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Lucia Garcia-Berbel Molina

Introduccion

El cancer de mama es la neoplasia mas comun diagnosticada entre las
mujeres, representando casi una de cada tres nuevas detecciones. Ademas, el
cancer de mama es la segunda causa de muerte por cancer entre las mujeres

tras las neoplasias pulmonares!? (figura 1).

Nuevos casos estimados (2016) Muertes estimados (2016)

Breast 246,660 29% Lung & bronchus 72,160 26%
Lung & bronchus 106,470 13% Breast 40,450 14%
Colon & rectum 63,670 8% Colon & rectum 23,170 8%
Uterine corpus 60,050 7% Pancreas 20,330 7%
Thyroid 49,350 6% Ovary 14,240 5%
Non-Hodgkin lymphoma 32,410 4% Uterine corpus 10,470 4%
Melanoma of the skin 29,510 3% Leukemia 10,270 4%
Leukemia 26,050 3% Liver & intrahepatic bile duct 8,890 3%
Pancreas 25,400 3% Non-Hodgkin lymphoma 8,630 3%
Kidney & renal pelvis 23,050 3% Brain & other nervous system 6,610 2%
All Sites 843,820 100% All Sites 281,400 100%

Figura 1: Estadistica estimada de cancer en 2016
(Adaptada de Jemal et al?)

En Espafia, los tumores mamarios suponen la neoplasia mas frecuente y
la primera causa de muerte por cancer en mujeres, representando el 34% de

los casos nuevos de cancer en Espafia®. Con una incidencia estandarizada
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estimada de 93,6 casos por 100.000 mujeres/afio, ocupa una posicion
intermedia entre los paises de Europa occidental y los del este. Estos datos
ponen de manifiesto que el cancer de mama representa un problema de salud
publica de primera magnitud en Espafia. El hecho de ser una neoplasia curable
en estadios precoces hace que sea imprescindible la colaboracion de distintos
especialistas para ofrecer a las pacientes el mejor tratamiento posible dentro de
la actual evidencia cientifica, y que se dediquen los mayores esfuerzos a la
investigaciéon de la mejora del manejo diagndstico y terapéutico del mismo.
Desde los afios 90 la mortalidad por cancer de mama esta descendiendo
debido al diagnostico precoz por programas de cribado y a los avances
terapéuticos. En Espafia esta tendencia decreciente se observa a partir de
1993, con un descenso de un 2,4 % anual. La supervivencia global en Europa a
los 5 afios es cercana al 79%, inferior a la observada en EEUU (90%), y ha
aumentado en los ultimos afios. En Espafia, se sitia en un 85%,
significativamente mas alta que la media europea. Las tendencias se cruzan ya

que la incidencia aumenta pero disminuye la mortalidad.

1.- Riesgo

El riesgo de padecer un cancer de mama aumenta con la edad, siendo el
riesgo estimado de padecerlo a lo largo de la vida para una mujer caucésica de
un 13,1%; la probabilidad de fallecer de un cancer de mama es del 3,4%°. En
los ultimos afios ha habido un auge en la practica de mamografias de cribado
con el fin de conseguir un diagnéstico precoz®%7, lo cual ha supuesto que, si

bien la mortalidad por cancer de mama en Occidente presenta una tendencia a
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la disminucion, el nimero total de diagnésticos ha aumentado a favor de
estadios mucho més tempranos y curables a largo plazo, al menos en el grupo
de mujeres de 40 a 59 afos. Los factores de riesgo para padecer cancer de

mama se exponen a continuacion:

Agregacion familiar y predisposicidén genética

Globalmente, existe un riesgo 1,5-3 veces superior al de la poblacion
normal para aquellas pacientes con un familiar de primer grado (hermana o
madre) afecto por un cancer de mama®. La historia familiar es un factor de
riesgo heterogéneo que depende del nimero de familiares afectos, del niumero
de familiares no afectos, de la edad al diagndstico en los familiares y del grado
de parentesco. Incluso en ausencia de una predisposicion hereditaria conocida
al cancer de mama, las pacientes con historia familiar positiva tienen un cierto
incremento del riesgo, debido bien a factores genéticos aun no definidos, a
factores ambientales, o a una combinacion de ambos.

La predisposicion hereditaria ha de sospecharse sobre todo cuando una
mujer padece cancer de mama a edades tempranas (por debajo de 45 afos) y
tiene historia familiar positiva para cancer de mama y/u ovario. En el afio 1994
se clonaron los genes de susceptibilidad genética al cancer de mama y ovario
BRCA1, localizado en el gen 17921, y BRCA2 en el cromosoma 13ql3. Las
mutaciones de dichos genes se transmiten de forma autosémica dominante y
se asocian a un riesgo de hasta un 85% de desarrollo de cancer de mama a lo

largo de la vida, sobre todo a edades tempranas. Asimismo, también la
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posibilidad de padecer cancer de ovario aumenta si estas mutaciones estan
presentes, especialmente en BRCA®®.

Las pacientes con los sindromes de Li-Fraumeni, Cowden, Muir-Torre o
la enfermedad ataxia-telangiectasia, tienen también un aumento de Ila
susceptibilidad al cdncer de mama; este aumento esta relacionado con un
deterioro en la capacidad de reparacion del DNA a nivel de todos los tejidos, no

tratAndose por tanto de sindromes especificos de cancer de mama.

Factores hormonales

Los estudios epidemioldgicos a gran escala sugieren que a mayor
tiempo de exposicion a estrégenos, mayor riesgo de cancer de mama. Una
menarquia temprana, una menopausia tardia, la nuliparidad y/o una edad tardia
al primer embarazo se relacionan con un aumento en la incidencia®>°. La
intensidad de la exposicibn juega un papel importante: en mujeres
posmenopausicas, cuyos estrégenos provienen fundamentalmente de la
aromatizacion en tejidos periféricos de los andrégenos suprarrenales, la
obesidad se asocia a un incremento del riesgo (la aromatizacion de
androgenos se produce sobre todo en el tejido graso). También el uso de
terapia hormonal sustitutiva aumenta el riesgo. Estas dos ultimas situaciones
estan vinculadas a un aumento de la cantidad de estrégenos circulantes?!!. La
incidencia de cancer de mama se incrementa con la edad. Dicho incremento
persiste tras la menopausia, pero a una velocidad 6 veces menor. Esto sugiere
la importancia de la funcién ovarica en cuanto a sintesis de estrogenos en el

riesgo de cancer de mama?2.
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Estilo de vida y factores dietéticos

Los estudios sobre el cancer de mama y las poblaciones inmigrantes de
EE.UU. (en las que se observa un cambio de incidencia a la del pais al que
emigran con el paso del tiempo) hicieron sospechar una relacion entre esta
neoplasia con factores dietéticos®14. Si bien el consumo de grasa per capita se
ha relacionado con incidencia y mortalidad por cancer de mama, el mayor
estudio al respecto, que combina los datos de diversas cohortes prospectivas
sumando mas de 350.000 mujeres, no descubrié una diferencia significativa
entre las mujeres censadas como grandes consumidoras de grasa y aquellas
qgue apenas tomaban®®. La practica de ejercicio fisico regular parece proteger
del cancer de mama en mujeres premenopausicas debido a dos razones: a la
pérdida de grasa periférica y al aumento de ciclos anovulatorios; ambos
factores conducen a una menor exposicion a estrogenos®. Un gran
metaanalisis que estudio la relacion del consumo de alcohol con la incidencia
de cancer de mama, hall6 que el riesgo relativo para las pacientes que
consumian hasta 3 unidades de bebida alcohodlica al dia era de 1'4 veces
superior (dependiendo de la dosis) respecto a las mujeres abstemias?!’. Falta
evidencia suficiente para afirmar que el consumo de fibras o de vitaminas
confiera proteccion, pero parece que una dieta con alto contenido en frutas y en

vegetales puede disminuir el riesgo.
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Enfermedades benignas de la mama

Las enfermedades benignas de la mama se dividen en no proliferativas y
proliferativas. Las primeras no estan asociadas a incremento de incidencia de
cancer de mama, mientras que las segundas si. Si en una biopsia de
enfermedad proliferativa no observamos atipias histolégicas, el riesgo de
cancer estd aumentado 1,5- 2, mientras que si lo que observamos en una
hiperplasia con atipia, el riesgo relativo es de 5. Para hacerse una idea de lo
que estos datos representan, el riesgo a 15 afios de presentar cAncer de mama
para una mujer con una biopsia de hiperplasia con atipia e historia familiar

positiva es del 20%'81°.

Factores ambientales

Se acepta que la exposicion a radiaciones ionizantes incrementa el
riesgo de cancer de mama, con un periodo de latencia de hasta 40 afios. Al
respecto es muy ilustrativo el estudio de Gervais-Fagnou et al?® en el que en
una cohorte de 427 mujeres que habian recibido irradiacion supradiafragmatica
como tratamiento de enfermedad de Hodgkin en el pasado mostraban un
riesgo relativo de 10,6 para cancer de mama respecto al esperado para
mujeres de su edad sin irradiacidon previa. A pesar de lo dicho en los parrafos
precedentes, hasta un 50% de las mujeres no tienen en su historia clinica
ningun factor de riesgo identificable mas alld del aumento de la edad y el
género femenino. Puesto que el 99% de los casos de cancer de mama tienen
lugar en la mujer, el factor "género femenino" no se considera un factor de

riesgo.
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2. Breve recuerdo clinico

En la patologia mamaria existen una serie de signos clinicos que ponen

de manifiesto la posibilidad de estar ante una neoplasia de mama:

No6dulo mamario palpable

Los nédulos y masas en la mama son detectables en el 90% de los
pacientes con cancer de mama, y constituyen el signo mas frecuente en la
historia clinica y en la exploracion fisica. La masa tipica del cancer de mama
suele ser solitaria, unilateral, solida, dura, irregular, fija y no dolorosa.

Ante la aparicion de un nodulo palpable en la mama el facultativo
responsable esta obligado a realizar un estudio diagnostico para descartar su
posible naturaleza maligna. La historia clinica y la exploracion son
imprescindibles, debiéndose anotar las caracteristicas del nédulo en cuanto a
localizacion, movilidad, tamafio y bordes.

En funcién de la edad, el procedimiento diagndstico sera diferente. En
pacientes menores de 30-35 afios, la ecografia proporciona mejores resultados
gue la mamografia y nos distinguira entre noédulo sélido y quistico. ElI nédulo
quistico puro presenta una pared fina, libre de ecos en su interior y con
refuerzo acustico posterior. La actitud serd control ecogréafico o bien puncién-
aspiracion de aguja fina (PAAF) para estudio citolégico. En el ndédulo quistico
atipico, la PAAF es obligada y si ésta es sospechosa se completara con biopsia
de aguja gruesa (BAG). En el nédulo sélido, si sus caracteristicas son de
benignidad y ésta se confirma con la realizacibn de BAG, se ofertara

seguimiento o extirpacién quirdrgica dependiendo del tamafio y de los deseos
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de la paciente. En caso de sospecha de malignidad se impone el estudio de
imagen, seguido de BAG. En los nddulos sdélidos se desaconseja la PAAF
porque en caso de carcinoma no serd posible determinar el caracter infiltrante.
En pacientes mayores de 35 afios, el procedimiento diagnoéstico es la
mamografia bilateral combinada con ecografia. Ante un nédulo aparentemente
benigno (BIRADS 2-3), se aconseja estudio de imagen y BAG para su filiacion
histologica. En una masa densa se realizarA mamografia y ecografia. Ante un

nédulo maligno (BIRADS 4-5) siempre se realizara BAG.

Nédulo mamario no palpable

Es aquella lesibn que se detecta en estudio de imagen y que no es
objetivable clinicamente. Actualmente el 30 % de los canceres de mama se
diagnostican radioldgicamente. Siendo su prondéstico generalmente mejor, ya
que se suelen diagnosticar en estadios mas tempranos. Las principales
lesiones no palpables son: Nédulos pequefios profundos, imagenes estrelladas,
irregulares y con prolongaciones, alteraciones del parénquima, asimetrias

mamarias, lesiones mixtas y sobre todo las microcalcificaciones.

Microcalcificaciones

Guardan una estrecha relacion con las lesiones in situ. Se actuara en
funcién de las caracteristicas radioldgicas BIRADS, realizdndose una biopsia
por esterotaxia ya que no es aconsejable la biopsia mediante tumorectomia. El
diagnéstico histolégico debe ser realizado antes de la operacion quirlrgica, ya

gque compromete la realizacion, en caso de malignidad, de cirugia
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conservadora de mama con margenes quirdrgicos libres y la biopsia selectiva

del ganglio centinela (BSGC).

Telorreas

Se define como la secrecidon procedente del conducto mamario que
aparece por el pezon de forma espontanea. Las secreciones espontaneas por
el pezon a través de un conducto mamario son el segundo signo mas frecuente
del cancer de mama. Tal secrecion telar se produce en aproximadamente el
3% de las mujeres con cancer de mama, pero el 90% de los casos de drenaje
por el pezon traducen patologia benigna. En general, secreciones lechosas,
purulentas o grumosas no suelen corresponder a patologia tumoral, pero las
descargas serosas, serosanguinolentas, hemorragicas o acuosas han de ser
investigadas, ademas es la secrecibn que mas alarma a la mujer. Su
asociacion con el cancer de mama es poco frecuente, aunque su aparicion
conjuntamente con una masa obliga a la realizacion de una biopsia. Cuando es
espontanea, unilateral y uniorificial su principal causa es el papiloma

intraductal.

Alteraciones del complejo areola pezén

Toda alteracion o cambio en la piel del pezén o de la areola debe ser
investigada para descartar enfermedad de Paget. La presencia de eritema,
cambios en la pigmentacién de la piel, descamacién o alteracién del epitelio
qgue no llegan a cicatrizar, deben ser estudiadas mediante mamografias,

ecografias y biopsia escisional.
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Se considera un pezoén invertido aquel que estd sumido por completo
dentro de la mama y las maniobras manuales no permiten su despliegue

La etiologia del pezon invertido o retraido se debe (en orden de
frecuencia) a ectasias, abscesos y cancer. La inversion, retraccién o distorsion
por problemas malignos de mama, es persistente, asimétrica, y puede

involucrar a la areola y traccionar en diferentes direcciones del pezén.

Alteraciones cutaneas

La retraccion de la piel, piel de naranja, eritema cutdneo son trastornos
gue indican un estado avanzado de un proceso maligno de la mama. Las
ulceraciones cutaneas, el sangrado, los nédulos subcutaneos satélites, indican

la presencia de un cancer de mama localmente avanzado

Dolor mamario

Es la primera causa de consulta de la mujer al médico. No se relaciona
con la presencia de céncer. La mastodinia o dolor ciclico mamario esta
relacionado con el ciclo menstrual. Suele deberse a edema y congestion
mamaria por influencias hormonales. Se inicia en la segunda fase del ciclo
menstrual y normalmente cesa con la menstruacion. La mastalgia o dolor
aciclico suele estar asociado a patologia traumatica, alteraciones vasculares,
cancerofobia o al uso de sujetadores mal adaptados.

En general, en la enfermedad avanzada, los sintomas se deberan al
deterioro organico en el que las metastasis asienten, asi como a las

manifestaciones de cualquier cancer avanzado (caquexia, astenia, deterioro del
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estado general progresivo), muchas de las cuales son dificiles de desligar de
aquellas producidas por los tratamientos oncolégicos administrados. EI cancer
de mama es una enfermedad heterogénea, que crece a velocidades distintas
en pacientes diferentes y con frecuencia es una enfermedad sistémica en el
momento del diagndstico inicial (debido a la presencia de micrometastasis
diseminadas en otros tejidos, que ocurriran con mayor o menor probabilidad en
funcion de unos factores que se discutiran mas adelante y que hoy por hoy son
los pilares de la justificacién del tratamiento adyuvante). Hay una serie de
evidencias que apoyan esta aseveracion:

a) Tiempo de duplicacion tumoral del cancer de mama: un tumor de
mama de 1 cm contiene aproximadamente 10° células y ha realizado 30 de los
40 ciclos de replicacion que tendran lugar antes de que el paciente fallezca. El
tiempo de duplicacion de la lesion en el cancer de mama varia de 25-200 dias
en las lesiones pequefas y precoces, pero en la enfermedad avanzada el
tiempo de duplicacion puede ser superior a los 500 dias. Por eso, un tumor de
1 cm. puede llevar en la mama de 2 a 17 afios de evolucion antes de ser
diagnosticado. En este tiempo el fenotipo de las células tumorales no es
estatico, sino que va ganando agresividad en términos de potencial
metastasico, inhibicibn de apoptosis en respuesta a citotéxicos y potencial
angiogénico.

b) El prondstico esta influido por marcadores bioquimicos: la presencia
de ciertos marcadores moleculares en lesiones aparentemente localizadas y
completamente resecadas se relaciona con rapidas recaidas a distancia por

existencia de enfermedad que esta oculta al momento del diagnaostico.
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c) Las medidas de tratamiento local tienen un efecto limitado en la
supervivencia: la supervivencia mediana de pacientes no tratadas es de 2,5
afos. Las pacientes tratadas s6lo con tratamientos locales (cirugia con o sin
radioterapia local) tienen una expectativa de vida mejor que las pacientes que
no han recibido ningun tipo de tratamiento, pero contindan muriendo a ritmos
considerablemente mayores que controles sanas de la misma edad hasta 20
afos después del tratamiento. Cualquiera que sea la causa de muerte, el 75-
85% de las pacientes con historia de cancer de mama presenta evidencia de
tumor en la autopsia.

d) La exéresis del tumor primario no altera sustancialmente el riesgo de
las metastasis: las metastasis a distancia estdn presentes en los 2/3 de las
pacientes con cancer de mama en el momento del diagndstico; las diferentes
modalidades de tratamiento local (mastectomia radical, mastectomia radical
modificada, mastectomia simple; administracion o no de radioterapia) apenas
modifican la supervivencia. Las pacientes con metastasis en los ganglios
linfaticos axilares tienen una alta tasa de recidiva con metastasis a distancia a
pesar de haberse realizado reseccién completa del tumor.

El tamafio tumoral, definido como el didmetro mayor del tumor primario
infiltrante, es un factor prondstico reconocido en cancer de mama. La relacion
entre tamafio tumoral y supervivencia se ha analizado en varios estudios, de
los que destaca el estudio epidemiolégico del Dr. Fisher, en el que se
analizaban mas de con 24.000 pacientes diagnosticadas de cancer de mama, y
en el que se demostraba una supervivencia a los 5 afios que oscilé entre un

91% para pacientes con tumores menores de 2 cm hasta un 63 % con tumores
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mayores de 5 cm?.. A pesar de que sabemos que el tamafio tumoral se
correlaciona con la afectacion axilar, son factores pronésticos independientes.
En la préctica clinica, especialmente en el subgrupo de pacientes sin afectacion
axilar linfética, el tamafio tumoral es un factor prondstico utilizado de manera
rutinaria para la toma de decisiones terapéuticas.

e) Los ganglios regionales afectos son predictores de enfermedad
sistémica, y no barreras para la diseminacion tumoral: la exéresis de los
ganglios linfaticos axilares en la cirugia no altera la tasa de recurrencias, el
desarrollo de metastasis a distancia o las tasas de supervivencia. La afectacion
axilar linfatica es el factor prondstico independiente mas potente en cancer de
mama. Se sabe que existe una relacion directa entre el nUmero de ganglios
afectados por la enfermedad y la supervivencia Hasta el 50% de todas las
pacientes con cuatro o0 mas ganglios linfaticos axilares afectos tendran
evidencia de enfermedad metastasica clinica antes de que transcurran 18
meses. Desde el andlisis de estos datos no podemos llegar al punto de ofrecer
a una paciente en concreto informacion exacta sobre cudl va a ser el curso
natural de su enfermedad. El amplio espectro clinico cuyos puntos extremos
son el cancer lobulillar in situ y el cancer metastasico con invasion visceral no
define mas que la heterogeneidad de la enfermedad que nos ocupa. No sélo
sera importante saber en qué punto se encuentra la paciente en cada
momento, sino tener en cuenta una serie de factores prondsticos, cuya
presencia o ausencia nos indica cual va a ser el curso de la enfermedad con
altas probabilidades, y predictivos, cuya presencia o ausencia nos indica a qué

tratamientos va a responder o no la enfermedad de una paciente en concreto.
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Tales factores asociaran dicho espectro clinico a una supervivencia mas o

menos prolongada.

3. Subtipos histolégicos del cancer de mama

Las glandulas dentro de las mamas se clasifican como glandulas
tubuloalveolares compuestas y consisten en 15 a 20 lobulos que se irradian
desde el pezon y se separan entre si por tejidos adiposos y conectivo
colageno. Cada I6bulo es drenado por su conducto galactéforo propio que llega
directamente al pezon, y antes de llegar al pezén cada uno se dilata para
formar un seno lactifero y a continuacién se estrecha antes de desembocar en
el pezon. El epitelio escamoso queratinizado de la piel supraadyacente se
hunde en los orificios del pezén y después se transforman en un epitelio cubico
de doble capa que tapiza los conductos. Los conductos y lobulillos estan
tapizados por dos tipos de células. Las mioepiteliales contractiles con
miofilamentos que se disponen como una malla sobre la membrana basal y las
células epiteliales luminales que se superponen a las células mioepiteliales. Se
postula que una célula madre comprometida en el conducto terminal puede dar
lugar a las células tanto luminales como mioepiteliales. También existen dos
tipos de estroma mamario. El estroma interlobulillar, que corresponde a un
tejido conjuntivo fibroso denso mezclado con tejido adiposo. Y el estroma
intralobulillar que rodea a los acinos de los lobulillos y esta constituido por
células similares a los fibroblastos con respuesta hormonal. Ambos estromas

se ven salpicados por linfocitos dispersos. (Figura 2 y 3).
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En la mama se agrupan tejidos de diferentes estirpes que pueden dar
lugar a diferentes tipos de tumores: sarcomas, basaliomas, linfomas... sin
embargo solo trataremos los tumores que provienen propiamente de los tejidos
glandulares mamarios (tumores epiteliales). A grandes rasgos, la clasificacidon

histoldgica mas comun del cancer de mama es la siguiente??:

Carcinoma "In situ"

Son un grupo heterogéneo de lesiones que tienen un potencial maligno
diverso, con multiples opciones de tratamiento.

En 1932 Broders acufig el término de carcinoma in situ, como la lesion
constituida por células malignas que no atraviesan la membrana basal, pero no
fue hasta 1990 en que Tavassoli diferencié la hiperplasia ductal atipica del
carcinoma ductal in situ, considerando que éste ultimo debe tener un diametro
asociado mayor a 2 mm.

Como consecuencia de la generalizacion de las mamografias de
chequeo, la prevalencia ha aumentado considerablemente. Antes las lesiones
preinvasivas representaban del 1-5 % de todos los canceres de mama. Su
diagnéstico era clinico, una masa palpable, eczema de pezén enfermedad de
Paget o un derrame hematico.

Segun su clasificacion histolégica pueden denominarse:

e Carcinoma ductal in situ (CDIS) o carcinoma intraductal si es

dentro de un ducto. Suele ser una lesién no palpable, en mas del
90% es clinicamente oculto. En la mayoria de los casos se presenta

como microcalcificaciones en la mamografia. El estudio genético
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apunta que el CDIs en un grupo heterogéneo, con subtipos
moleculares al igual que el carcinoma invasor, cada uno de ellos con
un prondstico diferente.

Carcinoma lobulillar in situ (CLIS) si es dentro de un lobulillo. Hace
afos, el carcinoma lobulillar in situ se consideraba una lesion
premaligna, sin embargo, en la actualidad se entiende como un
marcador que identifica a mujeres con un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama invasivo. El término mas adecuado es el de

neoplasia lobular.

La incidencia del carcinoma ductal in situ ha aumentado en los ultimos

afos. Con frecuencia este tipo de tumor es multicéntrico (varias lesiones en la

misma mama) y bilateral (afectacion de ambas mamas). En la actualidad se

desconoce gqué tumores in situ y qué porcentaje pasan a ser tumores invasivos.

El tiempo en que esto ocurre puede ser tan largo como 6 a 10 afos.

Carcinoma invasivo o infiltrante

Se llama asi a la proliferacion celular maligna que traspasa la frontera

natural anatémica del ducto o el lobulillo, invadiendo el tejido circundante.

Fundamentalmente existen dos tipos de cancer de mama invasivo:

Carcinomas ductales: En la clasificacion de la OMS de 2102, el
carcinoma ductal infiltrante queda englobado en un grupo
denominado carcinoma infiltrante de tipo no especificado, definido
como un conjunto heterogéneo de tumores en los que no se cumplen

todos los criterios para incluirlos en una misma variedad. El
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carcinoma infiltrante de mama NST (Non Special Type) se conoce
como carcinoma ductal infiltrante siendo el grupo mas frecuente de
cancer infiltrante de mama. No es una entidad bien definida. Es el
tipo histologico mas frecuente y se caracteriza por una proliferacion
celular que en mayor o menor proporcion forma tubulos rodeados por
una sola hilera celular con distintos grados de atipia. Estos tubulos
estan desprovistos de membrana basal y de la capa de células
mioepiteliales que se disponen entre las células epiteliales y la
membrana basal en los conductos mamarios normales. En ocasiones
se asocia a carcinoma intraductal. Puede asociarse también a otras
variantes histolégicas. El marcador inmunohistoquimico para E-
cadherina se expresa en la practica totalidad de los carcinomas
ductales mientras que s6lo un 15 % de carcinomas lobulillares lo
expresan
e Carcinomas lobulillares: Es el segundo tipo histolégico en
frecuencia y en muchas ocasiones es multicéntrico y bilateral. Su
incidencia es mucho menor, del 10%. Se caracteriza por una
proliferacion de células pequefias, con nudcleo redondo que se
disponen en fila india y rodeando de forma concéntrica a los
conductos mamarios conservados. Se asocia frecuentemente a
carcinoma lobulillar in situ. .
Otros tipos de cancer de mama menos frecuentes son el tubular,
cribiforme, mucinoso, carcinoma con hallazgos medulares, carcinoma con

diferenciacion apocrina, carcinoma de células en anillo de sello, carcinoma
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micropapilar infiltrante, carcinoma metaplasico, carcinoma con hallazgos
neuroendocrino, secretor, papilar infiltrante, de células acinares, adenoide
quistico, mucoepidermoide, polimorfo, oncocitico, rico en lipidos, de células
claras rico en glucogeno, sebaceo, tumores de tipo glandula salival/ anejo

cutaneo.

Lesiones tumorales benignas

A lo largo de los afios se han usado una multitud de términos como
displasia mamaria, enfermedad fibroquistica... para designar a la enfermedad
benigna de la mama. Sin embargo, toda esta terminologia se refiere a la era
precedente a la mamografia. En la actualidad, se utiliza como nomenclatura la
clasificaciéon acufiada por Dupont y Paget?324 para lesiones benignas, (tabla 1),
de manera que las lesiones que parecen no estar asociadas con incremento
del riesgo de cancer de mama se denominan no proliferativas y las otras
categorias con una asociacion de riesgo de cancer de mama subsecuente son
definidas como lesiones proliferativas. Estos autores demostraron la
importancia de clasificar y especificar precisamente las proliferaciones
epiteliales en aquellas sin atipias con un riesgo minimo o ligero de carcinomay
con atipias con un mayor aumento del riesgo de carcinoma. En el original
estudio de 1985, se realiz6 una revision de mas de 10.500 biopsias de mama
benignas consecutivas por enfermedades benignas de 3.300 mujeres que
fueron seguidas por un periodo medio de 17 afos. La prevalencia de estos
grupos en la poblacién estudiada, los investigadores encontraron que la entidad

mas frecuente era la enfermedad no proliferativa (en mas del 68% de las
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biopsias). Las lesiones proliferativas sin atipias fueron la segunda entidad mas
comun (el 26% de las biopsias). Las lesiones que mostraron tener mayor riesgo
de carcinoma, las hiperplasias atipicas, fueron las menos frecuentes (sélo el
4% de las biopsias). Por lo tanto la mayoria de las mujeres sometidas a biopsia
mamaria por enfermedad benigna presentan lesiones que no se asocian con un
aumento significativo del riesgo del carcinoma de mama. Sin embargo en un
pequefio porcentaje de casos, se encuentran lesiones que se asocian con un
aumento del riesgo y precisamente es en estas pacientes en las que debe

realizarse un estrecho seguimiento a largo plazo.

Tabla 1: Clasificacion Dupont y Paget con riesgo relativo para cada grupo?.

Cambios no proliferativos: 70% de casos. (RR=1)
- adenosis
- quiste y metaplasia apocrina
- ectasia ductal
- hiperplasia epitelial leve del tipo “usual’

Enfermedad proliferativa sin atipias: 26% de casos. (RR=1,5-2)
- Hiperplasia moderada o florida del tipo “usual”
- Papiloma
- Adenosis esclerosante

Enfermedad proliferativa con atipias: 4% de casos. (RR=4-5)

- Hiperplasia ductal atipica
- Hiperplasia lobulillar atipica

Lesiones papilares benignas de mama: Papiloma

Intraductal

Los papilomas son proliferaciones exofiticas de las células epiteliales de
los conductos galactéforos sobre un eje fibro-vascular. La forma de

presentacion es variada: papiloma solitario, papiloma quistico, papilomatosis,
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papilomatosis juvenil. Las lesiones papilares son mas comunes entre mujeres
de 30-50 afios. Cuando se encuentran cerca del pezon, suelen presentar
secrecion mamaria anormal. Sin embargo, estas lesiones también pueden ser
detectadas accidentalmente en estudios de imagen o en la biopsia realizada
por otra indicacién?.

Como regla general, hay que tener en cuenta que ante una telorrea
serohemética o sanguinolenta en mujeres premenopausicas, el papiloma
intraductal, y en mujeres postmenopdausicas el cancer de mama, seran la
primera causa?®®.

A la hora de enfrentarse a una biopsia pequefa, los patélogos no suelen
tener grandes problemas en reconocer la arquitectura papilar de la lesiéon. Sin
embargo, su posterior categorizacibn como benigno, atipico o maligno plantea
mas dificultades. Estas dificultades se ven aun mas acusadas en los casos de
citologias (puncién-aspiracion con aguja fina o citologias exfoliativas en
secreciones telares?’.

El Papiloma intraductal solitario representa el 1.5% de la patologia
mamaria. Se trata de una formacién papilar pediculada que crece en el interior
de un conducto galactéforo principal. Inicialmente se manifiesta como una
telorragia uniorificial. Posteriormente en su crecimiento puede producir una
obstruccion del conducto con ectasia y dilatacion del mismo, y fibrosis a su
alrededor, originando una tumoracion palpable de 2-3 cm.

Histologicamente, los papilomas intraductales se definen como lesiones
arborescentes centradas por un eje fibrovascular y revestidas por una capa de

células mioepiteliales sobre las que se encuentra otra proliferacion de células
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epiteliales (figura 4). Se han descrito casos inusuales de células atipicas o de
carcinoma ductal in situ dentro de papilomas solitarios, pero por lo general
estos no se relacionan con cancer®. En un metaandlisis de 34 estudios
publicado en 2013 por Wen y Cheng?®, incluyeron a 2.236 lesiones papilares
benignas, observando en un 15.7% de ellas la presencia de células malignas

en el andlisis histopatologico tras la reseccion quirdrgica.

Figura 4: Histologia general de un papiloma intraductal:
a) Papiloma intraductal b) papiloma con hiperplasia ductal atipica. H&E Aumentos
originales 50X (a,b), 300x (A,B)

Aunque el papiloma intraductal per se esta considerado como una lesion
benigna, la asociacion entre esta lesion y la recurrencia maligna es bastante
alta, llegando al 33% de los casos como muestran algunas series3%-32, Este
hecho genera un gran debate cientifico centrado en el modo de actuacion

clinica de esta patologia, ya que, mientras que hay grupos que abogan por una
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escision quirtrgica radical®324, otros equipos sugieren UGnicamente un
seguimiento clinico en todos los casos30:35:36,

Se requiere por tanto un diagnoéstico de precision que permita
seleccionar casos susceptibles de un comportamiento maligno®’-3°, no solo por
el beneficio de la paciente, quien se ahorraria intervenciones innecesarias, sino

también por su impacto econémico?® en el sistema sanitario.

4. Biologia Molecular del cancer

El cancer es un proceso evolutivo. Para que una célula cualquiera pueda
dar lugar a un tumor ha de sufrir ciertos cambios progresivos. Estas
alteraciones necesarias para la carcinogénesis se recogen en el articulo
publicado por Hanahan y Weinberg The Hallmarks of Cancer next generation!,
en el que se definen las seis alteraciones claves necesarias para que las
células normales progresen hasta un tumor maligno, ademas de 4 situaciones
gue han de darse en el entorno tumoral. Estos cambios implican autosuficiencia
en el crecimiento, insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento, evasion
de la apoptosis, capacidad de replicacion ilimitada, capacidad angiogénica y

capacidad de invasion y metéastasis (Figura 5).
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Capacidades
emergentes

Desregulaciéndela Evasion respuesta
energiadel ciclo celular inmune

Inestabilidad genémica ra Inflamacidn crénica
y mutacién aleatoria promotora del tumor

Angiogénica

M Caracteristicas >J
permisoras

Figura 5. Capacidades necesarias para la carcinogénesis.
Capacidades que una célula deberia adquirir para poder progresar hacia un tumor
maligno. Adaptada de Hanahan y Weinberg, 2.0114%.

Dentro de todas estas capacidades, es de sobra conocido que el
proceso invasion y metastasis es el que provoca méas del 80% de muertes por
causa tumoral®?. Ademas, cada vez mas, se van conociendo los mecanismos
por los cuales se provoca esta migracion y se conoce también que la
metastasis puede darse en estadios muy tempranos del desarrollo
neoplasico*®44. De ahi que los estadios iniciales de un proceso neoplasico
(preneoplasia) sean un periodo clave para la evolucién del tumor, y por tanto un
ambiente en el que se puede centrar la busqueda de marcadores de deteccion
precoz y estrategias de tratamiento.

En este sentido, la desdiferenciacién de las células hacia un fenotipo
mas mesenquimal juega un papel crucial en el proceso de la invasion y

metastasis, en un proceso conocido como Transicion Epitelio-Mesénquima*®,
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Transicion epitelio-mesénquima

Las células epiteliales y mesenquimales difieren en sus caracteristicas
fenotipicas y funcionales. Las primeras constituyen capas de células contiguas
con funciones especializadas de membrana a modo de polarizacion apicobasal,
una orientacion organizada del citoesqueleto y la presencia de una membrana
basal, sin posibilidad alguna de migracién. EI mantenimiento de la morfologia
epitelial es necesario para realizar sus funciones. Las células mesenquimales,
sin embargo, carecen de dichas propiedades por lo que su adhesion a las
vecinas es menos fuerte, permitiéndolas una mayor capacidad migratoria en
base a que el tejido mesenquimal juega un papel de soporte con una
organizacion menos definida.

La activacion de un proceso biolégico conocido como programa de
transicién de epitelio a mesénquima produce un cambio fenotipico de la
célula epitelial basado en alteraciones de adhesiéon intercelular, de la
interaccion de la célula con el entorno, una reorganizacion del citoesqueleto y
una degradacién de la membrana basal y de la matriz extracelular. El proceso
se completa cuando la célula adquiere la capacidad migratoria, una vez
degradada la membrana basal, alcanzando el mesénquima desde el epitelio

(figura 6).

Figura 6. Proceso de transicion epitelio-mesénquima.
Resulta caracteristico el cambio fenotipico y la capacidad migratoria que adquiere la célula
para su ejecucion.
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Estos fendmenos de transicion han sido descritos en procesos
fisiolégicos como el desarrollo embrionario y la regeneracion o fibrosis tisular4®
siendo el epitelio el proveedor de fibroblastos y mi fibroblastos productores de
matriz extracelular; pero también durante la progresion y metastatizacion
tumoral a través de este mismo fendémeno migratorio después de una
reprogramacion de células epiteliales.

La regulacion de este fendmeno se produce mediante la coordinacion de
procesos moleculares que cooperan en su iniciacion y finalizacion como
factores de transcripcion, expresion de proteinas de superficie y del
citoesqueleto, enzimas que degradan la matriz extracelular y cambios en la
expresion del ARNm. Su actividad promovera modificaciones celulares en un
doble sentido: Por un lado, la represién o pérdida de sustancias reguladoras de
los complejos de adhesion celular como la E-cadherina y, por otro,
modificaciones de filamentos de actina del citoesqueleto que se traducira en
una desconexién celular del epitelio con un cambio de fenotipo y la propiedad
de migracién?’.

Cuando se produce un descontrol en la regulacion de esta transicién
bidireccional las células adquieren un fenotipo maligno y una capacidad
infiltrativa por sus propiedades migratorias, manifestada por la degradacién de
la membrana basal, que explicaria por qué las células del frente invasivo del
tumor primario expresarian marcadores mesenquimales en lugar de epiteliales
como la vimentina, la fibronectina, el Twist o el colageno tipo 14849,

La relacion entre la matriz extracelular y el fenomeno de Transicion

Epitelio-Mesénquima ha sido ampliamente descrita. Existe una
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retroalimentacion entre las células tumorales y el estroma que las rodea, de
manera que se dan mdultiples sefiales para acomodar el estroma al nuevo
estado del tumor conforme las células epiteliales se desdiferencian®0-52.

El colageno es el principal componente de la matriz extracelular y el
equilibrio entre su sintesis y degradacion se lleva a cabo a través de
fibroblastos, que juegan un papel critico en la homeostasis de dicha matriz. La
matriz extracelular juega un papel activo en numerosos procesos bioldgicos
como la morfogénesis celular, la proliferacién, la migracion, la diferenciacion, la
apoptosis y la propia carcinogénesis®3°4,

Diferentes teorias apuntan a una relacion entre los fibroblastos y las
células malignas durante el proceso de diseminacion tumoral. Su papel en la
génesis del cancer vendria mediado por la sintesis y depdésito de colageno para
la remodelacion de la matriz extracelular® por cuanto que una disminucién de
fibroblastos asociados al cancer parece reducir la capacidad invasiva de las
células tumorales®. Este concepto apoyaria su papel en la transicion de
epitelio a mesénquima pues se sabe que el TGF-B, como inductor primario de
dicha transicién, promueve la activacion de este tipo de células estromales®’.

Sin embargo, en la progresion tumoral se produciria el fenémeno
contrario por el cual una degradacion intensa de colageno permitiria una

migracion a distancia de las células epiteliales®®.

5. Colageno Xl alfa |

El colageno Xl alfa 1, representa un componente escaso dentro de la

matriz extracelular. Su papel principal es esencial en el conjunto del colageno
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ya que, junto con el colageno IX, regula el diametro las fibrillas del colageno Il
para estabilizar el crecimiento durante el desarrollo del tejido cartilaginoso
embrionario®®.

Alteraciones en el Colageno Xla1, se han asociado a sindromes como el
de Stickler®® o el de Marshall®!, y a otras enfermedades del tejido cartilaginosos
como la fibrocondrogénsis®?. La primera descripcién de este colageno en la
bibliografia sobre oncologia se realiz6 en 1992 en una linea de
rabdomiosarcoma®® aunque posteriormente se ha estudiado en otros muchos
tumores como el cancer de pulmén®, mama®, péancreas®®, gastrico®” o
colorrectal®®%®, donde se ha demostrado que se sobrexpresa respecto al
epitelio normal o lesiones benigna. Este marcador, ademas se ha emparejado a
fendmenos de transicion epitelio mesénquima y a los diversos genes que la
controlan’®.

La expresion del gen para el colageno Xla1 se asocia a un fenotipo
celular del estroma similar a los fibroblastos pero se desconoce el origen y
naturaleza real de estas células. No obstante, se piensa que las células
estromales asociadas al cancer resultarian de la reaccion desmoplasica que
acompafia a todo céancer infiltrativo y derivarian de diferentes tipos de
progenitores mesenquimales’. La confirmacién de este concepto apoyaria la
relacion entre fibrosis del estroma tumoral y el riesgo de migracion y
metastasis. En esta misma linea, el inmunomarcaje para el colageno Xla1 ha
sido propuesto como un indicador de agresividad y progresion del tumor al
haberse encontrado una asociacion significativa entre éste y diferentes factores

de mala evolucion en el cancer de colon como la afectacion ganglionar y las
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metastasis a distancia’>’3. Esta condiciéon sugiere su mediacion en la
proliferacion, invasion y migracion de células malignas.

En consecuencia, estas células “pseudofibroblasticas” o Fibroblastos
asociados a céancer (CAFs) serian responsables de una mayor densidad de
fiboras de colageno Xla1 que participarian en la remodelacion de la matriz
extracelular a nivel del tumor primario y, quizas, en el proceso de invasion e

infiltracion.

6. Virus del Papiloma Humano

Los papilomavirus constituyen un grupo de virus pequefios (Figura 7) de

ADN de aproximadamente 8000 pares de bases y de un tamafio de unos 55

nm, que inducen tumores epiteliales escamosos (verrugas y papilomas).

\}m W ¥ \:;\;
Figura 7: Imagen del virus del papiloma humano.
a) Imagen obtenida por microscopia electrénica de barrido, b) Esquematizacion coloreada
del virus obtenido por la electronografia, c) modelo de reconstruccién tridimensional del
virus.

El primero que se describio fue el papilomavirus del conejo comun.
Posteriormente, se aislaron y caracterizaron papilomavirus en otras especies
de vertebrados, incluido el hombre”. Han sido identificados y aislados mas de
120 tipos diferentes de papilomavirus humanos (VPH), cada uno de los cuales

generalmente expresan un tropismo caracteristico. Algunos tipos son
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cutaneotrépicos (VPHs 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63 y 65) y se aislan
frecuentemente en verrugas cutaneas y plantares, en lesiones cutaneas en los
pacientes con epidermodisplasia verruciforme, en lesiones cutaneas en
pacientes inmunodeprimidos tras un trasplante y en algunos tumores
epiteliales. Otro grupo de VPHs son mucosotropicos (VPHs 6, 11, 13, 44, 55,
16, 31, 33, 35, 52, 58, 67, 18, 39, 45, 59, 68, 70, 26, 51, 69, 30, 53, 56, 66, 32,
42, 34, 64, 73, 54) y se identifican en lesiones benignas y malignas del tracto
anogenital en ambos sexos. Ocasionalmente, estos tipos virales se aislan en
tejidos y lesiones de la cavidad oral, orofaringe, laringe y eséfago’®7.

La expresioén clinica més conocida de la infeccion viral la constituyen los
condilomas acuminados o verrugas genitales, asociados en aproximadamente
un 90% a infecciones por los VPHs 6 y 11. Las lesiones neoplésicas cervicales,
vulvares, vaginales, de pene y de ano estan ocasionalmente asociadas a los
VPHs “benignos” o de “bajo riesgo” como el VPH 6 y el VPH 11, pero mas
frecuentemente a los VPHs tipicamente carcinogénicos o de “alto riesgo”
oncogénico como los VPHs 16, 18, 45 y 31. Mas de 35 tipos de VPH se han
aislado en lesiones neoplasicas del tracto anogenital’”.

Los estudios epidemioldgicos y clinicos que han incorporado técnicas de
biologia molecular de alta sensibilidad en muestras biologicas adecuadas
detectan VPHs oncogénicos o de alto riesgo en practicamente el 100% de los
canceres cervicales. Formalmente, ha llegado a cuestionarse la existencia de
canceres cervicales no asociados al VPH. Igualmente, el ADN viral se detecta
en la mayoria (70-90%) de las lesiones precursoras o lesiones intraepiteliales

de alto grado y, en una menor proporcion (20-50%), en las lesiones de bajo
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grado. Las lesiones de alto grado incluyen a las llamadas neoplasias cervicales
intraepiteliales o CIN Il (displasia moderada) y CIN IIl (displasia grave y
carcinoma in situ). Las lesiones de bajo grado incluyen los cambios citolégicos
o0 histoldgicos caracteristicos de la infeccion por VPH y la CIN | o displasia leve.
Estas dltimas lesiones contienen en su mayor parte virus de bajo riesgo, razon
por la que raramente van a progresar’82°,

Por otro lado, aunque el virus del papiloma humano se ha relacionado
muy estrechamente con varios tipos de cancer como los descritos (cérvix,
anogenital, cavidad oral...) la relacion del HPV con el cancer de mama esta aun
en debate. Algunos estudios sugieren una presencia bastante elevada de este
virus (mas del 20%) en lesiones malignas de mama, mientras que su aparicion
en lesiones benignas es muy reducida o nula88, Ademas, diversos trabajos
demuestra la presencia de los genotipos viricos de alto riesgo (16,18 y 33) en
una pequefia proporcién de carcinomas infiltrantes de mama®+8s. El estudio de
este virus en lesiones benignas de mama aun no se ha desarrollado, por lo que
planteamos la posibilidad de que la presencia de este virus en los papilomas

intraductales pueda ser un marcador de su potencial maligno.
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Hipotesis y objetivos

A partir de los datos expuestos en la introduccién, nos planteamos la
siguiente hipétesis:

A pesar del pensamiento generalizado acerca del comportamiento
benigno de los papilomas intraductales, los datos en la bibliografia parecen
apoyar que existen dos subtipos distintos, aquellos asociados a un riesgo de
recidiva maligna y aquellos que se comportan como lesiones benignas sin
riesgo de recidiva sin conocerse factores que puedan predecir dicho
comportamiento.

Existe asimismo un confusionismo en la literatura acerca del posible
papel etioldgico del Virus del Papiloma humano en la génesis del papiloma

intraductal sin que existan series con datos contrastados
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Y para validar dicha hipotesis nos planteamos los siguientes objetivos:

52

1.

Reclutamiento y seleccion de una poblacion de pacientes
diagnosticados de papilomas intraductales con suficiente entidad
estadistica y seguimiento adecuado.

Realizacion de estudio inmunohistoquimico de expresion proteica
sobre tejido fijado en formol e incluido en parafina y correlacion
con recidivas malignas de:

Receptores de Estrégeno y Progesterona en células neoplasicas.
COL11AL1 en fibroblastos de estroma peritumoral.

Realizacion de estudio molecular para la deteccion de presencia y
genotipo del Virus del Papiloma Humano en la misma poblacion.
Revisién de la historia de las pacientes y estudios estadisticos uni
y multivariantes tomando como punto final la existencia o no de

recidiva tumoral y el grado de malignidad de la misma.
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Material y métodos

Pacientes y muestras

Con el fin de evaluar los objetivos anteriormente expuestos nos
planteamos realizar el estudio en una poblacion minima de 50 pacientes. Al ser
el papiloma intraductal de mama una patologia poco habitual se realizé un
estudio multicéntrico, contando con muestras del Hospital Universitario
Marqués de Valdecilla en Santander (44), del Hospital Universitario de Puerto
Real (7) y del Hospital 12 de Octubre en Madrid (11). Se seleccionaron en total
62 muestras previamente diagnosticadas de papiloma intraductal de mama. La
busqueda se realiz6 en las bases de datos de los correspondientes servicios de
Anatomia Patologica para muestras diagnosticadas con anterioridad al afio
2007, de manera que pudiéramos tener al menos 5 afios de seguimiento de los
pacientes. De cada paciente se revisé su historia clinica y se recopilaron datos
de edad, diagndéstico, localizacién y tratamiento recibido. Este estudio fue

aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) de Cantabria.
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Se visualizaron nuevamente todas las muestras de los diferentes casos
con dos objetivos principales, en primer lugar confirmar el diagnéstico previo
(ya que se basaba en diagnésticos de diferentes pat6logos) y en segundo lugar
elegir un bloque en el que tuviéramos una poblacion representativa de la lesion.

1. Para cada una de las muestras se realizé el siguiente protocolo:
2. Inmunotincion para la expresion de COL11A1

3. Inmunotincion para la expresion de estrégenos y progesterona
4. Extraccion de DNA

5. Analisis del Virus del Papiloma Humano

Estudios Inmunoshistoquimicos

Para la deteccion de la presencia de estrégenos y progesterona se
realizaron cortes de 3 um a partir de los bloques seleccionados y se colocaron
sobre portaobjetos IHC Flex™ (DAKO, Glostrup, Denmark). Los cortes se
desparafinaron y se pretrataron simultineamente en el buffer Envision Flex™
Target Retrival Solution Low pH (DAKO) metiéndolos durante 20 min en el PT-

LINK (DAKO) a 95°C.

Una vez desparafinados e hidratados, los portas se colocaron sobre
rejillas especiales y se realizé la inmunotinciébn de manera automatica con el
Autostainer-Link 48 (DAKO). A continuacién, las muestras fueron incubadas
con anticuerpos primarios monoclonales dirigidos contra estrégeno (ER, clon
1D5, DAKO) y progesterona (PR, clon PGR 636, DAKO). La visualizacion se

realizd utilizando anticuerpos con biotina y estreptavidina conjugada con
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peroxidasa (HRP Envision™ Ratén, Dako). Como sustrato para el revelado se
emple6 diaminobencidina (DAB, Dako). Ambos marcadores se cuantificaron en
base al porcentaje de células tumorales que mostraban tincion nuclear positiva
y las muestras se consideraron como positivas si la tincidbn nuclear estaba
presente en al menos un 10% de las células, de acuerdo con las directrices de

la OMS.

La determinacion del COL11Al1 se realizO mediante la técnica
inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo monoclonal anti proCOL11A1
(clon 1E8.33, Oncomatryx, Bilbao, ESPANA). Para la visualizacion se utilizo el
sistema automatizado Benchmark Ultra (Roche-Ventana, Oro Valley, Arizona,
EE.UU.). Para la recuperacién antigénica se utilizd6 tampdn Ultra CC2 durante
16 minutos a 98° C. El anticuerpo se diluy6é a 25 ug/ml y se incubd durante 30
min a temperatura ambiente. Para la visualizacion se emple6 el Optiview Kit
(Roche-Ventana) segun el protocolo del fabricante. Las muestras se
consideraron positivas cuando al menos un fibroblasto asociado al tumor
presentaba inmunotincién clara, tal como se describe en la bibliografia®® sobre

el tema.

Analisis del Virus del Papiloma Humano (VPH)

Este andlisis consto de dos partes diferenciadas, por un lado se extrajo
el DNA de las muestras de tejido y por otro lado se realizd el protocolo

propiamente dicho de analisis de la presencia del VPH
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Extraccion de DNA
La Extraccion del DNA se llevé a cabo con el kit comercial con QIAamp®
DNA mini kit de QIAGEN segun el siguiente protocolo:

1. Corte de cada bloque de parafina 5 secciones de 5 micras de grosor
e introduccion en un tubo Eppendorf de 2 ml previamente
identificado.

2. Anadir 1200 pL de xilol y mezclar en vértex hasta completa
disoluciéon. Centrifugar a maxima potencia y temperatura ambiente
durante 5 minutos. Eliminar el xilol con cuidado de no arrastrar el
precipitado.

3. Afnadir 1200 pL de etanol absoluto sobre el pellet y mezclar en
vortex. Centrifugar a maxima potencia y temperatura ambiente
durante 5 minutos. Descartar el etanol con cuidado de no arrastrar el
pellet.

4. Repetir el paso 3.

5. Incubar a 37 °C durante 10-15 minutos para eliminar los restos de
etanol.

6. Anadir 180 puL de buffer ATL y 20 pL de Proteinasa K. Mezclar por
agitacion durante 15 segundos. Incubar a 56 °C en agitacién durante
80 minutos hasta lisis completa de los tejidos.

7. Dar un pulso de centrifuga. Afadir 200 pL de buffer AL y mezclar por
agitacion durante 15 segundos. Incubar a 70 °C durante 10 minutos.

8. Dar un pulso de centrifuga. Anadir 200 pL de etanol absoluto y

mezclar por agitacion. Filtrar la mezcla obtenida a través de una
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columna (QlAamp mini spin). Centrifugar a 8000 r.p.m. durante 1
minuto.

9. Pasar la columna a un tubo limpio y desechar el tubo con el eluido.
Anadir sobre la columna 500 pL de buffer AW1

10.Anadir 500 pL de buffer AW2. Centrifugar a maxima potencia
durante 3 minutos. Descartar el liquido precipitado. Volver a
centrifugar 1 minuto.

11.Colocar la columna sobre un nuevo tubo Eppendorf con tapa
debidamente rotulado. Aiiadir 100 pL de buffer AE. Incubar durante 1
minuto a temperatura ambiente y centrifugar a 8000 r.p.m. durante 1
minuto.

12.Anadir 50pL de buffer AE sobre la columna. Incubar 1 minuto a
temperatura ambiente y centrifugar en las mismas condiciones que
en el paso 14.

13.Medir la concentracion del DNA obtenido mediante el

espectrofotometro NanoDrop 2000.

Andlisis de VPH

El kit utilizado para este estudio CLART HPV2 (Gendmica, Madrid) esta

basado en la amplificacion de fragmentos especificos del genoma virico y su

posterior hibridacion con sondas especificas para cada tipo de VPH (figura 8).

Este kit es capaz de detectar infecciones y coinfecciones de hasta 35 genotipos

en un unico tubo, lo que conlleva un amplio nimero de ventajas:
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e Su alta sensibilidad permite la deteccion de cantidades minimas de

ADN virico.

e La elevada especificidad, al utilizar una secuencia correspondiente a

una region altamente conservada dentro del genoma virico y sondas

de captura especificas para cada tipo de VPH.

e Facilidad de estandarizar en un laboratorio hospitalario.

e Rapidez, se obtienen los resultados de los analisis en 8 h.

Sondas sobre array
% 4
s . |
' - g .o
) : - < "
. (4 7 A <
v y % . s '
» - - u
+
)
£ 4
+5 % G |
G VR T LA
Hibridadon | &7 »7 .
% AR 2§ & b
- * T B
-. - s -
4
.
S
Y ¢ '..\ ‘)
> 5 A
. A
Incubacién <]

conelconjugado ¢
[ »

Reaccionderevelado
conTMB

Figura 8: Esquema del método de visualizacion.

Producto marcado

. biotina

Conjugado
estrep.-HRP

Precipitacion
del sustrato

Las sondas, inmovilizadas sobre la superficie, capturan sus productos amplificados
complementarios marcados con biotina. A través de la biotina, se une el
conjugado, en este caso estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano, HorseRadish
Peroxidase). El sustrato o-dianisidina por la accion de la HRP, produce un
precipitado sobre la zona en la que se produce la hibridacion.
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El kit utilizado para esta seccion del trabajo detecta la presencia de los
35 virus de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53,
54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89) en
distintos tipos de muestras humanas (frotis, suspensiones celulares y tejido
fijado en formol e incluido en parafina).

Para la realizacidn de esta técnica se siguié el protocolo descrito a

continuacion

Reaccion de amplificacion

1. Anadir 5 pl del ADN extraido de las muestras a los tubos de reaccién
y resuspender varias veces con la micropipeta. Dejar los tubos en el
hielo. Afdadir 1,5 ul de Cloruro de Magnesio 25mM en los tubos de
amplificacion.

2. Programar en el termociclador los siguientes ciclos de temperaturas,

para tubos de reaccion de 0,2 ml:

1 ciclo 95°C 5 min
40 ciclos 94°C 30 seg
55°C 60 seg
72°C 90 seg
1 ciclo 72°C 8 min
20°C continuo hasta la recogida de tubos
(opcional)

3. Visualizacién del producto amplificado en CLART-Strip
4. Asegurarse, de que antes de comenzar la hibridacion el termomixer
de placas ha estado a 65°C al menos 1 hora.

5. Atemperar la SH (solucion de hibridacion) a temperatura ambiente.
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Preparar la solucion de lavado antes de cada ensayo, no reutilizar
soluciones o restos preparadas con anterioridad.

Usar una punta con filtro diferente para cada pocillo y cambiarla
cada vez que se afiada un reactivo.

Asegurarse de que la bomba aspira adecuadamente y no deja restos
en el fondo del pocillo.

Aspirar completamente las diferentes soluciones dentro de los

pocillos sin tocar el array.

Revelado.

1.
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Desnaturalizacion: utilizar el termociclador para desnaturalizar los
productos de PCR. Para este paso, colocar los tubos amplificados
en el termociclador e incubar a 95°C durante 10 minutos. Sacar los
tubos de la incubacién a 95°C y colocarlos inmediatamente en un
recipiente con hielo.

Preparacion de la Solucion TL diluida:

Por cada tira de microarrays (8 pocillos en total), preparar 10 mL de
solucién de lavado diluida, afiadiendo 1 ml de Solucion TL a 9 ml de
agua destilada.

Prelavado de los CS: antes de empezar el ensayo es necesario lavar
los tubos AT afiadiendo 200 pL de Solucion TL diluida a cada pocillo
del CS, resuspender de 10 al5 veces con la pipeta multicanal,
teniendo en cuenta que no se debe tocar la superficie del array.

Desechar la Solucion TL diluida con pipeta o preferiblemente con
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bomba de vacio. El array debe quedar sin restos de solucién,
aunque nunca debe permanecer seco durante mucho tiempo. Afadir
la siguiente solucion inmediatamente.

. Hibridacion: Antes de usar la Soluciéon SH (Solucion de Hibridacién),
ésta debe estar a temperatura ambiente. Una vez desnaturalizados
los productos de PCR, afiadir 100 pL de solucién SH (evitar que se
forme espuma) a cada pocillo de los CS. Afiadir 5 pL de producto de
PCR desnaturalizado a cada pocillo de los CS, resuspender varias
veces para que se mezcle con la solucion de hibridacion. Incubar la
tira cubierta con la tapa de plastico transparente en el termomixer de
placa tapado durante 1 hora a 65° C, agitando a 550 r.p.m. Tras esta
incubacion, sacar la placa y desechar la Solucibn SH con pipeta o
bomba de vacio.

. Doble Lavado: usar puntas diferentes para cada pocillo en ambos
lavados. Afadir 200 pL de Solucién TL diluida a cada pocillo del CS,
resuspender de 10 a 15 veces con la pipeta multicanal. Desechar la
Solucién TL diluida con pipeta o preferiblemente con bomba de vacio
multicanal. Repetir la operacion.

. Blogueo y conjugado: 15 minutos antes de concluir la hibridacion, se
debe preparar la solucion CJ (Conjugado) diluida y mantener en
hielo. Se recomienda centrifugar la solucion CJ durante 10 segundos
antes de usarla. A continuacion, preparar la solucién CJ diluida. Por
cada CS, se afiade 1 ml de solucion DCy 7.5 pL de Solucién CJ. Se

debe dar un vortex a la solucion una vez diluida para homogenizar.
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8. Desechar la Solucion TL (Tampdn de lavado) diluida sin dejar seco
el array y afiadir a cada pocillo del CS 100 ul de Soluciéon CJ diluida.
Incubar durante 15 minutos exactos en el termomixer de placa a 30°
C, agitando a 550 r.p.m. Tras esta incubacion, sacar la placa y
desechar la solucion rapidamente con pipeta o bomba de vacio
multicanal. (Dejar programado el termomixer de placa a 25° C y en
movimiento para su utilizacién posterior en el paso 8. Podemos
quitar la tapa para que baje antes la temperatura).

9. Triple Lavado: afadir inmediatamente 200 pL de Soluciéon TL diluida
a cada pocillo del CS, resuspender de 10 a 15 veces con la pipeta
multicanal y desechar la solucién con la pipeta o vacio sin dejar seco
el array. Repetir la operacion dos veces mas. Es muy importante que
no queden restos de Solucién CJ ya que ésta reaccionaria con la
Solucién RE (Revelado) dando lugar a una sefial inespecifica.

10.Revelado con Solucién RE: quitar la solucién TL diluida sin dejar
seco el array, afiadir 100 pL de solucién RE a cada pocillo del CS e
incubar 10 minutos a 25° C en el termomixer de placa sin agitacion.

11.Desechar la Solucion RE completamente con pipeta o vacio. El array
debe quedar seco

12.CAR (Clinical Arrays Reader): Se coloca un adaptador especial
sobre la bandeja del CAR y a continuacion se colocara la placa en el
CAR para tomar las imagenes de todos los pocillos para

posteriormente ser analizadas automaticamente.
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LECTURA DE RESULTADOS

El procesamiento de los datos obtenidos a partir de cada uno de los
andlisis, se realiza de forma automatica. El equipo de lectura y analisis
presentara un informe en el que se indican los resultados.

Uno de los inconvenientes de la deteccion por amplificacion genémica
son los falsos negativos debido, bien a una calidad inadecuada del ADN de la
muestra (por toma de cantidad insuficiente de muestra, por degradacion del
DNA), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN polimerasa en las
muestras analizadas. Con el kit seleccionado se han eliminan estos falsos
negativos gracias a la introduccion de controles internos en el mismo tubo de
reaccion donde se analiza la muestra.

Cada tubo contiene los siguientes oligos:

e Un par de oligonucleétidos que amplifican un fragmento de un gen
control humano. Este es el control de extraccion de ADN
gendmico o control del ADN del paciente.

e Un par de oligonucleétidos que amplifican un plasmido modificado
incluido en el tubo de amplificacién y que se usa como control de
amplificacion de la reaccion de PCR.

e Oligonucledtidos especificos de cada genotipo de VPH.

65



Determinacion de biomarcadores prondésticos
en papilomas intraductales mamarios

Teniendo en cuenta estas observaciones, solo se podran interpretar
aguellas muestras que presentan positividad para cada uno de los controles, ya
que indicarian que la reaccién de amplificacién se ha realizado correctamente.

Podriamos por tanto considerar este ejemplo como un resultado positivo

L] .
Control de amplificacién
L ]
LI ] L ]
\ .. .
e e .

Analisis estadistico

Para gestionar todos los parametros clinicos e histopatolégicos se
genero una tabla utilizando el programa Microsoft Excel 2003.

El estudio estadistico ha sido llevado a cabo utilizando los paquetes
estadisticos SPSS version 20 y GraphPad Prism version 5.01.

El andlisis de la expresion diferencial de las distintas inmunotinciones, se
ha realizado mediante un test de regresion linear simple. En todos los casos se
consider6 una p<0,05 como significativa.

El analisis de supervivencia asociado a las distintas variables se llevo a

cabo mediante curvas de Kaplan-Meier y regresion de Cox.
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Resultados

A continuacién se describiran los principales resultados obtenidos en

este trabajo, asi como el andlisis estadistico derivado de éstos.

Pacientes

Se reclutd una poblacion final de 62 pacientes, diagnosticados de
papiloma (solitario) intraductal de mama, derivados de los Servicios de
Anatomia Patologica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (44
muestras), del Hospital Universitario de Puerto Real (7 muestras) y del Hospital
12 de Octubre (11 muestras). De todas las muestras se obtuvo un seguimiento
minimo de 84 meses, con una ultima revision clinica en diciembre de 2014.

A excepcion de uno, todos los pacientes eran mujeres. La edad media

de la poblaciéon fue de 54,3 afios y su distribucién de edad se presenta en la
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figura 1, siendo el rango predominante el de mayores de 55 afios (29 casos),
seguido del de 40 a 55 afios (23 casos) y por ultimo el de menores de 40 afios

(10 casos) (figura 9).

M <40 m40<x<55 m>55

Figura 9: Distribucién de la poblacion por rangos de edad.

La distribucion por localizaciéon de la lesion presenté una ligera
desviacién hacia un debut en mama izquierda (54,83%, 34 pacientes) respecto
a la localizacion en la mama derecha (45,17%, 28 casos) sin que hubiese una
diferencia significativa.

El tratamiento mas utilizado fue la reseccion dirigida, seguido por una
eliminacion mediante mamotomo. Un 20% de las pacientes no fueron
intervenidas quirdrgicamente y simplemente se pautdé un seguimiento mas
continuo.

De los 62 casos estudiados 11 presentaron recurrencia en forma de
carcinoma infiltrante con un tiempo medio de recaida de 42 meses. Otros siete
casos presentaron recidiva como lesién proliferativa no maligna (papiloma,

hiperplasia columnar...), en estos casos el tiempo medio hasta el debut de
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recurrencia fue de 92 meses. Los 44 casos restantes no presentaron
recurrencia durante el tiempo minimo de seguimiento (84 meses). En adelante,
para realizar las comparaciones se han separado los pacientes en dos grupos,
aquellos con recidiva maligna (11 casos) y el resto casos con recaida benigna

0 sin recurrencia de ningun tipo (51 casos).

Expresion del COL11A1

Con el fin de determinar si la presencia de COL11A1 se asociaba con un
fenotipo maligno en las lesiones papilares de mama nos planteamos realizar un
estudio inicial de la expresion de dicho marcador en lesiones papilares
malignas. Para ello, se realiz6 un inmunomarcaje a cinco carcinomas papilares
encapsulados. En todos los casos se aprecido una expresion abundante de
COL11A1 (figura 10), confirmando lo que ha sido descrito en la bibliografia

cientifica para otros tumores infiltrantes mamarios.
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Figura 10: Inmunotincién ara COL11A1 en un carcinoma papilar encapsulado.
Magnificacion a) 150X b) 300X. Contrastado con Hematoxilina

Una vez determinada la expresion del COL11A1 en casos con fenotipo
maligno nos planteamos la posibilidad de que la presencia de este marcador en
patologia papilar benigna pudiese ser un factor pronéstico de malignidad.

Para ello se realiz6 la inmunotincion en las 62 muestras. Un 56% de los
casos fueron negativos para el inmunomarcaje, siendo el 44% restante positivo
(Figura 11a). De entre los positivos, 10 de las muestras presentaron recidiva
maligna subsiguiente (37%) mientras que las 17 restantes fueron del grupo con

recidiva benigna o sin recidiva (Figura 11b).
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M Positivo

B Recidiva maligna B Recidiva benigna

Figura 11: Distribucién de lainmunotincion para COL11A1.
a) distribucion general de la muestra segin su inmunotincion. b)
Distribucién de los casos positivos segun su tipo de recidiva.

En todos los casos positivos se observd una clara inmunotinciéon en

fibroblastos asociados a tumor sitos en los tallos fibrovasculares centrales de

los papilomas (figura 12).
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Figura 12: Expresion de COL11A1 en papilomas intraductales de mama.
Inmunotincion para-COL11A1 en: a) Papiloma intraductal de comportamiento Benigno
y, b) Papiloma intraductal con recurrencia maligna. Muestras contrastadas con
hematoxilina. (a'y b aumento de imagen x200, A y B magnificacién x400).

El 91 % de los papilomas que presentaron una recidiva maligna
subsiguiente fueron positivos para la expresiéon del COL11A1 medido por
inmunohistoquimica, mientras que soélo el 33% del grupo de lesiones de
comportamiento benigno presento positividad. Estos datos arrojan un diferencia
altamente significativa (p<0.0001), que demuestra que la expresion de dicho
marcador se asocia con una recidiva maligna presentando una sensibilidad del
91% y una especificidad del 67%.

Mas auln, el analisis de las curvas de supervivencia (figura 13) mediante
regresion de COX predice un riesgo de recurrencia altamente significativo

(p<0,001) al comparar los casos positivos y negativos, con un Riesgo Relativo
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14,154 (IC 3,8-41,4) veces superior de presentar una recurrencia maligna si la

biopsia presenta expresion de COL11A1.

Supervivencia libre de enfermedad
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Figura 13. Analisis de supervivencia libre de recaida mediante curvas Kaplan-
Meier censado por expresion inmunohistoquimica de COL11A1, p<0,001.

Expresion de receptores hormonales: Estrogeno vy

Progesterona

Debido a que el cancer de mama es en su mayoria hormonodependiente
quisimos ver si la expresion de los receptores hormonales en las lesiones
papilares mamarias podria vincularse con su prondéstico. A continuacién

procederemos a detallar los hallazgos mas representativos sobre este tema.
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Estrogenos

Del total de casos recogidos, 10 muestras no pudieron ser evaluadas,
bien por falta de material para la realizacion de la técnica o por problemas en
su cuantificacion.

Para realizar el andlisis de los datos obtenidos del estudio de expresion
del receptor estrogénico nos basamos en la practica clinica diaria y utilizamos
tanto el porcentaje de células tefiidas como la intensidad de marcaje. Con el
producto de ambos items obtuvimos un Histoscore®® que fue el valor que
utiizamos para los calculos estadisticos. Soélo tres muestras fueron
consideradas negativas, al no llegar al 10% de las células tefiidas. Por rangos
de Histoscore, 13 casos presentaron un valor menor de 100 (25%), 12
muestras estuvieron entre 100 y 200 (23%) y el resto obtuvo un valor de

Histoscore por encima de 200 (52%, figura 14).

B <100 m™100<x<200 ™ >200

Figura 14: Distribucién de lainmunotincion para el receptor de estrégenos.
Se presenta la distribucion por valores de Histoscore.

En las muestras positivas se observd un marcaje inmunohistoquimico

nuclear difuso con intensidad dependiente de cada muestra (figura 15).
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Figura 15: Expresion de receptor de estrégenos en papilomas intraductales de mama.
Se observan las diferentes intensidades observadas para las distintas muestras a)
Intensidad alta, b) Intensidad media, y c) intensidad baja. Muestras contrastadas con
hematoxilina. Aumento de imagen x200

Cuando se realizé un estudio de la variable con una clasificacion
dicotomica (positividad/negatividad) no se observo diferencia alguna entre los
grupos con recidiva maligna y aquellos con benigna o sin recaida. Sin
embargo, un analisis mas detallado con regresion logistica univariante,
demostré una tendencia muy significativa (p=0,079) cuando se asocia el valor
puntual de Histoscore con la recidiva en forma de carcinoma maligno. Debido al
bajo nimero muestral (52 casos) si este mismo analisis se realiza utilizando la
herramienta de Bootstrap para 1000 casos (esta herramienta genera una
poblacién virtual muy grande eligiendo aleatoriamente una a una de entre las
muestras de la poblacién en estudio) esta tendencia se convierte en un valor

altamente significativo (p=0,002, Tabla 2).
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Tabla 2: Estadisticos de regresion univariante para el receptor de estrégenos Vs

recidiva maligna.

Coefficients®
Standardized
Unstandardized Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) -013 109 - 116 ,908
histoscore para ,001 ,001 251 1,797 079
estrogenos
a. Dependent Variable: recidiva_malig
Bootstrap for Coefficients
Bootstrap?®
95% Confidence Interval
Model B Bias Std. Error | Sig. (2-tailed) Lower Upper
1 (Constant) -013 002 071 865 -130 149
histoscore para ,001 | -1,940E-005 ,000 049 | 2,126E-005 002
estrogenos

*Se observa el estadistico general y la correccion con Bootstrap.

Una vez establecida esta asociaciéon se determind su efecto en la

supervivencia libre de enfermedad. Para ello se realizé un analisis mediante

curvas de Kaplan-Meier poniendo como punto de corte un Histoscore mayor de

200 (derivado de la presencia de la asociacion descrita en el anterior parrafo,

figura 16). De nuevo, debido al bajo nimero de muestras no se observd una

diferencia significativa, pero si existe una tendencia clara con una p=0,09, de

hecho, la presencia de un Histoscore mayor de 200 presenta un Riesgo

Relativo mediante el test de Cox de 3,604.
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Figura 16: Analisis de supervivencia libre de recaida mediante curvas Kaplan-

Meier censado por expresion inmunohistoquimica del receptor de estrégenos,

p=0,09.

Progesterona

Al igual que en el andlisis para receptores de estrogenos, por diversos
motivos no pudimos optar al analisis de la serie completa, en total 51 muestras
pudieron ser estudiadas para la inmunohistoquimica anti receptores de
progesterona.

Un 7,8% (4 de 51) de las muestras resultaron negativas, mientras que el
resto de casos presentd tincidn positiva. Agrupandolas por el Histoscore 17

muestras presentaron un valor menor de 100, 15 tuvieron entre 100 y 200
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puntos de Histoscore, mientras que las 19 restantes presentaron inmunotincion

por encima de 200 (figura 17).

H <100 m100<x<200 = >200

Figura 17: Distribucién de lainmunotincién para progesterona.
Se presenta la distribucion por valores de Histoscore.

En la figura 18 se presenta imagenes representativas de los distintos
grados de intensidad encontrados en las muestras positivas para la

inmunotincion contra progesterona.

. o

rogesterona en papilomas intraductales de

t e

Figura 18: Expresion de receptores de p
mama.

Se observan las diferentes intensidades observadas para las distintas muestras a)
Intensidad alta, b) Intensidad media, y ¢) intensidad baja. Muestras contrastadas con
hematoxilina. Aumento de imagen x200
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A diferencia de lo observado para la inmunopositividad del receptor
estrogénico, la expresidon de receptores de progesterona no se asocié de
ninguna manera con la recidiva en forma de carcinoma maligno. Quisimos ver
si esta expresion tenia algun efecto en el devenir de la recurrencia, por lo que
realizamos los estudios estadisticos, pero esta vez cambiando los grupos,
introduciendo en el grupo de control sélo los casos que no presentaron ninguna
recidiva y el otro grupo, cualquier paciente con recurrencia benigna o maligna.
Este estudio tampoco resulto en diferencias significativas, por lo que,
concluimos que la expresion de receptores de progesterona no esta vinculado

a la recidiva en papilomas intraductales mamarios.

Estudio de la presencia del Virus del Papiloma Humano

Dada la morfologia de las lesiones papilares, y sabiendo por la
bibliografia cientifica que el Virus del Papiloma Humano se puede encontrar en
tumores mamarios, decidimos comprobar si la infeccidbn por esta familia de
virus podria ser la causante de las lesiones papilares o si su presencia se
podria vincular a un peor prondstico de la enfermedad.

Del total de casos seleccionados 44 resultaron negativos, 12 no pudieron
valorarse (debido a problemas intrinsecos de la técnica) y s6lo 6 resultaron

positivos (figura 19).
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B Negativo m Positivo = No Valorable

Figura 19: Distribucién de la presencia de Virus del Papiloma Humano en
papilomas intraductales mamarios.

Los 6 casos positivos resultaron infectados para los genotipos 58 (2
casos), 53, 43, 18 y 6 (figura 20). So6lo uno de los casos con recidiva maligna
presentd positividad (tipo 43), mientras que del resto de muestras positivas

ninguna presento recidiva subsiguiente.

82



Lucia Garcia-Berbel Molina

A B
® - . Kl
.
- -
K .
®«—58
Q .
.
® . - . . A
CO -
3
* ®
6/
. *
® . o

Figura 20. Se muestran ejemplos representativos de positividad para distintos

genotipos del VPH

a) resultado negativo, b) infeccion con el genotipo 58, y c) infeccién con el genotipo 6.
Resultados obtenidos con la plataforma CLART® HPV2 kit (Gendmica)

El analisis estadistico de los datos, como cabia esperar, no aportd

ningun resultado significativo, por lo que parece que la presencia o ausencia

del virus no esté vinculado a su potencial maligno.

Analisis multivariante

Con la idea de conseguir un modelo estadistico que prediga con una

mayor sensibilidad la recidiva de los papilomas intraductales, se planteé un
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andlisis multivariante con las dos variables significativas en los andlisis
univariantes: COL11A1 e histoscore de estrogenos.

Los datos obtenidos (tabla 3), aunque no llegan a generar una
significacién estadistica (por el tamafio muestral), presentan una tendencia a
generar un grupo de especial riesgo. Se observa como la positividad para
COL11A1 junto con una expresion alta de estrégenos predice un menor tiempo
de recidiva (61 meses) siendo esta maligna en un mayor porcentaje de los

casos (42.86%)

Tabla 3: Supervivencia libre de progresion y porcentaje de recidiva
maligna por grupos de expresion de colageno y estrégenos

Supervivencia libre de progresion (meses)

Estrégenos
>200 <200
- Postivo 61 | 95
Negativo 100 | 108

Porcentaje de recidiva maligna

Estrégenos
>200 <200
— Postivo 4286 | 2500
Negativo 7,14 | 6,25

En el anexo 1 se presenta todos los datos de supervivencia en relacion a

la expresion de COL11A1 y estrégenos para cada una de las muestras.
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Discusioén

Los datos generados en el presente trabajo sugieren que existen dos
poblaciones diferenciadas de papilomas intraductales que deben de ser
reconocidas en su diagnoéstico. Por un lado la presencia del COL11A1 en el
tejido conjuntivo junto a la expresion de receptores de estrégenos puede
predecir un fenotipo maligno en estas lesiones. Por otro lado, parece no existir
relacion entre la infeccion por el virus del VPH y la aparicion de la enfermedad.

En las siguientes lineas pasaremos a discutir brevemente los resultados

obtenidos con la bibliografia existente sobre el tema.

Poblacidon de estudio

Este trabajo presenta una serie de 62 casos de papiloma intraductal.

Debido al pequefio porcentaje de aparicion (menos de un 3%) de la lesion, esta
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poblacibn se encuentra entre las mayores hasta ahora publicadas en la
literatura.

En cuanto al rango de edad de 23-81 afios con una media de 54,3,
nuestra serie se asemeja bastante a otros trabajos publicados con anterioridad
siendo la media al diagnéstico de 51,8 (24-84) afios en la serie del Dr. Brogi®’ y
5,.4 (25-85) afios en el estudio del Dr. Berger®s.

En cuanto a la localizacién de la lesién, aunque se desvia un poco hacia
la aparicion en la mama izquierda (54,8%), no existe una diferencia significativa
para este resultado, como cabia esperar segun la bibliografia sobre el
tema?7.89,

En cuanto a la actitud terapéutica adoptada por el facultativo, la mayoria
de las pacientes se trataron mediante una reseccion de la lesion con los
conductos galactéforos como se recomienda en mdltiples publicaciones®-%3 y

s6lo un 20% de las pacientes tuvieron un seguimiento no invasivo.

Colageno Xl alfa 1

Las lesiones papilares (papiloma intraductal, papilomatosis, papiloma
atipico y carcinoma papilar intraductal) son clinicamente controvertidas y
suelen generar problemas en diagnéstico y manejo clinico®*. Debido a la
similitud histopatolégica que presentan, el diagnéstico preciso de estas lesiones
s6lo por morfologia puede ser complejo, por lo que el patélogo requiere el uso
de técnicas auxiliares. El principal indicador de malignidad de una lesion papilar
es la ausencia de células mioepiteliales3! que rodean el eje vascular y que

puede revelarse por inmunohistoquimica para proteinas como p63, actina de
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musculo liso (SMM-HC) o calponina®. Otros biomarcadores descritos que se
han utilizado como indicadores para un diagnostico diferencial son los receptor
de estrégenos o las citoqueratinas CK5/63° y CK8%, sin embargo no existe un
consenso claro sobre su sensibilidad y precision en la rutina médica
diaria31'39’40v94v95.

Dentro de las lesiones papilares mamarias, el papiloma intraductal es el
que presenta el mayor reto diagnostico, ya que tal y como se ha publicado en
diversos estudios, puede presentar tasas de infradiagnéstico del 12 al 19%°4%
cuando el diagnostico se presenta en biopsias de aguja gruesa debido,
principalmente, a que la muestras es pequefia y a que puedan aparecer
caracteristicas histopatologicas comunes a otras lesiones papilares. Es por ello
gue se requiere un sistema fiable para clasificar los papilomas intraductales
segun su potencial maligno.

Marcadores como el CD44° o la ciclina D18 han sido propuesto como
genes diferencialmente expresados entre las distintas lesiones papilares
malignas y benignas, pero no existe una correlacion con la recidiva maligna de
los papilomas intraductales. También se han propuesto en algunos estudios
alteraciones genéticas que son capaces de predecir una mayor susceptibilidad
para la recidiva maligna en los papilomas intraductales, como puede ser la
perdida de heterocigosidad (LOH) en el cromosoma 16%°. Sin embargo, debido
a problemas intrinsecos a la propia técnica, la ausencia de LOH no implica un
diagnaostico benigno.

El papel de la matriz extracelular en la progresion tumoral es cada vez

mas claro; Existen multitud de evidencias cientificas recientes que avalan que
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la desregulacion de sus diversos componentes desempefia un papel esencial
en la generaciébn y mantenimiento del microambiente tumorall®®0l, Por
ejemplo, una matriz extracelular anormal promueve un comportamiento
aberrante en las células del estroma, incluyendo los fibroblastos, las células
inmunitarias y las células endoteliales que ayudan a formar el microambiente
tumoral, contribuyendo asi a la formacion y perpetuacion de la lesion
neoplasical®?103,

Uno de los componentes mas importantes de la matriz extracelular, y
ademas, la proteina mas abundante en el cuerpo, es el colageno. Dentro de los
diversos tipos de coldgenos presentes en el cuerpo, el colageno Xl alfa 1 (aun
siendo un colageno fibrilar menor encontrado principalmente en el cartilago)
juega un papel fundamental en muchos aspectos de la transformacion
neoplasica como se ha demostrado en diversos estudios cientificos04.

El COL11A1 se ha encontrado altamente sobreexpresado en tumores
avanzados respecto estadios neoplasicos precoces. Un meta-analisis de
diversos estudios generados por andlisis de expresion, mediante microarrays,
en multiples neoplasias demostré6 que la sobreexpresion de este gen esta
presente en la firma génica comin a multiples tumores entre los que se
incluyen ovario, colon, mama o pulméni®, Este meta-andlisis presenta una
firma génica asociada principalmente a una reaccion desmoplasica estromal
comunmente producida por los fibroblastos asociados a cancer (CAF), y se da
principalmente en tumores que ya han invadido los tejidos circundantes o que

presentaban metastasis a distancia.
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Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion
demostraron que el COL11A1 es un marcador excepcional para demostrar la
invasividad tumoral en cancer de mama®®. Por ello se planted la posibilidad de
que este marcador fuera también decisivo en la caracterizacion de la poblacion
de papilomas intraductales con fenotipo maligno.

El presente trabajo aporta un punto de partida en la clasificacion de
ambos fenotipos de papilomas intraductales. La expresion de COL11A1l en los
fibroblastos del tallo fibrovascular central de los papilomas intraductales puede
predecir una recidiva maligna futura con una sensibilidad por encima del 90%.
Aunque la especificidad derivada de nuestro estudio no es especialmente
brillante (65%), puede ser explicada principalmente por tipo de tratamiento
quirargico que se da a los papilomas intraductales en Espafia, ya que la
extirpacion completa de la lesion previene en un alto grado la recurrencia
secundaria®:94,

Ademas, el COL11A1 presenta una serie de ventajas respecto a los
marcadores de invasividad utilizados en la rutina diaria. La primera y mas
importante es que este marcador se cataloga por expresion positivo, a
diferencia de los marcadores basados en células mioepiteliales en los que el
diagnéstico estan relacionados con la inactivacion de la expresion de proteinas
en las lesiones invasivas. Esta caracteristica es de especial ayuda en lesiones
precoces, en los que la mayoria del componente tumoral es benigno'%, lo que
genera grandes dificultades en la interpretacion de los resultados cuando se

busca una pérdida de expresion de un marcador.
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Una segunda ventaja se da al trabajar con biopsias pequefias. El
diagnostico de malignidad basado en las perdida de expresion de proteinas
ligadas a las células mioepiteliales se complica cuando existe poco material
epitelial’®’, sin embargo, al ser la expresion de COL11A1 en fibroblastos
dispersos por el estroma tumoral, incluso en ausencia de lesion infiltrante el
inmunomarcaje de la muestra puede predecir el fenotipo maligno.

Por ultimo cabe destacar también, en comparacion con otros
marcadores como la calponina o la miosina, en los que el diagndstico se basa
en un cambio en la intensidad de la inmunotincién (a veces muy subjetivo)1°,
que el COL11A1 presenta una sensibilidad suficiente para discriminar con una
cuantificacion dicotomica (positiva/negativa) pudiendo considerar como positiva

una muestra que presente una Unica célula tefiida.

Receptores hormonales

Desde hace algunas décadas, la presencia de receptores hormonales en
el cancer de mama se liga a un mejor prondstico'®. Hoy sabemos que
aproximadamente el 70% de los casos de cancer de mama expresan
receptores estrogénicos, y que la mitad de estos casos expresan también el
receptor de progesterona'®. Sin embargo, a diferencia de lo publicado para el
cancer de mama en general, nuestro estudio presenta unos datos que sugieren
gue (si bien para el receptor de progesterona no se aporta nada nuevo) las
pacientes con una mayor expresion del receptor estrogénico presentan una

tasa de recidiva mayor.
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Son multitud los estudios que demuestran que la presencia de
receptores de estrogenos beneficia a la paciente en un mayor tiempo libre de
progresion ademas de una mayor supervivencia mediat!!-114, Nuestro estudio a
diferencia de lo publicado, propone que la presencia de este receptor en las
muestras de papilomas intraductales puede provocar una reduccion en el
tiempo libre de enfermedad. Aunque los datos, debido al bajo nimero muestral,
no son significativos, la evidente tendencia estadistica sugiere que las
conclusiones son robustas (dato que se confirma con la utilizacién del
bootstrap) incluso teniendo el sesgo del seguimiento debido al tratamiento
anteriormente comentado. En este mismo sentido, existen varios trabajos que
defienden que la expresion de receptores estrogenicos en los papilomas
intraductales manifiesta un grado mayor de malignidad!!>11é, sin embargo,
estas publicaciones estan mas dirigidas a que dicha expresion puede ser
sinbnima de un diagndstico erréneo (papiloma vs carcinoma ductal in situ) mas
gue a la malignidad per se.

En nuestro caso se refuerza el significado de dicha inmunotincién al
comprobarse que la recidiva es asimismo en forma de lesion papilar en mas de

un 40% de los casos.

VPH

Aungue existe un total acuerdo cientifico sobre el papel oncogénico de la
infeccion por VPH en tumores genitales, existe, sin embargo, una gran
controversia sobre el papel que juega dicha infeccion en el desarrollo tumoral

de mama.
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La bibliografia sobre este tema es extensisima, y dependiendo de los
trabajos analizados se puede decir que no existe una relacion entre cancer de
mama y VPH"120 que pueden existir indicios de la presencia del virus en un
porcentaje bajo de los tumores mamarios®12%, o incluso que dicha infeccién se
da en un altisimo porcentaje de los canceres®2122123 En lo que si existe un
cierto consenso es en que no se sabe el papel real que juega la infeccion del
virus en la promocién tumoral.

Nuestra poblacién presenta unos niveles de infeccion viral en las
lesiones papilares (en torno al 12%) muy similar a la media europea de
infeccién en lesiones tumorales mamarias (13,4%)'?*. No obstante no se ve
una significacion estadistica en cuanto a su aparicion y el fenotipo maligno.

La presencia del VPH en papilomas intraductales de mama ha sido muy
poco estudiada en la literatura cientifica. Tan solo existen un pocos articulos en
los que, al igual que nuestro trabajo, se ve una nula asociacion con una mayor
malignidad, o incluso simplemente no se encuentra infeccidén virica en las
lesiones!?5:126,

Parece por tanto, que la Unica vinculacion entre el VPH y los papilomas

intraductales es la morfologia histolégica de las lesiones que causan.

Cambio en la actitud terapéutica

Los datos derivados de este trabajo demuestran que la presencia de
COL11Al1 en el estroma de los papilomas intraductales, junto con una

expresion de receptores de estrogenos por encima de 200 puntos (mediante
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Histoscore), puede ser un indicador muy sensible para determinar el fenotipo
maligno de la lesion.

Actualmente, como se ha indicado a lo largo del texto, existe una gran
controversia en torno a la via que debe seguirse en el manejo de los papilomas
intraductales de mama®?94127-129 Esta discusion se debe principalmente al
hecho de que, aunque el papiloma intraductal de mama esta considerado una
enfermedad benigna, existe un alto porcentaje de pacientes que desarrollan
una recibida maligna®.

Existen equipos médicos que defienden la extirpacion quirtrgica de la
lesion como Unico tratamiento eficaz en las lesiones papilares, desde una
tumorectomia dirigida para los papilomas intraductales, hasta mastectomias en
lesiones mas difusas!®®!3. Esta situacion se antoja muy complicada para las
pacientes, ya que aunque son informadas de que su lesion es benigna y no
entrafia riesgo, el tratamiento de rutina es una cirugia muy invasiva.

Otros grupos de trabajo, en contraposicion, promueven que, dado su
fenotipo benigno, los papilomas intraductales no requieren ningdn tratamiento
quirdrgico, y abogan simplemente por un seguimiento radiologico
continuado3>%,

En torno a este debate surge la idea de clasificar los papilomas
intraductales segun su grado de malignidad con el fin de determinar un
tratamiento especifico para cada fenotipo!®?, sin embargo, ¢cuales son esos
factores determinantes?4°

El COL11A1 juega un papel vital en la respuesta a esta pregunta. La

expresion de esta proteina en los papilomas intraductales, unidas a otros
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factores prondsticos negativos como el tamafio mayor de 1,5 cm, la
localizaciéon'?’ o la presencia de microcalcificaciones!3® podrian ser de gran
ayuda para decidir un tratamiento quirdrgico invasivo en las lesiones de
fenotipo maligno. Ademés, sabiendo que el test del COLL1A1 en los papilomas
intraductales mamarios posee un valor predictivo negativo de 0,97 se puede
determinar con una alta probabilidad que aquellas muestras que no lo expresen
seran de fenotipo benigno.

Aungue los cambios en la terapéutica de estas lesiones deberan
realizarse con un mayor numero de estudios, si que es posible pensar en
acciones puntuales que modifiquen en menor medida las actitudes terapéuticas
0 preventivas. En este contexto, apoyandonos en nuestros datos y sabiendo
que la mayoria de estas lesiones se dan en mujeres pre y post-
menopausicas'?®, estas pacientes podrian ser susceptibles de recibir
quimioterapia adyuvante basada en inhibidores hormonales. Como se ha
demostrado en diversos estudios, la inhibicion de los receptores hormonales
(tamoxifeno y raloxifeno)*413 y |os inhibidores de la via de la aromatasa
(exametasano)'®® pueden reducir la aparicion de recaidas contralaterales en
cancer de mama. El principal problema de estas terapias es la eleccion de las
pacientes que puedan responder al tratamiento, por lo que con los datos de
este estudio se propone que aquellas pacientes con una alto indice de
expresion de receptores y que ademas tenga COL11A1 positivo, podrian ser un

indicadas para el tratamiento por su alta susceptibilidad a la recidiva maligna.
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Conclusiones

1. La expresion de COL11A1l en fibroblastos asociados a carcinoma
medida por inmunohistoquimica, en los papilomas intraductales
mamarios predice el riesgo de recurrencia, en forma de lesion
maligna, con una sensibilidad del 91% y una especificidad del 67%.

2. La expresidon de altos niveles de receptores estrogénicos en
papilomas intraductales mamarios presenta una tendencia estadistica
para predecir el riesgo de recidiva en forma de lesion maligna.

3. La expresion de receptores de progesterona no esta vinculada a un
peor prondstico en los papilomas intraductales mamarios.

4. No existe relacion directa entre la presencia del Virus del Papiloma
Humano y la aparicion de lesiones intraductales mamarias.

5. La presencia de COL11Al y receptores de estrogenos en los
papilomas intraductales mamarios podria ser clave para la
determinacién de la actitud terapéutica.

6. Este estudio parece corroborar la hipétesis de partida confirmando la
existencia de dos subtipos de papilomas intraductales, aquellos con
un comportamiento benigno (sin presencia de COLL1A1l) y otros con
un fenotipo potencialmente maligno con expresion de COL11Al y

altos niveles de receptores de estrégeno.
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Anexo 1:

Expresion de COL11X1 y estr6genos y supervivencia libre de progresion

Lucia Garcia-Berbel Molina

Id Exp Histoscore Rl\(/aliisd?\?a Forma
Muestra COL11A1 Estrégenos recidiva
(hasta 120)

PV010 neg 10,0 120 Papilomas
PM5 neg 20,0 92 -
PM7 neg 20,0 90 =

PV042 neg 25,0 84 Papilomas

PV028 neg 30,0 108 =

PV020 neg 60,0 120 Otras

PV025 neg 75,0 114 -
PM4 neg 100,0 94 -

PVO011 neg 125,0 120 -

PV036 neg 125,0 94 -

PV002 neg 130,0 120 =

PV017 neg 156,3 120 -

PV012 neg 160,0 120 -

PV024 neg 170,0 116 -

PV018 neg 187,5 120 -

PV038 neg 187,5 93 Papilomas

PV026 pos 10,0 114 Papilomas

PV034 pos 25,0 102 -

PV015 pos 35,0 120 papilomas

PV040 pos 62,5 91 -

PV014 pos 80,0 74 Carcinoma

PV027 pos 90,0 109 Otras
PM10 pos 120,0 48 carcinoma

PV033 pos 187,5 104 -

PV001 neg 212,5 120 -
PM2 neg 212,5 95 Papilomas

PV023 neg 225,0 120 -

PV006 neg 255,0 120 -

PV043 neg 255,0 84 -
PM9 neg 255,0 89 -

PV037 neg 270,0 93 -
PM3 neg 270,0 94 -

PV008 neg 285,0 120 -

PV022 neg 285,0 120 -

PV004 neg 300,0 4 Carcinoma

PV005 neg 300,0 120 -

PCO005 neg 300,0 115 -

PC006 neg 300,0 112 -

Continua...
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Meses

Id Exp Histoscore . Forma
. Recidiva .-
Muestra COL11A1 Estrogenos recidiva
(hasta 120)

PVO016 pos 200,0 1 Otras
PV031 pos 200,0 107 -
PV035 pos 210,0 44 Carcinoma

PM1 pos 225,0 96 -
PV041 pos 237,5 85 -
PV030 pos 240,0 107 -
PV032 pos 255,0 27 Carcinoma
PCO001 pos 255,0 120 -
PV019 pos 270,0 22 Carcinoma
PV039 pos 270,0 91 -
PC002 pos 270,0 6 carcinoma
PV021 pos 285,0 30 Carcinoma
PC004 pos 300,0 116 -
PV013 pos 200,0 6 Carcinoma
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