no centinela.

Tabla 18. Relacidn entre el Score de Pit-1 (valor en relacion a la mediana) y la afectacién de los
ganglios no centinela

Mediana Score Pit-1
> 87,34 < 87,34

AFECTACION n 14 (22,6%) 15 (24,2%) 29 (46,8%)
GANGLIOS NO
CENTINELA
17 (27,4%) 16 (25,8%) 33 (53,2%)
31 (50%) 31 (50%) 62 (100%) 1,000

Asimismo, tampoco se observé relacion entre la expresion de Pit-1 por cada tipo
celular y la afectacidn de los ganglios no centinela, como se muestra en las tablas 19,

20y 21.

Tabla 19. Relacidn entre la expresion de Pit-1 por las células tumorales y la afectacion de los ganglios
no centinela

Expresion Pit-1 Células tumorales
GC
VALOR de P

AFECTACION n 3 (4,8%) 26 (41,9%) 29 (46,8%)
GANGLIOS NO
CENTINELA

5 (8,1%) 28 (45,2%) 33 (3,2%) 0,854

8 (12,9%) 54 (87,1%) 62 (100%)
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Tabla 20. Relacion entre la expresion de Pit-1 por las CMI y la afectacidn de los ganglios no centinela

Expresion Pit-1 CMI GC

II

VALOR de P
AFECTACION 8 (12,9%) 21 (33,9%) 29 (46,8%)
GANGLIOS NO
CENTINELA
0,774
15 (24,2%) 47 (75,8%) 62 (100%)

Tabla 21. Relacidn entre la expresion de Pit-1 por los fibroblastos y la afectacidon de los ganglios no
centinela

Expresion Pit-1 Fibroblastos GC
VALOR de P

AFECTACION 25 (40,3%) 4 (6,5%)
GANGLIOS NO

CENTINELA

29 (46,8%)

0,278

57 (91,9%) 5(8,1%) 62 (100%)
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5.10 RELACION ENTRE LAS EXPRESIONES DE MMP-1 POR LAS CMs Y Pit-1
EN LOS GANGLIOS CENTINELA METASTASICOS

Como se puede apreciar en la tabla 22, no se objetivd una relacién estadisticamente
significativa entre el Score de Pit-1 (valor en relacidon a la mediana) y la expresion
global de MMP-1 por las CMI en los ganglios centinela metastasicos.

Como se aprecia en las tablas 23, 24 y 25, tampoco se objetivd una asociaciéon
significativa entre la expresién global de Pit-1 por los diferentes tipos celulares del
ganglio centinela metastasico (célula tumoral, CMI y fibroblastos) y la expresién de

MMP-1 por las CMI del GC metastasico.

Tabla 22. Relacidn entre el Score de Pit-1 (valor en relacion a la mediana) y la expresion de MMP-1 por
las CMI de los ganglios centinela metastasicos

Mediana Score Pit-1
VALOR de P
<87,34 >87,34

EXPRESION “ 9 (14,5%) 13 (21%) 22 (35,5%)
MMP-1 por
GC
_ 22 (35,5%) 18 (29%) 40 (64,5%) 0,426

TOTAL 31 (50%) 31 (0%) 62 (100%)

Tabla 23. Relacién entre la expresion de MMP-1 por las células mononucleares y la expresion global
de Pit-1 por las células tumorales del GC metastasico

Expresion Pit-1 Células tumorales
GC
VALOR de P

EXPRESION n 5(8,1%
MMP-1 por

GC

22 (35,5%)

17 (27,4%)

)
3 (4,8%) 37 (59,7%) 40 (64,5%) 0,188

8 (12,9%) 54 (87,1%) 62 (100%)
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Tabla 24. Relacion entre la expresion de MMP-1 por las células mononucleares y la expresién global
de Pit-1 por las células tumorales del GC metastasico

Expresién Pit-1 CMI GC

VALOR de P

EXPRESION 4 (6,5%)
MMP-1 por

22 (35,5%)

18 (29%)
11 (17,7%) 29 (46,8%) 40 (64,5%) 0,610

15 (24,2%) 47 (75,8%) 62 (100%)

Tabla 25. Relacion entre la expresion de MMP-1 por las células mononucleares y la expresion global
de Pit-1 por las células tumorales del GC metastasico

Expresidn Pit-1 Fibroblastos GC

EXPRESION n 20 (32,3%) 2 (3,2%) 22 (35,5%)
37 (59,7%) 3 (4,8%) 40 (64,5%) 1,000

57 (91,9%) 5(8,1%) 62 (100%)

VALOR de P

Por otra parte, también evaluamos si la combinacién entre las expresiones de ambos
factores podria incrementar el valor predictivo de la afectacion de los ganglios no
centinela, en los casos con ganglio centinela metastasico y con MMP-1 positiva. Sin
embargo, como se puede apreciar en las tablas 26, 27 y 28, la combinacién de ambos

factores no mostrd ningun beneficio predictivo.
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Tabla 26. Combinacién entre la expresion de MMP-1 positiva y Pit-1 por las CMI del GC y la afectacion
de los ganglios no centinela

Afectacion Ganghos no centinela

4 (10%)

Expresion de MMP-1 positiva y

0,
Pit-1 negativa por las CMI GC 7z

11 (27,5%)

Expresion de MMP-1 positiva y
Pit-1 positiva por las CMI GC

Tabla 27. Combinacidn entre la expresién de MMP-1 positiva por las CMI del GC y Pit-1 por las células
tumorales del GC y la afectacion de los ganglios no centinela

0,270

Afectacion Gangllos no centinela

Expresion de MMP-1 + por las

CMI GC y Pit-1 - por las células 1(2,5%)
tumorales GC

2 (5%) 3(7,5%)

Expresion de MMP-1 + por las
CMI GCy Pit-1 + por las células
tumorales GC

1,000

18 (45%) 22 (55%) 40 (100%)

Tabla 28. Combinacién entre la expresion de MMP-1 positiva por las CMI del GC y Pit-1 por los
fibroblastos del GC y la afectacion de los ganglios no centinela

Afectacion Gangllos no centinela

Expresion de MMP-1 + por las

CMI GCy Pit-1 - por los 16 (40%)
fibroblastos GC

21 (52,5%) 37 (92,5%)

Expresion de MMP-1 + por las

CMI GC y Pit-1 positiva por los 0,856

firoblastos GC

18 (45%) 22 (55%) 40 (100%)
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DISCUSION

La linfadenectomia axilar (LA) en pacientes tratadas de cancer de mama, con GC
positivo, es un tema que, como ya hemos comentado, estd en continua discusién. Se
sabe, que entre el 40-70% de los casos en que el GC esta afecto, el resto de los ganglios
de la LA estan libres de enfermedad (108), porcentaje que aumenta hasta el 80-85%
en el caso de las micrometastasis (109).

Por lo tanto, el siguiente paso en la BSGC en cancer de mama, seria tratar de
determinar qué pacientes con GC positivo, precisarian una LA u otro tipo de
tratamiento sobre la axila, como radioterapia.

El objetivo de esta tesis es demostrar la utilidad de un nuevo marcador molecular que
nos ayudara a identificar a estos pacientes. Dicho marcador es la MMP-1 expresada
por las CMiIs de los GC metastasicos.

Basandose en estudios previos se ha demostrado que existen muchas evidencias que
indican un papel destacado de las células inflamatorias del estroma en la progresion
tumoral. Asi, por una parte, el crecimiento tumoral y la invasidén se asocian con muerte
celular significativa, producida por apoptosis o necrosis, y sabemos, que las células
necréticas liberan numerosos mediadores de la inflamacién que son un potente
estimulador de macréfagos.

Por otra parte, las células tumorales pueden inducir una respuesta inflamatoria,
secretando citocinas y quimiocinas, reclutando asi diversos tipos de células
inflamatorias (183).

Estas asociaciones, indicativas de que la infiltracién tumoral de macréfagos se asocia
con una mayor agresividad tumoral, estdn de acuerdo con diversos estudios que
demuestran la asociacién entre la infiltracién de macréfagos y una mayor progresién
tumoral. Asi, existe evidencia que apoya la hipotesis de que la inflamacion participa en
la provisiéon de condiciones que conducen al cédncer. Una inflamacion sin resolver
debido a cualquier fracaso en el control preciso de la respuesta inmune puede
continuar para perturbar el microambiente celular, lo que conduce a alteraciones en
los genes relacionados con el cancer y la modificacién de las proteinas celulares

cruciales involucradas en el ciclo celular, reparacién del ADN y la apoptosis.
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Ademas, hay datos que indican que células inflamatorias y mediadores
inmunomoduladores presentes en la progresién del tumor influencian el
microambiente tumoral y la metdstasis. Histéricamente, los leucocitos infiltrantes de
tumor han sido considerados como manifestaciones de un mecanismo de defensa
intrinseca contra el desarrollo de tumores. Sin embargo, existe un aumento de la
evidencia que indica que la infiltracion de leucocitos puede promover fenotipos
tumorales que favorecen la angiogénesis, el crecimiento y la invasidn. Esto puede ser
debido a que las células inflamatorias probablemente pueden influir la promocién del
cancer mediante la secrecidon de citoquinas, factores de crecimiento, quimiocinas y
proteasas, que estimulan la proliferacion y el potencial invasivo de las células
cancerosas (184).

Una de esas proteasas es la MMP-1, que es la mas ubicua de las colagenasas
intersticiales. La MMP-1 es capaz de romper varios componentes de la matriz
extracelular, incluyendo el colageno tipo | (que es el principal componente del tejido
conectivo), Il, lll, VII, VIII y IX, los agrecanos, inhibidores de serin proteasas y la a2
macroglobulina (185). Esta capacidad de degradacién de MMP-1 puede ser la
responsable de promover la extensidn del tumor a través de los ganglios linfaticos, ya
gue el resultado de nuestro trabajo muestra que la expresion global de MMP-1 en los
GC metastdsicos se correlaciona positiva y significativamente con el estado de los
ganglios no centinela.

En nuestro estudio se ha observado que ninguno de los casos de GC negativo para la
expresion de MMP-1 por las CMIs (n=0), se asocid con ganglios no centinela
metastdsicos, mientras, que todos los casos de ganglios no centinela positivos (53 de
53, 100%) mostraron expresion de MMP-1 por las CMls. Por lo tanto, nuestro hallazgo
de que la MMP-1 se asocid de forma muy significativa con el estado de los ganglios no
centinela, es especialmente relevante.

Nuestros resultados reproducen los obtenidos en el trabajo previo publicado por Eird

III

“et al” (142) lo que demuestra que MMP-1 puede considerarse un util marcador de
prediccién de la afectacion de ganglios no centinela tras la identificacion de un ganglio

centinela metastasico.
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Estos resultados pueden parecer contradictorios con los publicados previamente, con
respecto a la falta de asociacidon entre la alta expresion de MMP-1 por las MICs de los
tumores primarios y la presencia de metdstasis a distancia en los CM (140). Sin
embargo, los datos obtenidos en este trabajo indican que la expresion de MMP-1 por
las CMIs del GC estan implicadas en la progresion del tumor a través del sistema
linfatico axilar, via de diseminacidon completamente diferente a la hematégena, que es
la responsable de las metastasis a distancia.

Nuestros datos nos inducen a considerar que las caracteristicas propias del tumor
primario, y en especial de sus células estromales, tienen mayor influencia sobre el
desarrollo de metastasis hematdgenas, que las peculiaridades bioldgicas de las células
cancerosas que metastatizan los ganglios linfaticos regionales, al menos en cuanto a
sus respectivas expresiones de MMPs y TIMPs. Asi pues, ello parece apoyar el
concepto de que las metdstasis ganglionares y las hematdgenas entrafian mecanismos
diferentes de diseminacién tumoral. Asi mismo, nuestros resultados apoyan el
concepto de que los ganglios linfaticos metastasicos, si bien contribuyen a un estadiaje
de interés prondstico en el cancer de mama, no tienen un papel controlador del
desarrollo posterior de metastasis a distancia en drganos vitales, los cuales tienen una
implicacion decisiva sobre la supervivencia (186).

Una hipodtesis razonable de esto es que las células tumorales, aun teniendo la
propiedad para crecer en los ganglios linfaticos e invadir secuencialmente otros
ganglios linfaticos, pueden no tener la capacidad de penetrar en los vasos sanguineos y
crecer en otros érganos. De acuerdo con esto, se ha demostrado que las células
metastdsicas de los ganglios linfaticos de CM cuando son inyectadas en modelos
animales, metastatizan sistematicamente en el estroma de los ganglios linfaticos (187).
Ademas, esta observacién estd de acuerdo con recientes estudios, indicando que las
metastasis provocadas por lineas celulares de cancer mamario metastdsico inyectadas
en modelos animales, muestran una propensién selectiva a crecer en esos mismos
organos, con un perfil genético similar (188).

Nuestros resultados son potencialmente importantes porque, a nuestro entender, es

la primera vez que la extension tumoral a los ganglios axilares no centinela, se ha
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predicho a partir de las caracteristicas moleculares de las CMIS de los ganglios

centinela.

Clasicamente, los factores bioldgicos que predicen la afectacién axilar en cdncer de
mama, se estudiaron en el tumor primario (189, 190). Sin embargo, el estudio del
drenaje de los ganglios linfaticos, y especialmente el de los GC, ha despertado un gran
interés, ya que estos ganglios estan expuestos a todos los factores solubles
procedentes del tumor, y también pueden ser colonizados por clones agresivos que
derivan de este tumor primario. En relacién con esto, resultan interesantes estudios
previos del grupo del Dr. Vizoso que encontraron que cuando comparaban la expresiéon
de MMPs y TIMPs entre diferentes localizaciones del tumor (centro del tumor, margen
invasivo y los ganglios linfaticos axilares metastasicos), la mayor concordancia se
encontraba entre los ganglios linfaticos metastasicos (171). Estos hallazgos sugieren
que clones celulares del tumor primario que colonizan los ganglios regionales
muestran una tendencia a producir un fenotipo similar de MMPs y TIMPs.

También se ha visto que existe una relacidn entre el incremento de células dendriticas
en la frontera tumoral y una mayor posibilidad de la aparicion de metdstasis en el
ganglio centinela, algo que podria ser debido a la capacidad fagocitica de las células
dendriticas que, interiorizando macromoléculas de células tumorales con efecto
inmunosupresor, migrarian posteriormente desde la frontera tumoral al GC,
ejerciendo un efecto facilitador de la colonizaciéon posterior de las células tumorales en
el ganglio. En este sentido, es sabido que los tumores pueden producir sustancias
inmunosupresivas de efecto inmunomodulador en los GC (191). De hecho, se ha
descrito en el cancer de mama que en los ganglios axilares metastasicos hay una
menor presencia de células T citotdxicas en relacion con los ganglios no metastasicos
(192).

Asimismo, resultan interesantes los recientes datos de que el bloqueo del drenaje
hacia los ganglios linfaticos de moléculas y linfocitos, tales como células dendriticas,
mediante la utilizacién de nanoparticulas, remodela la respuesta inmune antitumoral

(193). Se ha descrito, que la administracién local de factor estimulante de colonias
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granulocito/macroéfago incrementa el nimero y efecto de activacion antitumoral de las
células dendriticas en el GC de los melanomas (194), lo que sugiere la posibilidad de la
modificacion del estado de activacion de las células dendriticas como posible
herramienta terapéutica en el cdncer de mama.

Nuestros resultados apoyan un estudio previo en el que se demuestra que la expresion
de MMP-1 por las CMIs del estroma peritumoral en el ganglio linfatico axilar
metastdsico se asocia con el nimero de ganglios linfaticos afectados (171). Esto parece
indicar que las células tumorales metastdsicas tienen la habilidad de inducir la
produccién de estas proteinas en células huésped, dentro de los ganglios linfaticos, lo
que hace hincapié en la importancia de las interacciones a nivel del estroma para

favorecer la progresiéon tumoral entre los ganglios linfaticos axilares.

A dia de hoy existen varios nomogramas, como los descritos en apartados anteriores
(113, 114, 115), que tratan de predecir, basandonos en parametros tumorales cldsicos,
el estado del resto de los ganglios axilares en aquellas pacientes en las que
encontramos un GC positivo.

Sin embargo, muchos expertos consideran que la utilizacién de nomogramas como
elemento Unico en la toma de decisiones clinicas tiene limitaciones. Por lo tanto estos
métodos pueden considerarse como un elemento mas, pero no el Unico para
identificar a los pacientes con GC positivo en los que se puede evitar una LA (117, 195,
196).

En nuestro trabajo hemos relacionado estos parametros clinico-patolégicos clasicos
gue se describen en los nomogramas, con la expresion de MMP-1 por las CMI del GC y
con la afectacién o no de los ganglios no centinela en los casos con expresion positiva
de MMP-1 por el GC, de cara a mejorar la capacidad de prediccién de la afectacion de
los ganglios no centinela en estas pacientes.

Varios estudios publicados indican que el tamafio tumoral primario (197) y el didmetro
de las metastasis son factores estadisticamente significativos para predecir el estado

de los ganglios no centinela.
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Cuando nosotros analizamos la relaciéon entre la expresion de la MMP-1 por las CMI del
GC metastdsico y el tamano tumoral, inicialmente no encontramos una relaciéon
estadisticamente significativa entre ambos parametros. Sin embargo, cuando
analizamos la relacidon entre el tamafo tumoral y la afectacion de los ganglios no
centinela en las pacientes con expresion de MMP-1 en los GC patoldgicos si
encontramos una asociacion estadisticamente significativa.

Por el contrario, en lo que respecta al tipo de metastasis, pardmetro que en muchas
publicaciones se considera un factor muy importante para predecir el estado de los
ganglios no centinela (110, 198), en nuestro trabajo inicialmente si encontramos una
asociacion estadisticamente significativa cuando lo relacionamos con la expresion de
MMP-1 por las CMI del GC (p<0,001). Sin embargo, al analizar la relacién entre el
tamafio de las metdstasis y la afectacion de los ganglios no centinela en las pacientes
con expresion positiva de MMP-1 en los GC, la relaciéon no fue estadisticamente
significativa.

También encontramos resultados contradictorios cuando analizamos la invasidon
linfovascular, pardmetro que al igual que los anteriores, se ha demostrado en otros
trabajos como un factor predictor del estado de los ganglios no centinela (199). En
nuestro caso al analizar la relacion entre la invasién linfovascular y la expresion de
MMP-1, no encontramos una asociacidn estadisticamente significativa. Sin embargo, al
relacionar dicha invasién con la afectacion o no de los ganglios no centinela, en las
pacientes con expresién positiva de MMP-1, si objetivamos una asociacidn
estadisticamente significativa, por lo que si podriamos tenerlo en cuenta como un
parametro util para predecir el estado de los ganglios no centinela.

Otro pardmetro que en nuestro trabajo ha arrojado resultados favorables de cara a
predecir el estado de los ganglios no centinela es el grado de diferenciacién tumoral.
Tanto en lo que respecta a la relacién con la expresion de MMP-1 por las CMI del GC,
como a la relacién con la afectacion de los ganglios no centinela en la pacientes con
expresion positiva de MMP-1, encontramos una asociacion estadisticamente

significativa.
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Analizando la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de los pardmetros en los que si
encontramos relacién estadisticamente significativa con respecto a la afectacion de los
ganglios no centinela (Tamafo tumoral, grado histolégico e invasiéon linfatica) vemos
qgue en algunos de ellos, como el tamafio tumoral, si mejora la especificidad de la
prueba, respecto a la analizada para la expresion de MMP-1 por las CMI del GC, pero
en detrimento de la sensibilidad y VPN.

En lo que respecta al grado histoldgico y la invasion linfatica los valores de
especificidad y VPP son similares a los obtenidos al analizar la expresién de MMP-1 en
el GC, sin embargo la sensibilidad y el VPN obtienen resultados muy inferiores.

Por lo tanto, basandonos en estos resultados, no podemos recomendar de forma
categdrica el uso en la practica clinica, de dichos pardametros de cara a mejorar la
prediccion de afectacidon de los ganglios no centinela en pacientes con expresion

positiva de MMP-1 por las CMI del ganglio centinela metastasico.

En el presente estudio también evaluamos la posible relacién entre la expresién de
MMP-1 y la de Pit-1. Ya que un estudio reciente demuestra que este factor de
transcripcion induce la produccion de MMP-1 en lineas celulares de cancer de mama
(181, 182). Pit-1 juega un papel fundamental en la diferenciacion de las células durante
la organogénesis de la glandula hipofisaria anterior en los mamiferos y es un activador
de la transcripcién de genes de la hipdfisis. Sin embargo, la expresion de Pit-1 también
se ha demostrado en algunos tejidos como en la mama humana, donde puede jugar un
papel fundamental en la diferenciacién de las células de ese tejido.

Pero también, se ha objetivado un aumento en la expresion de Pit-1 en el cancer de
mama, con respecto a la mama normal. Ademas se ha descrito que la sobreexpresién o
el bloqueo de Pit-1 en lineas celulares de cdncer de mama humano inducen profundos
cambios fenotipicos en la expresion de proteinas implicadas en proliferacién celular,
apoptosis y metastasis.

Ademas, los altos niveles de Pit-1 en el tejido tumoral se correlacionan con un mayor

indice de metastasis en pacientes con cancer de mama (181).
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También existen datos que demuestran que Pit-1 regula en la célula tumoral la
expresion de proteinas implicadas en el desarrollo de metastasis (182).

En el presente estudio evaluamos la expresién de Pit-1 en los ganglios centinela
metastdsicos en 62 casos, encontrando una amplia variabilidad de los valores de
expresion de Pit-1 (Score) tanto en los casos con expresion de MMP-1 por las CMI de
los ganglios centinela metastasicos, como en las que no se expresaban MMP1.

En nuestro trabajo no hayamos una relacidon estadisticamente significativa entre la
expresion global de Pit-1 por los GC metastdsicos y la afectacidon de los ganglios no
centinela, asi como tampoco encontramos dicha relacién cuando analizamos la
expresion de Pit-1 en cada tipo celular del GC y la afectaciéon de los ganglios no
centinela.

Tampoco se determind una asociacidn significativa entre la expresion del factor de
transcripcion  Pit-1 (valor en relacién a la mediana) en los ganglios centinela
metastdsicos y la expresién de la MMP-1 por las CMI de dicho GC, asi como tampoco
encontramos una relacion significativa entre la expresion de Pit-1 por los diferentes
tipos celulares del GC metastasico (células tumorales, fibroblastos y CMI) y Ia
expresion de MMP-1.

Para tratar de mejorar la prediccién de la afectacion de los ganglios no centinela,
relacionamos la expresién de Pit-1 en los GC metastasicos con las caracteristicas
clinico-patoldgicas de los pacientes y sus tumores. Pero no encontramos una
asociacién estadisticamente significativa entre ninguno de esos parametros y la
expresion de Pit-1 ni en relacién al Score, ni cuando analizamos su expresién en los
diferentes tipos celulares del GC metastasico.

Por tanto, estos resultados inducen a considerar que deben existir otros factores

implicados en la regulacion de la MMP-1 en las CMIs del ganglio centinela.

Este estudio concluye, que la expresion de MMP-1 por las CMIs del ganglio centinela
muestra una sensibilidad del 100%, con un valor predictivo negativo del 100% y una
especificidad del 54,72%, para predecir el estado de los ganglios no centinela. Por lo

tanto, si estos resultados se confirman en otras series, la determinacion de MMP-1
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podria ayudar a evitar la realizacién de la LA u otro tipo de tratamientos innecesarios
sobre la axila en un porcentaje significativo de pacientes (40-70%), en las que se
detectan metdstasis en el ganglio centinela, evitando la morbilidad que dichos

tratamientos conlleva.
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CONCLUSIONES

1.

La expresién de MMP-1 por las células mononucleares inflamatorias del ganglio
centinela metastdsico en el cancer de mama como factor predictor de la
afectacion de los ganglios no centinela, muestra una sensibilidad del 100%, un
valor predictivo negativo del 100% y una especificidad del 54,72%. Por lo que
podemos concluir que hemos reproducido los resultados obtenidos en el
trabajo previo publicado por Eiréd N “et al”, lo que nos permite afirmar que en
aquellas pacientes en las que no se expresa MMP-1 por las CMI del GC
metastdsico, se podria evitar la linfadenectomia axilar, o cualquier otro tipo de

tratamiento sobre la axila.

No se ha encontrado una relacidn significativa entre la expresion de MMP-1 y
Pit-1 en los ganglios centinela positivos, ni tampoco entre la expresién de Pit-1

y la afectacion de los ganglios no centinela.

La combinacién de MMP-1 con el tamano tumoral mejora la especificidad de la
prueba, de cara a predecir la afectacién de los ganglios no centinela, pero en

detrimento de la sensibilidad.

La combinacién de MMP-1 con el tamano tumoral, la invasidn linfatica y el
grado histoldgico de tumor, mejoran ligeramente el Valor predictivo positivo de
la prueba, de cara a predecir la afectacidon de los ganglios no centinela, pero en

detrimento del Valor predictivo negativo.
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