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IC95% Interval de Confianca al 95%

KI-67 Antigen identificat per I'antic6s monoclonal Ki-67

MGF Mother cells Growth Factor

MIB1 MIndBomb homolog 1

MSBR Scarff-Bloom-Richardson modificada

NOS Not Otherwise  Specified (Sense d’Altre
Component)

OMS Organitzacié Mundial de la Salut

OR Odds Ratio

P16 proteina 16 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)

P53 proteina 53 (CG33336 gene product from

transcript CG33336-RB)

PTEN Homoleg de fosfatasa i tensina
pM Metastasi (estudi anatomo-patologic)
pN Noduls limfatics (estudi anatomo-patologic)

pT Mida tumoral (estudi anatomo-patologic)
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pTNM Mida tumoral/noduls/metastasi (estudi anatomo-
patologic)
RA Receptors d’Androgens
RE Receptors d’Estrogens
RP Receptors de Progesterona
RR Risc Relatiu
SBR Scarff-Bloom-Richardson
SNC Sistema Nervios Central
TNM Mida tumoral/noduls/metastasi

URV Universitat Rovira i Virgili
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1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

Introduccio

El cancer de mama té un impacte enorme en la salut de les dones

degut a l'alta incidéncia, la mortalitat i la prevalenca que presenta. En els

paisos occidentals és el cancer femeni més freqiient (Taula 1.1).!
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Taula 1.1- Taula de prevalenca als 5 anys del cancer a Espanya.2

El risc que té una dona per desenvolupar un cancer de mama durant la
seva vida s’estima en un 12'6%, que equival a una de cada vuit dones. El
risc de desenvolupar cancer de mama esta relacionat amb I'edat, la majoria
de casos es presenten en dones postmenopausiques, sent I'edat mitjana en
el moment del diagnostic al voltant dels 60 anys, és poc freqient en dones
joves i molt poc freqiient en homes (1 home cada 102 dones).?

El Registre de Cancer de la provincia de Tarragona, durant el periode
1993-97, descriu que el cancer de mama correspon al 28% del total de
casos de cancers femenins amb una taxa ajustada de 64.5 per 100.000

dones/any, sent la primera causa de mort per cancer en les dones de
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Catalunya (17°8%).2 Aquesta incidéncia és similar a la de nordameérica, que
és d'un 32%.4

La taxa d’incidéencia del cancer invasiu ha augmentat significativament,
ha passat de 48’6 en el periode 1982-86 a 63’5 en el periode 1997-2001. A
Tarragona, en el periode 1998-2001 la taxa d’incidéncia ha estat influenciada
per la posada en marxa del programa de deteccié preco¢ del cancer de
mama, produint un augment dels casos detectats en dones entre 50 i 64
anys. La proporcié de cancers diagnosticats amb afectacié axil-lar es troba
en disminucié com a consequeéencia de la implementacié de programes de
diagnostic precoc. No obstant aixd, en el periode de 1996-1997 es varen
diagnosticar, a la provincia de Tarragona, un 16'7% de pacients amb 4 o
més ganglis axil-lars afectats.®

Els factors de risc implicats en el cancer de mama es poden dividir,
basicament, en cinc grups: historia familiar o personal, exposicié hormonal
endogena i exogena, factors dietetics i de I'estil de vida, historia de lesions
premalignes a la mama i exposicié a carcindogens. Els factors hereditaris
representen aproximadament entre un 5 i un 10% del total. L'impacte de
cada factor de risc etiologic en la carcinogénesi esta encara per demostrar,
aixo dificulta les estratégies de prevencié primaria.®

En els ultims 50 anys s’han realitzat molts avencos en el diagnostic i
tractament d’aquest tipus de cancer, el desenvolupament de la mamografia
contribui al diagnostic precog, la cirurgia conservadora i la tecnica d’estudi
del gangli sentinella ha substituit la mastectomia radical i limfadenectomia en
moltes de les pacients tractades, i I'Us de terapia antiestrogénica ha ajudat a
inhibir el desenvolupament i progressio dels tumors sensibles a aquesta. Els
tractaments sistémics adjuvants a la cirurgia s’han convertit en eines
primordials en relacié a la disminucié del risc de recidiva i mort. L’evidéncia
d’aquest fet ha estat ampliament confirmada en una metanalisi del grup
d’Oxford, on s’analitza el paper de la quimioterapia i de 'hormonoterapia
adjuvant utilitzada en els estudis aleatoritzats dels darrers trenta anys.
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S’observa una disminucio6 del risc de recidiva d’'un 25-30% i d’'un 10-20% en
la mortalitat, en un periode de seguiment de 15 anys.® A més a més, s’han
creat grups o comités de mama, és a dir, un grup d’especialistes en tots els
camps (cirurgia, radiologia, patologia, oncologia i medicina nuclear) dedicats
al tractament i seguiment de les pacients en cada centre.” Amb tot aixo la
taxa de mortalitat esta disminuint significativament a nordamérica i a Europa
en els darrers anys.® A Tarragona, també s’observa una millora de la
supervivéncia als 5 anys, entre els periodes que engloben de 1985 a 1989 i
de 1995 al 1999, la taxa ha disminuit d’'un 67°6% a un 82'5%.% La mitjana
europea de la supervivencia a 5 anys del periode 1990-1994 va ser del
76’1%, molt semblant a la de Tarragona en aquest periode (75’7%); mentre
que la de nordamerica era quelcom superior (85°3%). Aquesta millora en la
mortalitat s’atribueix a la deteccid precog¢, fonamentalment mitjangant
programes institucionals d’amplia cobertura de la poblacio, i a I'optimitzacio
dels tractaments multimodals utilitzats, la cirurgia i la radioterapia a nivell
local, i la quimioterapia i hormonoterapia a nivell sistemic. La seva utilitzacio
es decideix en funcié de l'estadi de presentacié de la neoplasia i d’'altres
factors pronostics. °

1.2 FACTORS PRONOSTICS | PREDICTIUS

Un factor pronostic és qualsevol parametre, conegut amb el diagnostic
o després de la cirurgia, que s’associa amb una determinada supervivencia,
global o lliure de malaltia, en abséncia de tractament adjuvant.

Un factor predictiu és qualsevol valor associat al grau de resposta d’un
tractament especific. Aquest sén més Utils en casos precogos de cancer pel
seu paper a I'hora d’escollir un tractament adjuvant.

Després dels grans avencos en el diagnostic i el tractament del cancer
de mama, actualment els esforcos es dirigeixen a la prevencio i I'estudi dels
marcadors de risc i pronostic. Sembla ser que els factors de risc principals
sén la predisposicié genética i la presencia de canvis proliferatius en I'estudi
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biopsic. Els efectes d’aquests factors sobre el risc de patir cancer de mama

poden interactuar entre ells.’

Tot i els avengos en el coneixement de la biologia molecular del cancer
de mama i el gran nombre de biomarcadors descrits en els ultims anys,
actualment, els uUnics tres marcadors valids com a factors predictius a la
resposta del tractament son els receptors d’estrogens, els receptors de
progesterona i el c-erb-B2.1°

1.2.1 Edat

La influencia de I'edat en el moment del diagnodstic, quant al pronostic
del cancer de mama, és controvertida. Els tumors originats en pacients
menors de 35 anys s’associen a caracteristiques histoldgiques adverses com
sén l'alt grau histologic, la permeacié vascular i/o limfatica i la negativitat dels
receptors hormonals. No obstant aixdo, en els estudis que analitzen
especificament el subgrup de pacients menors de 35 anys s’observa que el
diagnostic en una edat primerenca comporta un pronostic advers,

independent de tots els altres factors rellevants.
1.2.2 Afectacié ganglionar

L’estat dels ganglis limfatics axil-lars és el factor pronostic més
important del carcinoma infiltrant de mama, en abséncia de metastasis a
distancia. A major nombre de nodes infiltrats, major és la taxa de recidiva i
mortalitat, definint-se tres grups: d’1 a 3 ganglis afectes, de 4 a 9 i afectacié
de 10 o més ganglis. Les corbes de supervivéncia de cada grup presenten
clares diferéncies en moltes de les séries publicades.'” La taxa de
supervivéncia lliure de malaltia als 10 anys de les pacients sense ganglis
afectats s’aproxima al 70-80%, mentre que si hi ha afectacié adenopatica
aquesta disminueix al 35-40%, si s’afecta d’'un a tres ganglis, o fins al 10-
15% si s’afecten més de tres ganglis.”™® Per aquest motiu les darreres
edicions del sistema de classificacié tumoral TNM sobre cancer de mama
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incorporen I'estratificacié per nombre de ganglis axil-lars afectats, per tal de

millorar la seva capacitat pronostica.

Un estudi mostra com el grau d’afectacié axil-lar tindria implicacions
pronostiques fins i tot després de la recidiva, suggerint que el nombre de
nodes infiltrats traduiria no només un fet cronologic sin6 també un perfil
bioldgic.' Fins i tot després de la identificacié d’'un grup de gens amb
capacitat pronostica independent, I'afectacié ganglionar axil-lar segueix
aportant informacié pronostica addicional.’>*®

La macrometastasi ganglionar, diametre superior a 2 mm, té una
importancia pronostica demostrada. Amb I'estudi del gangli sentinella,
podem trobar metastasis de menor diametre que encara no sabem del cert
quin significat biologic tenen. Actualment, s’esta estudiant en diferents

assaigs clinics. "8

1.2.3 Mida tumoral

La mida tumoral és el segon factor pronostic més important i afegeix un
valor pronostic independent a I'afectacié ganglionar axil-lar, sobretot en
casos amb ganglis negatius, tot i ser dos variables relacionades.’ La
consideracié conjunta de I'estat ganglionar i de la mida tumoral milloren la
precisid pronostica, ja que s’ha demostrat que el risc de metastasis
ganglionars axil-lars augmenta amb la mida tumoral.’ Fins i tot en les
pacients amb ganglis afectes i tractades amb quimioterapia adjuvant, la mida

tumoral segueix aportant informacié pronostica independent.?

Com exemple, les dones amb carcinomes menors a 1 cm de diametre i
sense afectacidé ganglionar mostren un pronostic excel-lent, proxim al d’una
dona sense cancer, amb una taxa de supervivencia als 10 anys del 90%. Per
altra banda, moltes de les dones que presenten tumoracions de més de 2 cm
s’acompanyen d’afectacié ganglionar i de major mortalitat. '
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1.2.4 Grau histologic

El grau histologic és una mesura de la diferenciacié cel-lular del tumor.
L’agrupacio en tres categories segons el sistema Scarff-Bloom-Richardson
(SBR) és el més utilitzat, t& en compte el nivell de diferenciacié de la
tumoracié, el grau de pleomorfisme cel-lular i el nombre de mitosis
existents.?’ Actualment, s'usa la modificacié proposada per Elston i Ellis
(MSBR) o la modificacié de Nottingham, que millora la capacitat pronostica,
sobretot del grup intermedi de I'escala de SBR. Aixd permet una millor
concordanca entre els patdlegs a I'hora de la determinacié del grau

histologic.?2

La gradacié histologica, sistema d’Elston-Ellis, es basa en tres
caracteristiques de la tumoraci6: la formacié de tubuls o glandules, l'atipia
nuclear i la quantitat de mitosis. Es realitza un suma dels scores dels tres
factors i s’agrupa en tres grups: grau | o ben diferenciat (score 3-5), grau Il o
moderadament diferenciat (score 6-7) i grau lll o pobrament diferenciat

(score 8-9).

Una altra tipus de gradacié és la nuclear, és poc usada ja que el
sistema d’Elston-Ellis ja I'inclou en un dels seus scores. La gradacio nuclear,
tal com diu el nom, es basa només en la morfologia que presenta el nucli i la
cromatina a gran augment. Es defineixen dos grups, el carcinoma de baix
grau present cél-lules uniformes de nuclis arrodonits monomorfes amb
cromatina de distribucié regular. El carcinoma d’alt grau mostra cel-lules
tumorals pleomorfiques amb nuclis molt irregulars i pleomorfics, nucleols

prominents i cromatina grollera.?

La majoria d’estudis certifiquen el valor del grau histologic com a factor
pronostic independent i algun d’ells també com factor predictiu de resposta

als tractaments sistémics preoperatoris.?®



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T. 606-2012 Introduccio

1.2.5 Receptors d’estrogens i progesterona

Els receptors hormonals, d’estrogens i progesterona, tenen una utilitat
consolidada en el tractament del cancer de mama. El seu valor predictiu de
resposta als diferents tractaments hormonals esta totalment reconegut i
avalat pels nombrosos estudis prospectius en malaltia avancada, adjuvant i
neoadjuvant. De fet I'estat dels receptors en el tumor primari és I'Unic
marcador de resposta al tractament que té inequivoca utilitat clinica.2*?® E
receptor estrogénic representa el paradigma del marcador predictiu de
resposta. La seva abseéncia prediu la no resposta al tractament hormonal en
el cancer de mama, tant avancat com neoadjuvant. La resposta al tractament
esta influenciada pel nivell de positivitat dels receptors d’estrogens, aixi a
major positivitat major resposta.?® No obstant aixd, en una part important
dels tumors amb receptors d’estrogens positius no s’observa una resposta
d’inici o la perd posteriorment, probablement per I'adquisicidé de resisténcies
a 'hormonoterapia. Existeixen evidéncies creixents de que aquesta resposta
estaria en gran part mediatitzada per la via dels factors de creixement
EGFR-HER.? El seu valor pronostic en pacients que no reben tractament
hormonal és limitat, amb un diferencial d’aproximadament un 5-10% en el
risc de recidiva entre receptors positius i negatius. Aquest diferencial sembla

que disminueix fins a desaparéixer amb el temps de seguiment.*

Actualment, la determinacié d’aquests receptors hormonals es realitza
mitjangcant immunohistoquimica. Del 50 al 80% dels carcinomes els
expressen, sent més frequients en dones postmenopausiques. La positivitat
dels receptors hormonals esta inversament relacionada amb I'index de
proliferacié cel-lular i a la vegada amb el grau histologic.2?°

Quan s’analitzen per separat els dos tipus de receptors, la positivitat
dels receptors de progesterona es mostra com a factor independent de la
supervivéncia en diversos estudis. Probablement reflecteixen una superior

probabilitat de resposta a 'hormonoterapia en el moment de la recidiva.3°
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1.2.6 Receptors dels factors de creixement tipus I. Sobrexpressio
de I'oncogén HER-2/neu

Els receptors dels factors de creixement tipus | inclouen la familia Erb-B
(HER), els quals estan constituits per 4 receptors transmembrana tirosin-
quinasa: Erb-B1/EGFR (HER-1), Erb-B2/neu (HER-2), Erb-B3 (HER-3) i Erb-
B4 (HER-4). El domini extracel-lular del tipus 1, 3 i 4 interaccionen amb
lligams coneguts i especifics. No es coneixen els de 'HER-2, encara que pot
ser activat per qualsevol dels lligams de la familia HER. *'

El EGFR (HER-1) esta sobrexpressat en un 35-60% dels carcinomes
de mama. El seu paper ha estat analitzat en multiples estudis, avaluats
conjuntament per Fox et al. (1994) en una metanalisi de més de 3000
pacients on el seu valor pronostic predictiu no s’estableix com a

independent.®"

El gen HER-2/neu esta localitzat al cromosoma 17921. La seva
transcripcié produeix una proteina de membrana de 185 kd, la qual actua
com un factor de creixement epidérmic amb activitat tirosin-quinasa. Les
mutacions d’aquest gen comporten la seva amplificacié, la qual provoca un
augment de I'expressié de la proteina que codifica. S’ha demostrat una bona
correlacié entre 'amplificacio del gen i la sobrexpressio de la proteina, aixo
permet I'estudi avaluant la sobrexpressié de la proteina mitjangant técniques
immunohistoquimiques. Aquest fet s’observa entre un 10-34% dels cancers
de mama segons estudis, en més del 90% dels casos, la sobrexpressié de la
proteina es deguda a I'amplificacié del gen, i es pot determinar per Hibridacio

In Situ amb Fluorescéncia (FISH). 1

Molts estudis han demostrat un impacte negatiu de la sobrexpressié del
gen en el pronodstic de les pacients amb ganglis positius, per contra en el

grup de ganglis negatius es manté controvertit.'®

Altres estudis apunten que
la sobrexpressio d’HER-2 provocaria una ineficacia de la quimioterapia amb
Ciclofosfamida-Metotrexate-Fluoracil (CMF) i que el benefici dels tractaments

amb antraciclines en front CMF es trobarien limitats al subgrup de pacients

10



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T. 606-2012 Introduccio

amb aquesta sobreexpressié.*? S’ha suggerit, també, que I'estatus de I'HER-
2 pot predir la resposta a ’hormonoterapia, alguns estudis mostren com la
supervivencia lliure de recidiva del subgrup de pacients amb tumors tractats
amb tamoxifé, és menor en els que expressen receptors hormonals i HER-2
que en els tumors que només expressen receptors hormonals.®® Es
necessari, doncs, en qualsevol analisi de 'eficacia d’'una terapia adjuvant la
inclusié de I'estatus de 'HER-2 en I'analisi dels factors prondstics i predictius

implicats.®*

La sobrexpressio d’HER-2 s’associa també amb altres factors adversos

com el grau histoldgic 3 i la negativitat als receptors hormonals.®
1.2.7 Factors geneétics

La susceptibilitat genética clinicament es manifesta per la preséncia de
cancer de mama en una o més dones de la familia. Aquest risc augmenta
quan la dona afectada és familiar de primer grau, si la familiar afectada es
premenopausica amb carcinoma bilateral o si moltes familiars estan
afectades. Altres indicadors de possible herencia sén l'inici primerenc del
cancer, la multiplicitat de les neoplasies (com per exemple mama i ovari) i la

preséncia de cancers poc freqlients o de cancers associats a sindromes.*

Hi ha un altre grup de gens que sembla tenir influencia en I'aparicié del
cancer de mama, s'anomenen gens de baixa penetrancia. Aquests gens
poden ser els responsables d’alguns casos de carcinoma esporadic 0 no
familiar. La seva influencia es deu a la interaccié amb altres factors com els
carcindgens ambientals o el metabolisme hormonal. Els més destacats en
aquest grup son el GSTM1, una glutation-S-transferasa, que esta
relacionada amb el metabolisme carcinogen, i el AIB1 (Amplified In Breast 1)
que esta implicat en la transduccié dels senyals estrogenics en les cél-lules
mamaries.3":3#

Per altra banda hi ha els gens BRCA que poden jugar un paper en la

carcinogenesis ja sigui per la preséencia de mutacions o per altres

11
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mecanismes que no siguin les mutacions, aquestes vies alternatives sén la
consequéncia d’altres alteracions genétiques que tenen un efecte negatiu
sobre la funcié de supressié tumoral dels gens BRCA.*® El gen BRCAT situat
al brag llarg del cromosoma 17, apareixen mutacions en quelcom més del
45% dels cancers familiars, o del gen BRCA2 localitzat al cromosoma 13.
S’han identificat diverses mutacions en diferents punts d’aquests gens.*®*! El
risc de desenvolupar un cancer de mama per una mutacié en el gen BCRA1
va del 56 al 90%; mentre que una mutacioé del BRCA2 es mou entre el 37 i el
84%. El risc associat a mutacions de BRCA1 i BRCA2 esta modificat per
altres alteracions genetiques i multiples factors com la paritat, I'edat del

primer part, els anticonceptius orals, el tabac, etc.?%434

1.2.8 Altres factors

Aprofitant la revisio dels factors classics, s’estudiaran també 'expressié
d’altres proteines relacionades d’alguna manera amb el carcinoma de mama
o0 que s’ha demostrat utilitat en I'eleccié de tractament en altres tipus de

tumors.
1.2.8.1 Citoqueratina 5/6

La citoqueratina 5/6 és una citoqueratina basal de 58 i 56 KDa, al teixit
normal la trobem present, principalment, a epiteli escamdés queratinitzant
(epidermis) i no-queratinitzant (mucosa), també s’expressa en la capa de
cel-lules mioepitelials del teixit prostatic i de les glandules salivals. També
s’expressa en tumors benignes i malignes epidérmics, en mesoteliomes, en
tumors de mucoses d’epiteli escamos i en tumors originats en cél-lules
mioepitelials.*® En el teixit mamari la citoqueratina 5/6 s’expressa a les
cel-lules de la capa basal (mioepitelials) junt a la citoqueratina 14 i la 17.
Mentre que a les cél-lules luminals s’expressa les citoqueratines 8/18, la 7 i
la 19.

L’expressié d’aquesta citoqueratina en el cancer de mama indica un

fenotip basal de la tumoracid, que s’associa a un pitjor pronostic.*® Alguns

12
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estudis posen de manifest la correlacié entre la mida tumoral, la recidiva
local i/o regional, les metastasis a distancia i el mal pronostic, amb la
expressio de citoqueratina 5/6 i la correlacid inversa amb l'edat de la

pacient.*’

1.2.8.2 Citoqueratina 14

La citoqueratina 14 és una altra citoqueratina basal que s’expressa en
les cél-lules mioepitelials. | s’expressa de forma similar a la citoqueratina 5/6.
L’expressié d’aquesta citoqueratina, al igual que la 5/6, indica un fenotip

basal de la lesié i un pitjor prondstic.*®
1.2.8.3 Citoqueratina 34BE12

La 34BE12 és un altra citoqueratina basal, d’expressié similar a les
dues anteriors. En la majoria de publicacions s’estudia I'expressio de les tres
citoqueratines basals (5/6, 14 i 34BE12) combinades considerant un fenotip
basal quan s’expressa immunohistoquimicament com a minim una de les

tres.*®
1.2.8.4 EGFR (HER1)

L’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) és una glicoproteina de
transmembrana de la familia protein-quinasa. Aquesta proteina es troba a la
superficie cel-lular i s’encarrega d’enllacar el factor de creixement epidérmic.
Aquesta uni6é causa una dimeritzacié del receptor i una autofosforilitzacié de
la tirosina que inicia la proliferacié cel-lular. La mutacié en el gen que codifica
aquesta proteina s’ha vist relacionada amb el cancer de pulmé.*®

En els cancers de mama la sobrexpressié de 'lEGFR s’observa en un
20’6% dels casos. Tant la sobrexpressio ’'EGFR (HER1) com la de c-erbB2
(HER2) estan associades a un pronostic pitjor per la pacient, amb una
disminucié de les pacients lliures de malaltia als 5 anys. Les pacients que
coexpressen HER1 i HER2 tenen pitjor pronostic respecte als que expressen
només HER1, encara que la diferéncia no és estadisticament significativa.®'
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1.2.8.5 C-kit (CD117)

Aquesta proteina és un receptor transmembrana tipus 3 per al MGF
(factor de creixement de les cél-lules mare). Les mutacions del gen que
codifica aquesta proteina s’han vist en tumors de I'estroma gastrointestinal,
malalties de cél-lules mastocitaries i leucémia mieloide aguda.®**® També el
trobem expressat en parénquima mamari normal i en lesions mamaries no
neoplasiques, sembla ser que té un paper en el manteniment de I'epiteli

glandular de la mama.>*

L’expressid de c-kit en els tumors de mama té una prevalenca molt
baixa que oscil-la entre el 1 i el 14,7% segons els estudis, encara que en un
estudi es descriu més del 25%, aquesta variacioé es deu, probablement, a la
falta d’estandarditzaci6é dels estudis immunohistoquimics realitzats. Aquesta
expressio és més freqiient en carcinomes mamaris amb fenotip basal (31%),
de tipus medul-lar (19%), en carcinomes de grau histologic 3 (24%) i en

carcinomes metaplastics (57%).%°

L’expressio de c-kit és un factor de mal pronostic independent de I'estat
dels receptors hormonals i de 'HERZ2, sobretot en pacients amb carcinoma
no estés a ganglis limfatics. L’eficacia del tractament amb imatinib (farmac
per diana terapeutica utilitzat en els GIST) esta poc estudiat en assajos
clinics, encara que sembla que pot tenir un paper important associat al

tractament amb aromatases.*
1.2.8.6 Receptors d’androgens

Els tumors de mama s6n molt hormono-depenents (estrogens i
progestagens), davant aquest fet estudiarem la relacié amb un altra tipus
hormonal, els androgens. Alguns estudis han demostrat que I'expressi6é dels
receptors d’androgens es correlaciona amb I'expressié dels receptors
d’estrogens i progesterona, perd no amb altres factors prondstics tipics.
També s’ha observat que la falta d’expressié de receptors d’androgens es

tradueix amb un pitjor prondstic per la pacient.®’
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1.2.8.7 p16

La p16 és una proteina supressora de tumors codificada en el gen
CDKN2A (Inhibidor 2A de quinasa depenent de ciclina). Aquesta proteina té
un paper important en la regulacié del cicle cel-lular, suprimeix 'angiogénesi
i la produccié de metastasis del cancer de mama, inhibint la proliferacio i
migracié de les cel-lules tumorals i afavorint-ne l'apoptosi. Mutacions en
aquesta proteina augmenten el risc de desenvolupar un cancer, ja s’ha

descrit en cancers de pancrees, esofag i estémac.>®

Alguns estudi demostren que l'estat de metilacié del gen p16(INK4a)
esta relacionada amb els nivells d’expressio de la proteina p16 i la falta
d’expressié de receptors d’estrogens en el cancer de mama, perd no es
relaciona amb la mida tumoral, grau de diferenciacid, preséncia de
metastasis ganglionars ni amb I'edat de la pacient. Arribant a la conclusié
que la metilaci6 del gen p16 no juga un paper important en les fases
precoces del cancer de mama, pero pot jugar un paper en la progressio
d’aquest.”®

1.2.8.8 p53

El gen que codifica p53 es troba al bra¢ curt del cromosoma 17
(17p13), codifica una proteina amb el mateix nom. Es un gen supressor
tumoral que té un paper important en I'apoptosi i el control del cicle cel-lular,
aturant el cicle quan detecta una mutacié o alteracié de 'ADN. Una mutacio
d’aquest gen podria acabar desenvolupant un cancer, s’ha vist que el 50%
de tots els tumors contenen mutacions de p53 i en un 25% dels cancers de
mama.®®®' Les alteracions en el gen supressor p53 tampoc han estat

acceptades com a factors amb suficient informacié prondstica o predictiva.®
1.2.8.9 index de proliferacié cel-lular mitjancant Ki-67

El ki-67 és una proteina usada per avaluar la proliferacio cel-lular, esta

present en totes les fases d’activitat del cicle cel-lular (G1, S, G2 i mitosi), i
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no es present en la fase de repds (G0). Es a dir, a major nombre de cél-lules
amb expressido de Ki-67, major és lactivitat proliferativa cel-lular i més

agressiva és la tumoracio.

El Ki-67 és un factor pronostic per les recidives a distancia i per la
supervivéncia en pacients amb cancer de mama sense afectacié de ganglis
limfatics, cal destacar que només afegeix informacié prondstica en el grup de
tumors amb receptors d’estrdogens positius o0 en els tumors amb grau
histologic 2.%% L’index de proliferacié cel-lular no s’ha mostrat com un factor
independent en la majoria d’estudis, les dificultats en la reproductibilitat del

seu estudi han contribuit a aquest fet.3%:6?
1.3 CLASSIFICACIO HISTOLOGICA DEL CANCER DE MAMA?®®:6%%°

Ja fa anys que el cancer de mama es subdivideix en diversos tipus
segons la seva histologia, a vegades ajudant-se d’algunes técniques
immunohistoquimiques com pot ser I'expressié d’E-cadherina que permet
diferenciar els carcinomes ductals que I'expressen dels carcinomes lobel-lars
que no I'expressen. L’Ultima actualitzacié d’aquesta classificacié es féu el
2003 per 'OMS, dividint els tumors en dos grups basics, carcinomes in situ i
carcinomes infiltrants, dins de cada grup trobem multiples subgrups.

1.3.1 Carcinoma de mama in situ

El carcinoma in situ és el que es troba localitzat a I'interior del ducte o
lobel, aquest no rebassa la membrana basal i per tan no s’estén cap a
I'estroma mamari, sent aixi una tumoracié limitada al sistema ductal/lobel-lar.

El carcinoma in situ pot classificar-se en ductal, lobel-lar o papil-lar.

El tractament conservador, consistent en la reseccié tumoral, és
generalment, curatiu. No és necessaria la limfadenectomia axil-lar, encara
que un 5% de les pacients presenten ganglis afectats per la neoplasia,
probablement per la no deteccié de petits focus infiltrants de la tumoracié

mamaria catalogant-la de carcinoma in situ, tot i no ser-ho.®®
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1.3.1.1 Carcinoma ductal in situ

Es caracteritza per una proliferacié de cel-lules epitelials, amb atipia
cel-lular amb una inherent, perd no obligada, tendéncia a la progressio a
carcinoma invasiu (risc relatiu de 8-11). La presentacié, habitualment, no és
multicéntrica siné segmental, és a dir, que mamograficament sembla haver-
hi dos focus de malignitat perd en realitat estan connectats per carcinoma
ductal in situ. Es classifica en tres subgrups: carcinoma ductal de baix grau,
de grau intermedi o d’alt grau; no és infrequient trobar-ne una barreja en la

mateixa lesio.

La quantitat de carcinomes ductals in situ diagnosticats ha augmentat
junt amb I'evolucié de les técniques d’'imatge i diagnostiques passant d’'un
2'8% dels cancers de mama diagnosticats en 1973 al 14’4% durant el 1995,
als Estats Units. La majoria de casos, al voltant del 85%, es detecten només
per les alteracions a les proves d’imatge (mamografia basicament), un altre
10% associa unes manifestacions cliniques, i el 5% restant sén troballes
incidentals. El pronostic esta lligat a 'exeresi completa de tota la lesioé

1.3.1.1.1 Carcinoma ductal in situ de baix grau

Esta format per cél-lules petites i monomorfes amb un lleu augment de
la relacié nucli-citoplasma. Creix a linterior del ducte mamari fent arcades,
micropapil-les, patrd cribiforme o patrd solid. El nucli és de mida uniforme i
presenta un patré regular de cromatina amb nucléol no evident, és estrany
veure figures de mitosis. La preséncia de necrosi 0 comedonecrosi és

inacceptable per classificar la tumoracié en aquest grup.
1.3.1.1.2 Carcinoma ductal in situ de grau intermedi

Les cel-lules que constitueixen aquesta lesié6 sén semblants a les del
carcinoma ductal in situ de baix grau. El patrdé de creixement pot ser solid,
cribiforme o micropapil-lar; perd alguns dels ductes presenten necrosi. En
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d’altres casos el nucli és més gran amb ocasionals nucléols i cromatina

grollera, amb o sense necrosi.
1.3.1.1.3 Carcinoma ductal in situ d’alt grau

Esta format per cel-lules marcadament atipiques proliferant en una
capa, formant micropapil-les, patré cribiforme o solid. ElI nucli és
marcadament pleomorfic, amb vores irregulars i distribucié grollera de la
cromatina amb nucléol prominent, els nuclis perden la polaritat
(Porganitzacié). Es tipica la preséncia de comedonecrosi i freqiientment
presenten abundants mitosis, perd cap d’aquestes dues caracteristiques sén
necessaries per fer-ne el diagnostic.

Generalment és més gran de 5 mm, pero una lesié de menys d’1 mm
amb la morfologia tipica ja és diagnodstica, una sola capa de ceél-lules
aplanada marcadament anaplasiques recobrint un ducte sén suficients per

fer el diagnostic de carcinoma in situ d’alt grau.
1.3.1.2 Carcinoma lobel-lar in situ

Representa entre menys de I''% i el 3'8% de tots els cancers de
mama. La lesié és multicentrica en el 85% dels casos i bilateral entre el 30 i
el 67%. El risc relatiu de desenvolupar una neoplasia infilirant és de 6’9 a 12,
respecte una dona sense aquest tipus de patologia. La mamografia només
mostra anomalies en poques ocasions, quan presenta necrosi central i

calcificacio.

Histologicament, es caracteritza per una proliferacié de cel-lules petites
i poc cohesives, que es localitza al lobel afectant de vegades el ducte
terminal de forma pagetoide, és a dir en forma de cél-lules soltes dins de
I'epiteli ductal. Les cel-lules mostren nuclis arrodonits, nucléol inexistent o
poc evident, cromatina uniforme i escas citoplasma; la presencia de necrosi
o calcificacions és poc frequent, i les mitosis sén molt escasses. Aquestes

troballes sén tipiques del subtipus A, en el subtipus B (pleomorfic) les
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cel-lules sén més grans i presenten major atipia, amb cromatina menys
uniforme i nucléol més evident. En una mateixa lesié podem trobar els dos

tipus.

Immunohistoquimicament, entre un 60 i un 90% dels casos presenten
positivitat per receptors d’estrogens, i quelcom menys pels receptors de

progesterona. No s’observa positivitat per la immunotincié amb E-cadherina.
1.3.1.3 Carcinoma papil-lar intraductal

Aquest tipus de lesié és localitza dins d’'un ducte dilatat i es pot
estendre per les seves rames, es caracteritza perquée el patrd de creixement
és papil-lar, centrat per eixos fibro-connectius vascularitzats. Pel seu
diagnostic cal que com a minim un 90% de la lesi6 papil-lar hagi perdut
'acompanyament de cél-lules mioepitelials caracteristic de la mama normal, i
qgue no presenti un patré de carcinoma ductal in situ de baix grau en més del
90% de la lesio. El tractament curatiu és I'exeresi completa de la lesio, sent
el pronostic molt favorable sempre que no trobem carcinoma ductal in situ o

carcinoma infiltrant acompanyant la lesié.
1.3.2 Carcinoma de mama infiltrant

El carcinoma infiltrant és quan la proliferacié neoplasica surt de l'interior
del ducte o lobel, aquest trenca la membrana basal i s’estén cap a I'estroma
mamari acompanyat, generalment, d’'una reaccié estromal anomenada
desmoplasia. Pot presentar diferents morfologies des del punt de vista de
I'estudi microscopic optic, algunes de les quals aporten un pitjor pronostic de

la tumoracid, com podria ser el tipus micropapil-lar.
1.3.2.1 Carcinoma ductal infiltrant

El carcinoma ductal infiltrant és el tipus més freqlient de carcinoma de
mama infiltrant, representant-ne entre un 60 i un 75% del total de casos. El
diagnostic es fa per exclusié, quan no es pot classificar com algun tipus

especial de cancer de mama.
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Macroscopicament, la mida oscil-la entre més d’'1 mm fins a més de 10
cm. es presenta com una lesid estrellada o, a vegades, amb bores

arrodonides, coloracié blanquinosa i consisténcia ferma al tall.

Microscopicament, creix formant nius epitelials solids arrodonits o
irregulars barrejat amb cel-lules soltes i cordons amb infiltracié de I'estroma,
que no presenten morfologia de cap tipus especial de carcinoma de mama,
es perd la membrana basal i la capa de cel-lules mioepitelials dels tubuls o
grups. Moltes vegades s’acompanya d’arees de carcinoma ductal in situ,

ocasionalment es pot associar a carcinoma lobel-lar in situ.
1.3.2.2 Carcinoma lobel-lar infiltrant
Representen del 5 al 15% dels tumors infiltrants de mama.

Macroscopicament, la lesié pot no presentar una massa i tenir un
creixement difus imperceptible que pot arribar a afectar tota la mama, pero
generalment es presenta com un nodul dur de bores irregulars, a vegades

multicéntric.

Microscopicament, presenta ceél-lules epitelials petites-mitjanes de
nuclis hipercromatics i citoplasma escas a vegades amb contingut mucoide, i
abséncia de cel-lules mioepitelials. El patr6 de creixement infiltrant és
tipicament en cél-lules soltes o fileres de poques cél-lules, pot presentar un
patré discontinu d’infiltraci6 de bores mal definides. Com a caracteristica
especial, a part de la morfologia, és que gairebé el 100% de les tumoracions
d’aquest tipus presenta una falta d’expressié d’E-cadherina, a diferéncia del
carcinoma ductal, demostrable en estudis immunohistoquimics. A vegades
pot presentar cél-lules més grans i de nuclis més bigarrats, aquesta és la

variant pleomorfica del carcinoma lobel-lar infiltrant.
1.3.2.3 Carcinoma tubular infiltrant
Es un tipus de carcinoma molt ben diferenciat, de dificil diagnostic ja

que pot recordar lesions benignes, i que té un molt bon pronostic.
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Macroscopicament, es presenta com una lesi6 mal definida quelcom
més ferma al tall que la mama normal, de menys de 2 cm, moltes vegades

recorda una cicatriu radial (lesi6 benigna).

Microscopicament, es caracteritza per una proliferacié de tubuls ben
formats pero sense cél-lules mioepitelials i amb una organitzacié atzarosa.
Les cél-lules presenten poca atipia i s’acompanya d’una reaccié estromal de
tipus desmoplastic. A vegades el trobem combinat amb altres tipus tumorals,

el carcinoma tubulo-lobel-lar és una variant bastant frequent.
1.3.2.4 Carcinoma medul-lar

Es una tumoracié poc freqlient, alguns autors I'associen a un millor
pronostic tot i la morfologia anaplastic que presenta, perd no esta clar que

sigui aixi

Macroscopicament, és una tumoracié ben delimitada, en ocasions

capsulada, I'aspecte recorda a un fibroadenoma (lesié benigna).

Microscopicament, presenta un creixement expansiu, esta format per
un creixement sincitial de ceél-lules epitelials, formant cordons i llengols
anastomosats entre ells, les cel-lules sén molt atipiques amb abundants
figures de mitosis. L’'estroma del voltant presenta un infiltrat limfoplasmocitari
difus, com a minim en un 75% de la periféria tumoral, i no s’observa reaccio

estromal desmoplastica.
1.3.2.5 Carcinoma papil-lar infiltrant

Es un carcinoma infiltrant, molt poc freqiient, que es caracteritza pel
creixement invasiu formant papil-les, amb cél-lules amb atipia moderada o
lleu. Es més freqiient el carcinoma papil-lar intraductal, fins i tot quan infiltra
moltes vegades o fa en forma de carcinoma ductal sense caracteristiques

papil-lars.
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1.3.2.6 Carcinoma micropapil-lar infiltrant

Es una variant poc freqiient de carcinoma infiltrant, molt agressiva i de
mal pronostic, presenta un tipus d’infiltracié caracteristic formant petits nius
cel-lulars que recorden petites pseudopapil-les, ja que no tenen eix fibro-

connectiu central i les cel-lules presenten atipia moderada o severa.
1.3.2.7 Carcinoma inflamatori

El carcinoma inflamatori es pot definir des del punt de vista clinic o des

del punt de vista patologic.

Els criteris pel diagnostics clinics inclouent I'eritema difus, 'edema que
afecti a més de dues terceres parts de la mama, la pell de taronja, la
induracié i la calor a la palpacié. No cal que es presentin tots els signes
clinics per fer el diagnostic.

Des del punt de vista histologic, tot i el nom no s’acompanya
d’abundant inflamacio, es defineix com la preséncia de cél-lules tumorals en
I'interior dels vasos limfatics dérmics. A vegades només es presenten les
troballes histologiques sense clinica acompanyant, llavors s’anomena

carcinoma inflamatori ocult.
1.3.2.8 Altres tipus

En menor freqiiéncia es presenten altres tipus histologics amb
caracteristiques especials (Figura 1.1), com poden ser el carcinoma
productor de moc, els tumors neuroendocrins, el carcinoma cribiforme
infiltrant, el carcinoma apocri, el carcinoma metaplastic, el carcinoma ric en
lipids, el carcinoma secretor, el carcinoma oncocitic, el carcinoma adenoide-
quistic, el carcinoma de cel-lules acinars, el carcinoma de cel-lules riques en
glicogen, el carcinoma sebaci, el carcinoma escamos, i les metastasis de

diferents origens.
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Figura 1.1- Alguns subtipus especials de cancer de mama. A) Carcinoma

lobel-lar: les cel-lules tumorals son petites i monomorfes, es disposen en fileres
HE 100X. B) Carcinoma mucinds o col-loide: els nius de cel-lules tumorals es
troben englobats en el moc (color blanc) HE 100X. C) Carcinoma papil-lar: els
nius tumorals es troben centrats per eixos fibro-vasculars. HE 100X D)
Carcinoma tubular: formacié de tibuls petits rodejats per estroma lax (gris-

blau) HE 200X.
1.4 CLASSIFICACIO PER BIOLOGIA MOLECULAR

Esta acceptat que lalteraci6 genética cel-lular és fonamental en
'evolucié de les neoplasies, l'alteracié en els gens donen uns canvis en el
fenotip de la cel-lula i dels teixits que el patoleg pot utilitzar per fer el
diagnostic i I'estimacié d’'un pronostic. Les técniques de microarrays de teixit
o d’estudi d’expressié de gens han estat un gran pas en la investigacio ja
que permet l'estudi simultani de moltes mostres de diferents exemplars
tumorals. Els microarrays de teixits son preparacions histologiques amb
multiples seccions de diferents tumors que permeten 'avaluaci6 de la funcié
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genetica mitjancant I'estudi d’expressié de proteines en les seccions de teixit
amb un estudi immunohistoquimic; mentre que en els microarrays
d’expressioé genetica s’utilitza el DNA extret de les mostres, permeten 'estudi
directe dels gens tumorals mitjancant la técnica de la reaccié en cadena de
la polimerasa (PCR) o de la transcripcié inversa de la PCR (RT-PCR).3®

Des de fa uns anys, s’aposta per realitzar una classificacié6 molecular
del cancer de mama basant-se amb I'expressié de mdultiples gens amb
I'objectiu d’obtenir una millor classificacio, clarificar I'origen de la malaltia,
augmentar la capacitat pronostica i ajudar a prendre decisions terapeutiques.
S’ha demostrat, en algun estudi, que la classificacid molecular és un factor
pronostic independent per si mateix.®” L’estudi molecular del cancer de
mama requereix de metodes d’alta tecnologia i de costos economics elevats,
per aix0 molts estudis intenten trobar una manera més economica i que
precisi de menys tecnologia per realitzar aquesta classificacié. Amb aquesta
idea s’utilitza la immunohistoquimica, Carey et al. (2006) amb I'estudi de cinc
marcadors immunohistoquimics (receptors d’estrdgens, receptors de
progesterona, c-erb-B2, EGFR i citoqueratina 5/6) han aconseguit realitzar
una classificacié molt aproximada a la realitzada amb I'estudi genétic.®®°

En general, es proposa dividir el carcinoma de mama en quatre grups:
luminal A (receptors d’estrogens i progesterona positius), luminal B
(receptors d’estrogens positius i receptors de progesterona negatius), grup
Her2/neu (receptors negatius amb c-erb-B2 positiu) i grup triple negatiu
(receptors i c-erb-B2 negatius), dins d’aquest ultim grup hi ha la subdivisié
entre basals (expressen CK14 o CK 5/6 o EGFR) i no basals (Taula 1.2). En
alguns estudis es parla d’un grup luminal C o d’un grup mixt, amb expressié
de receptors i c-erb-B2, perd no esta clara la identitat d’aquests com a grup
per ells mateixos.”®"""%7 Aquests subtipus es distribueixen diferent segons
la raca, aixd pot explicar les diferencies de presentacié i de resposta al
tractament; per exemple, el subtipus basal es més prevalent en dones
africanes o afroamericanes amb el corresponent pitjor prondstic que

presenta aquest grup.”"
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Subtipus R estrogens R progesterona  c-erb-B2 CK basals
Luminal A + + +/- +/-
Luminal B + - +/- +/-
Grup Her2 - - + +/-

Triple negatius

No basals - - - -

Basals - - - +

Taula 1.2- Subtipus tumorals per classificacié molecular.

Els dos grups que mostren pitjor prondstic sén el grup Her2 i el grup de
basals, ja que s’associen a un grau histologic més elevat. Mentre que el grup
luminal A és el de millor pronostic i es correlaciona amb un grau histologic

més baix.?®’® La

recidiva acumulada als 5 anys del diagnostic és
significativament diferent (p=0'047) entre els diferents subtipus moleculars,
oscil-la del 0°’8% (luminal A) fins al 12°7% (triple negatius de subtipus basal),
passant pel 1'4% dels luminals B i el 36% del subtipus Her2.”® També
s’observa una diferéncia significativa (p=0’007) en el temps lliure de malaltia
als 5 anys, que és d’'un 3'6% dels luminals A, 7°3% els luminal B, 13'7% els

HER-2 i d’'un 15% en els subtipus basals.”®

En diversos estudis aplicant la combinacié de I'expressié genétic i
immunohistoquimica s’ha vist que tant els carcinomes ductals com els
lobel-lars tenen representants de tots els subgrups moleculars, mentre que
alguns tipus histologics especials sempre presenten el mateix subtipus, com
ara els carcinomes tubulars, mucinosos o micropapil-lars sempre sén
luminals, i els carcinomes medul-lars, adenoide quistic i metaplastic sempre

sén basals.”’
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1.4.1 Grup luminal A

Aquest grup és el més frequent, representa entre el 44% i el 67% dels
tumors de mama segons diferents estudis. L’edat de presentacié majoritaria
es troba entre els 40 i els 55 anys (58’8%), un 16% es presenta per sota dels
40 anys i un 24°9% per sobre dels 55.76:78:79.80

Immunohistoquimicament aquest grup es caracteritza per I'expressio
de receptors d’estrogens i progesterona, amb o sense expressié d’Her2Neu.
Aquest patrd d’expressidé concorda amb el component epitelial luminal de la
glandula mamaria, a més a més expressen també citoqueratines luminals
8/18 i gens associats a la seva activaciéo, com LIV1 i CCND1. També
presenta alta expressid de gens REa, menys del 20% tenen mutacié de p53 i
freqiientment sén de grau histologic 1.5

Aquests tumors tenen bon pronostic, ja que la majoria de tumors sén
de baix grau histologic (39'3% grau 1 i 41°5% grau 2) i de menor mida (31%
inferiors a 1 cm, 47’1% entre 1’1 i 2 cm);” la supervivéncia als 5 anys ronda
el 86%. S’ha observat que tenen bona resposta a ’hormonoterapia i menys
resposta a la quimioterapia que els tumors que no expressen receptors

hormonals.®!

Es I'inic subgrup on s’ha demostrat una diferéncia estadisticament
significativa en quan la mortalitat en relaci6 a la raca, s’ha vist que les dones

afroamericanes tenen major mortalitat que les dones blanques.®?

1.4.2 Grup luminal B

Aquest grup representa un 18-24% dels tumors de mama.”®"®
Immunohistoquimicament aquest grup es caracteritza per I'expressio
de receptors d’estrogens i la no expressié de receptors de progesterona,
amb o sense expressid d’Her2/Neu. Tenen una menor expressio de gens
relacionats amb els receptors d’estrogens i major expressidé de gens
relacionats amb la proliferacié cel-lular que el tipus luminal A.2® Alguns
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autors inclouen en aquest subgrup els casos amb positivitat tan per
receptors d’estrogens com de progesterona amb Her2 negatiu, i un ki-67

superior al 20%.%

El percentatge de tumors de baix grau en aquest grup é€s sensiblement
menor als que trobem en el grup de luminals A.28%% E| grup luminal B respon
pitjor a '’hormonoterapia amb tamoxifé que el grup luminal A, conferint-los-hi
un pitjor prondstic.®’ Tot i aixi el prondstic segueix sent bo, la supervivéncia
als 5 anys ronda el 75%. Si els tumors son inferiors a 1 cm no tenen més

risc de recidiva loco-regional que els luminals A de mida similar.3
1.4.3 Grup c-erb-B2

Representen un 5-8% dels tumors mamaris. Acostumen a presentar-se
en dones més joves, i encara que no es estadisticament significatiu
presenten una mida més gran en el moment del diagnostic. No s’ha
demostrat associacié d’aquest grup amb I'edat o la raca de la pacient, ni amb
d’altres factors de risc. 7+78:79.82.85

Immunohistoquimicament aquest grup es caracteritza per la minima o
no expressio de receptors d’estrogens i progesterona, i I'expressié intensa

d’Her2/neu, entre un 40 i un 80% tenen mutacions de p53.%°

En aquest grup s’inclouen tumors més indiferenciats que els tumors
luminals (la majoria grau histologic 3), i amb major freqiiéncia presenten

afectacié ganglionar axil-lar (67%).22

La sobrexpressi6 d'HER2 a les cél-lules tumorals s’associa a un
augment del risc de recidiva loco-regional, d’aparici6 de metastasis a
distancia i una disminuci6 de la supervivéncia, perd a una millor resposta a
la quimioterapia, amb antraciclines i taxans, que els tumors de tipus luminals,
trobant més casos de resposta patoldogica completa. 3#% Si s’associa a

quimioterapia s’obté una millora fins al 12% en termes de supervivéncia lliure
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de malaltia, fins un 52% menys de recaigudes i una disminucié del 33% en la
t.87

mortalita

Aquest grup té una diana terapéutica amb l'anticos monoclonal
antiHER2 (trastuzumab), s’ha observat que el tractament neoadjuvant amb
trastuzumab aconsegueix una reduccié de fins el 40% de la mida tumoral,®®
perd no tots els casos responen per igual, ja que s’ha demostrat resisténcia
al tractament en els que expressen els gens PTEN i CXCR4.%

1.4.4 Grup triple negatiu

Representen un 14-19% dels tumors mamaris.”®"
Immunohistoquimicament aquest grup es caracteritza per la no

expressio de receptors d’estrogens i progesterona, ni I'expressié d’Her2Neu.

Aquest grup es divideix en dos subgrups, els carcinomes de fenotip
basal que representen aproximadament un 10% del tots els cancers de
mama, i la resta de tumors triple negatius anomenats no-basals (9% del
total). La diferéncia es basa en I'expressid, per part del grup de fenotip basal,
de citoqueratines basals CK5/6, CK17 i/lo CK14 o expressié d’EGFR™ i de
gens relacionats amb la proliferacié cel-lular, associat a la falta d’expressio
de receptors d’estrogens i gens relacionats, i una baixa expressid de
HER2.%

Aquest grup és el que presenta pitjor pronostic amb una supervivéncia
als 5 anys del 60%.82 Encara que molts estudis associen el subtipus basal a
un pitjor pronostic, hi ha estudis que demostren que no hi ha diferéncies

significatives entre els subtipus basal i no-basal.®®

Pel que fa al tractament, el fet de ser triple negatius fan inutils els
tractaments habituals, per0 sembla ser que tenen millor resposta a la

quimioterapia.3®
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1.4.4.1 Subtipus basal

En aquest grup s’inclouen la majoria de tumors d’alt grau citologic, amb
gran expressiéo de p53. Molts dels tumors basals sén carcinomes ductals
invasius d’alt grau histologic, amb arquitectura solida de bores arrodonides
amb necrosi central i absencia de formacié de tubuls, preséncia de moltes
mitosis, amb escassa o0 nul-la preséncia de carcinoma in situ.
Aproximadament el 80% dels casos de cancer de mama associats a BRCA1
s6n de fenotip basal.®®’ Tots els tumors triple negatius amb expressié de
CK5/6 i EGFR presenten una expressio de tipus basal en I'estudi geneétic,
amb una sensibilitat del 76% i una especificitat del 100%.”* Altres estudis
defineixen que amb I'expressido d’'una de les dues CK5/6 o CK14 ja és
suficient per determinar el fenotip basal.®

El primer en parlar del subtipus basal va ser Perou et al. al 2000
després de realitzar un estudi d’expressié génica, en el que observava
I'expressio de gens i proteines associades a les cél-lules mioepitelials normal
del teixit mamari, demostrant que aquests tipus de tumors presentaven un
pitjor prondstic.®’ Ribeiro et al. (2008) van demostrar que existeixen cél-lules
luminals normals que expressen citoqueratina 5/6, aquestes actuen com a
cel-lules mares i sota transformacié maligna originen el fenotip basal del
cancer de mama. | que en circumstancies normals, BRCA1 pot estimular
'expressié de p63, afavorint un creixement anormal d’aquestes cél-lules
citoqueratina 5/6 positives.%

Carey et al. (2004) va demostrar que el subtipus basal és el més
freqient en dones afroamericanes i en les perimenopausiques, aixd associat
a la baixa proporcio de tipus luminal explica el mal pronostic d’aquest grup
de dones.®

El subtipus basal tenen menor afectacié de ganglis limfatics, comparant
amb tumors de mateixa mida d’altres tipus de cancer de mama, i encara que
mostren major freqiiéncia de resposta patologica completa a la quimioterapia

0

presenten un pitjor pronostic,®’ encara que no queda clar si aquest mal
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pronostic es degut al fenotip basal o a daltres factors com la falta
d’expressid estrogens o l'alt grau histologic que presenten aquests tipus de
tumors.?? Presenten un risc augmentat de recidiva loco-regional (RR 3’58
amb IC 95% entre 1°40-9’13) i de problemes relacionats amb la tumoracié (
RR 218, IC al 95% 1'04-4'57). &

Da Silva et al. (2007) afirmen que totes les recidives de carcinoma
basal es donen en els primers 5 anys, per aixdo sembla tenir pitjor pronostic i
si no recidiva en aquest temps el pronostic és relativament bo, també
descriuen una major freqiéncia de metastasis cerebrals comparant-los amb

altres carcinomes de grau 3.%
1.5 ESTADIATGE CLASSIC

L’estadiatge d’'un tumor implica I'agrupacié de pacients d’acord amb
'extensié de la malaltia, la seva utilitat radica en ajudar a I'eleccié d'un
tractament per a cada pacient, estimar el pronostic i poder establir
comparacions entre pacients i estudis. Pot basar-se en aspectes clinics o
patologics, s’utilitza el sistema TNM, on la T indica la mida tumoral, la N
I'estat dels ganglis limfatics regionals i la M avalua la presencia (pM1) o no
de metastasis (pMO0).
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pTis Carcinoma in situ
pT1 <2 cm
pT1mi <a(0’lcm
pTla >a 0’1 finsa 0’5 cm
pT1b >a(0’Sfinsalcm
pTlc >alfinsa2cm
pT2 >a2cmfinsascm
pT3 >a Scm
pT4 Qualsevol mida amb:
pT4a Afectacio de la paret toracica
pT4b Ulcera/edema cutani 6 noduls
cutanis
pT4c
Ambdoés T4a i T4b
pT4d
Carcinoma inflamatori

Taula 1.3 — Taula pT del cancer de mama.”
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pNO Ganglis limfatics sense afectacio tumoral
pN1
pN1mi Micrometastasi de >0°02 a 0’2 cm
pNla Afectaci6 d’ 1 a 3 ganglis
pN1b Ganglis de regié mamaria interna positius a la biopsia
pero no clinicament
pNla + pN1b
pNlc
pN2
pN2a Afectaci6 de 4 a 9 ganglis
pN2b Ganglis de regi6 mamaria interna positius clinicament,
sense afectacio de ganglis axil-lars
pN3
pN3a > 10 ganglis o afectacié ganglis infraclaviculars
pN3b Afectaci6 de ganglis a mamaria interna i aixella
pN3c Ganglis supraclaviculars

Taula 1.4 — Taula pN del cancer de mama.

94
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1.6 TRACTAMENT DEL CANCER DE MAMA

El tractament del cancer de mama ha anat variant en les Ultimes
décades a mesura que s’han millorat en els coneixements sobre la biologia
del cancer, els metodes diagnostics i les técniques de tractament. S’ha
passat de la cirurgia radical de tipus Halstead, amb una resecci6 molt
extensa i amb alta morbilitat, a una cirurgia conservadora en la majoria de
casos, gracies al diagnostic precog i a l'eficacia de la radioterapia.®® El
tractament radioterapic complementari a la cirurgia conservadora de la
mama esdevé un tractament obligat a partir d’'una série d’estudis recopilats
en un metanalisi 'any 2004.% El tractament radioterapic adjuvant en el grup
de pacients amb extensa afectacié ganglionar axil-lar redueix I'alt risc, entre
un 10 i un 30 %, de recidiva loco-regional i augmenta la supervivéncia

especifica per cancer. ¥’

Diversos estudis aleatoritzats i metanalisis han demostrat, de forma
concloent, el benefici del tractament sistemic amb quimioterapia pel que fa a
la supervivencia de les pacients amb cancer de mama, aquest benefici és
proporcional al risc de recidiva i per tant superior en les pacients amb ganglis
positius.” En general l'administraci6 de forma sequencial, primer la
quimioterapia i després la radioterapia, sembla la forma d’administracié millor
tolerada i la que pot oferir més beneficis.*®

El tractament hormonal complementari amb tamoxifé s’esdevingué un
tractament efectiu al reduir la taxa de recidiva i mortalitat. Es va observar
primer en les pacients postmenopausiques® i, posteriorment, es va
demostrar la seva eficacia en les pacients premenopausiques i es va
confirmar que el seu benefici era en els grups de pacients amb receptors
hormonals positius. Els beneficis del tractament amb tamoxife s’incrementen
quan el tractament es prolonga durant cinc anys, resultant-ne una reducci6

anual del 50% en la taxa de recidives i del 28% en la taxa de mortalitat.®®
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L’estudi dels ganglis limfatics és de vital importancia, actualment han
disminuit el nombre de limfadenectomies axil-lars completes, gracies a la
tecnica del gangli sentinella. Aquesta técnica es basa en la teoria que la
majoria de carcinomes de mama, en un primer moment, drenen a un o dos
ganglis, anomenats ganglis sentinelles, aquests sén altament predictius de
'estat de la resta de ganglis limfatics, per aixd amb la bidpsia selectiva
d’aquests ganglis es pot estalviar la morbilitat associada a la disseccio
axil-lar completa, de forma que quan els ganglis sentinelles no presenten

infiltracio tumoral no es realitza la limfadenectomia axil-lar.
1.7 EL PAPER DEL PATOLEG®*®

El paper del patoleg en el diagnostic i tractament de la patologia

tumoral mamaria és cada dia més important i imprescindible per:

a) I'Us generalitzat de la mamografia per detectar lesions no
palpables, i I'Us de la biopsia per puncié amb agulla grossa (core-
bidpsia) d’aquestes lesions.

b) 'Us de la cirurgia conservadora necessita d'un estudi
detallat de la peca quirdrgica en el moment de la cirurgia, amb una
bona comunicacié patoleg-cirurgia per valorar la histologia tumoral i
els marges de resecci6 quirurgica.

C) la possibilitat de realitzar estudis de factors pronostics
sobre la peca de reseccid quirdrgica com els receptors d’estrogens i
progesterona, la deteccidé de I'expressio de c-erb-B2 o la mutacié del
Her2/Neu, etc.

d) l'estudi del gangli sentinella en el moment quirdrgic
permet no realitzar la limfadenectomia en totes les pacients, en cas

que el gangli sentinella sigui negatiu.

Resumint, el patdleg aporta una gran part d’'informacié a partir de la

qual es prendran les decisions terapeutiques més apropiades.

34



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell
DL:T. 606-2012

2. HIPOTESI



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T. 606-2012



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T.

606-2012

Hipotesi

En base a:

1) Que el carcinoma de mama és la primera neoplasia en les
dones i el carcinoma ductal infiltrant en representa porp del
85% dels casos, i que els factors prondstics classics tenen una
rellevancia important en el tractament i pronostic de les
pacients.

2) Que actualment es proposa la creacié d'una classificacio
molecular del cancer de mama (independentment del tipus
histologic), per determinar el tractament i pronostic de la
pacient de forma més especifica.

3) Que I'expressid genica es pot valorar amb I'estudi directe dels
gens amb tecniques de biologia molecular o amb l'estudi de
I'expressio de les proteines en les cel-lules tumorals mitjangant

immunohistoquimica.
Pensem que:

1) Els factors classics morfoldgics i immunohistoquimics
(receptors hormonals i c-erb-B2) tenen una gran influéncia en
les recidives i la supervivencia de les pacients.

2) La classificacié molecular és util per personalitzar el tractament
de cancer de mama, i establir-ne un pronostic més acurat.

3) L’estudi immunohistoquimic (més economic i facil de realitzar)
pot ser suficient per establir la classificacié molecular.

4) Alguns nous marcadors immunohistoquimics poden ser Uutils

per a predir el pronodstic del cancer de mama.
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Tenint en compte les hipotesis, els objectius d’aquesta Tesi Doctoral sén els
seguents:

1. Reafirmar la correlaci6 entre els factors pronostics
classics (mida tumoral, afectacié de ganglis limfatics, grau histologic
del tumor, expressié de receptors hormonals i sobrexpressié del c-
erb-B2), amb I'evolucié i pronodstic de la pacient.

2. Estudiar la relacié entre la preséncia de necrosi tumoral
en el component infiltrant de la neoplasia i la mala evolucié de la
mateixa.

3. Estudiar el comportament dels carcinomes segons el seu
patré6 d’expressido genica, determinat per l'estudi de I'expressid
immunohistoquimica de les proteines codificades per aquests gens.
Agrupant-los en quatre grups: luminal A, luminal B, c-erb-B2 i triple

negatius (tenint en compte el subtipus basal).

4. Avaluar possibles noves propostes de classificacié
molecular.
5. Estudiar la relacié entre I'expressié immunohistoquimica

de diverses proteines (p53, ki67, CKB34BE12, c-kit, receptors
d’androgens i p16) i la mala evolucié o no de la pacient.
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4.1 TIPUS D’ESTUDI | CARACTERISTIQUES GENERALS

Es realitza un estudi retrospectiu analitic i observacional de les pacients
diagnosticades de carcinoma ductal infiltrant pur, incloent els que
s’acompanyen de carcinoma ductal in situ, a ’'Hospital Universitari Joan XXIII
de Tarragona entre I't de gener de 1994 i el 31 de desembre de 2006,

ambdds dies inclosos.

Es seleccionen tots els casos diagnosticats de cancer de mama a
I'Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona entre els anys 1994 i I'any
2006, mitjancant el programa informatic propi del Servei d’Anatomia
Patologica del centre. Posteriorment, es revisen les preparacions
histologiques de tots aquests casos, fent nous talls histologics o noves
tecnigues immunohistoquimiques quan es cregui convenient per confirmar el
diagnostic. Es seleccionen tots els casos que corresponguin a carcinoma
ductal infiltrant, NOS, incloent els que s’acompanyen de carcinoma ductal in
situ. De les mostres escollides es realitza la gradacié d’Elston i Ellis, i es
selecciona un bloc de parafina per realitzar un tissue-array (Figura 4.1) per
practicar I'estudi immunohistoquimic que posteriorment es comentara (punt

4.4.20). La classificacié tumoral es realitza segons el TNM de la 6a edicio

Les mostres es van recollir en el moment de I'estudi histologic, sigui
intraoperatori o diferit, després de ser fixades 18-24 hores en formol
tamponat al 4%. Foren incloses en parafina seguint el processament
estandard dels laboratoris d’Anatomia Patologica, amb posterior tincié
d’hematoxilina-eosina (tincié de rutina al laboratori d’Anatomia Patoldgica).

Un cop recollides les dades s’anonimitzen les mostres, eliminant els

camps de numero d’historia i de numero de biopsia.
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Figura 4.1 - Foto d’una

preparacio de tissue-arrays

tenyida amb la tincié
d’hematoxilina-eosina. Cada

cercle correspon a un cas (17

€asos).

4.2 CRITERIS D’INCLUSIO

- Dones operades d’un tumor de mama de qualsevol lateralitat a
I'Hospital Universitari Joan XXIII entre I'1 de gener de 1994 i el 31 de
desembre de 2006, ambdds inclosos, el diagnostic final de les quals fou
carcinoma ductal infiltrant (NOS) de mama.

- S’inclouen tan pacients operades amb cirurgia conservadora
(tumorectomia i gangli sentinella) com intervingudes amb mastectomia i

limfadenectomia; o combinacions d’aquestes técniques.
4.3 CRITERIS D’EXCLUSIO

- Dones que la primera intervencié en aquest periode fos una
recidiva d’un tumor primari anterior.

- Dones diagnosticades de tipus especials de carcinoma ductal,
entre elles variant mucinosa, variant micropapil-lar, etc.

- Dones diagnosticades de tumors de col'lisié en que una de les
parts fos carcinoma ductal.

-Dones diagnosticades o tractades en el nostre centre,

intervingudes en un centre extern.
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-Dones amb carcinoma ductal microinfiltrant (infiltraci6 menor
d’'1 mm), per 'escassa representacié del component infiltrant sobre el

que es realitzen els estudis immunohistoquimics d’aquest treball.
4.4 VARIABLES A ESTUDIAR

Un cop seleccionats els casos s’han revisat totes les histories de les
pacients incloses a I'estudi prenent nota de les diferents variables a estudiar

que seguidament enumeraré:
4.4.1 Numero d’historia clinica

S’encripten les pacients per numero d’historia clinica hospitalaria, un

cop recollides les dades s’anonimitzen eliminant aquest cap i el 4.4.2.
4.4.2 Numero de biopsia i bloc representatiu

S’assigna a cada numero d’historia el nUumero corresponent de biopsia
per facilitar les tasques de preparacié de material al laboratori, també es
seleccionara el bloc que inclogui una zona representativa del tumor per fer

els arrays de teixit.
4.4.3 Edat

Es I'edat de la pacient en anys naturals en el moment del diagnostic,

recollida com a variable continua.
4.4.4 Data de la primera cirurgia

Es el dia en que es realitza la intervencié quirdrgica del carcinoma de

mama per primera vegada.
4.4.5 Grau histologic de la tumoracié

Es graduara histologicament la tumoracié seguint el sistema d’Elston i

Ellis?® (Taula 4.1) que és el més utilitzat en l'actualitat. Té en compte la
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suma de tres parametres, a cadascun se li assigna un valor numeric entre 1 i
3, i del resultat de la suma s’obté una categoria. Si la suma final esta entre 3
(minim) i 5 punts es classifica en grau histologic 1; si el valor obtingut és 6 o
7 es cataloga de grau histologic 2; i, si és 8 0 9 (maxim) es classifica dins el
grau histologic 3. L’agressivitat bioldgica va de menor, grau 1, a la major en
el grau 3.

La valoracié dels parametres es realitza mitjancant microscopia oOptica
convencional i tincié d’hematoxilina-eosina (estandard dels laboratoris d’ Anatomia

patologica), de la segiient manera:

Troballes

1.- La majoria del tumor (>75%)

Formaci6 de tabuls o 2.- Moderada formaci6 (10-75%)

glandules

3.- Escassa formacié o nul-la (<10%)

1.- Cel-lules regulars, uniformes i petites
Pleomorfisme nuclear 2.- Moderat augment de la mida i variabilitat

3.- Variacié marcada

1-Entre 015

Mitosis per 10 camps de grau 2.- Entre 61 10

augment
3.-Més de 10

Taula 4.1- Métode de gradacié histologica d’Elston i Ellis. >
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4.4.5.1 Formacio de tubuls i glandules

Es valora el tipus de creixement que presenta la tumoraci6 avaluant la
formacié de tdbuls i/o glandules per graduar-ho de la seglient manera: si la
majoria del tumor (més del 75%) forma estructures glandulars o tubulars se li
assignara 1 punt; si només en formen entre el 10 i el 75% de la tumoracié se
li assignaran 2 punts; i, si no se’n formen o quasi no se’n formen (inferior al
10% de la superficie tumoral) es puntuara amb 3 punts (Figura 4.2).

Figura 4.2- Formacié de tabuls i glandules. A) Parenquima mamari normal,
s’observa una doble capa de cel-lules epitelials i mioepitelials recobrint els
ductes, HE 100X. B) Patro de creixement 100% glandular (score 1), HE 200X.
C) Patr6 de creixement solid amb ocasionals llums glandulars (score 2), HE

200X. D) Patro de creixement totalment solid (score 3), HE 200X.
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4.4.5.2 Pleomorfisme del nucli de la cel-lula tumoral

Per avaluar aquest punt es té en compte la forma i mida dels nuclis de
les cél-lules tumorals, si la majoria de nuclis s6n petits i rodons, amb una
uniformitat generalitzada, se li assignara 1 punt; si els nuclis estan
lleugerament augmentats de mida o s’observa una variabilitat entre la mida
dels nuclis se li donaran 2 punts; i, finalment, si els nuclis sén molt grans
pleomorfics amb una variabilitat marcada entre cél-lules se li assignaran 3
punts (Figura 4.3).
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Figura 4.3- Pleomorfisme cel-lular, HE 400X. A) Score 1, nuclis rodons petits
isomorfes. B) Score2, lleugera anisonucleosi amb ocasionals nucleols. C) Marcat

pleomorfisme nuclear amb nucleols evidents.
4.4.5.3 Nombre de mitosis

La mitosi és l'Ultima fase del cicle cel-lular, és quan es duplica el
material genetic per donar lloc a la divisié cel-lular, per tant a major nombre

de mitosis major és el ritme de creixement de la tumoracio.

Es compten el nimero de mitosis existents en deu camps de gran
augment (x400) elegits aleatoriament per la zona tumoral. Si el recompte
final és de 0 a 5 mitosis se li donara 1 punt; si és entre 5i 10, 2 punts; i si és
superior a 10 mitosis se li assignaran 3 punts.
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4.4.6 Presencia de necrosis tumoral

La necrosis tumoral és la mort de les cél-lules tumorals, apareix quan el
creixement cel-lular és tan gran i rapid que no dona temps a la formacié de
vasos sanguinis nous per irrigar la tumoracié; la imatge habitual és la necrosi
en la zona central de la tumoracio ja que en la periféria aquesta aprofita els
vasos del teixit sa per alimentar-se (Fig 4.4).

Amb tinci6 d’hematoxilina-eosina s’avalua la presencia o no de necrosi
en almenys el 10% del tumor, considerant-se una variable dicotomica (si 0

no).

Fig. 4.4- A) Presencia de necrosis en el component infiltrant (material rosat),
HE 200X. B) Preséncia de mitosis abundants (fletxes), HE 400X.

4.4.7 Mida de la tumoracio

Es té en compte el diametre maxim de la tumoracid, mesurat en
centimetres.

Es una variable continua.
4.4.8 Nombre de ganglis extrets

Es el nombre de ganglis limfatics aillats, ja sigui en la limfadenectomia
com en la peca de mastectomia, el resultat final és la suma de tots els

ganglis trobats en les mostres remeses al servei d’anatomia patologica en el
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moment de la primera intervencié quirdrgica o en 'ampliacié de la primera

cirurgia.
La variable és un nombre enter continu.
4.4.9 Nombre de ganglis metastatics

Es el nombre de ganglis que presenten infiltracié pel carcinoma ductal

de mama.
La variable és un nombre enter i continu.
4.4.10 Tipus de metastasi

Segons la mida de la infiltracié del gangli limfatic és divideix en tres
grups: cél-lules tumorals soltes, quan la mida és inferior a 0’2 mm;
micrometastasi quan la mida es troba entre 0°2 mm i 2 mm, i macrometastasi
(o metastasis) quan és major a 2 mm. En aquest punt també es té en compte

si la tumoracio trenca o no la capsula ganglionar.

El nombre de ganglis limfatics afectats s’avalua com una variable

continua amb nombres enters.

El tipus de metastasi s’avalua com una variable qualitativa (cél-lules

soltes, micrometastasi o macrometastasi).
La ruptura capsular s’avalua com una variable dicotomica (si 0 no).
So6n unes variables qualitatives.
4.4.11 Ultima data de control de la pacient

Es Pdltim dia que la pacient ha estat visitada per 'oncoleg/a o el

ginecoleg/a.
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4.4.12 Estat actual de la pacient

S’avalua l'estat que presenta la pacient en el moment de I'Ultim
control, es dividira en: viva i sense signes de malaltia; viva amb malaltia
tumoral activa; morta per patologia no relacionada amb la neoplasia
(pacients sense neoplasia en el moment de la mort); morta degut al
creixement neoplasic; i, en pocs casos, histdria no recuperada per trasllat de
la pacient o per la pérdua del seguiment.

Es una variable qualitativa.
4.4.13 Presencia/caracteristiques de la recidiva tumoral/metastasi

S’avalua si reapareix la neoplasia un cop acabat el primer tractament
eradicador. En cas de recidiva s’avalua si és local (recidiva), regional
(recidiva regional), mama contralateral (recidiva contralateral), o a distancia

(metastasi).
Es una variable qualitativa.
4.4.14 Temps lliure de malaltia

Es el temps transcorregut entre el dia de la primera intervencié
quirurgica i el dia que es confirma histologicament la recidiva o metastasi, si
no apareix recidiva o metastasi el temps lliure de malaltia és el mateix que el

temps total del seguiment.
Es una variable numeral continua que avaluem en dies.
4.4.15 Temps total de seguiment

Es el temps transcorregut des de la primera cirurgia fins al dia de

I'dltim control realitzat per la pacient.

Variable numeral continua, s’avalua en dies.
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4.4.16 Preséncia d’una segona neoplasia d’origen no mamari

Es revisen els antecedents quirdrgics i medics de les pacients en
cerca d’'una segona neoplasia que no estigui relacionada amb la tumoracio
mamaria a estudi. En cas de trobar-ne s’avalua la data, localitzacio i tipus de

tractament.
Variable qualitativa.
4.4.17 Variables immunohistoquimiques
4.4.17.1 Caracteristiques generals de I'’estudi immunohistoquimic

Al mateix temps que es revisen les histories es busquen els blocs de
teixit en parafina de cadascun d’elles, i es procedira a fer blocs de parafina
amb tissue-arrays, que utilitzarem pels estudis immunohistoquimics
posteriors. Els blocs de tissue-arrays es realitzaran amb cilindres de 4 mm
de diametre de la mostra tumoral de cada cas, agrupats de 17 en 17 casos a
cada bloc de tissue-arrays. D’aquests blocs de tissue-arrays es realitzara
primer de tot un tall histologic de 3 micres per tenyir-lo amb la tincié
convencional d’eosina-hematoxilina per valorar la correcta representacio
tumoral de cada cas, amb els casos poc 0 no representats es realitzara una
nova pressa de mostra i formacié de nous tissue-arrays. Seguidament es
practica I'estudi immunohistoquimic sobre talls de 3 micres dels blocs de
tissue-arrays que es muntaran sobre portaobjectes tractats amb adhesius
tissulars, seguint el procés del sistema BondMax, sistema de rutina en el
nostre laboratori d’Anatomia Patologica:

1r) Es desparafinen les seccions, a 72°C, i es rehidrataran amb

alcohols en concentracions decreixents.

2n) Es realitza recuperaci6 antigénica a pH6 o0 9, a 100°C, amb temps

variable entre 10 i 30 minuts, segons I'anticos usat.
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3r) Es realitza el bloqueig de la peroxidasa amb “peroxid block” a

temperatura ambient durant 5 minuts.
4t) Es renten amb aigua destil-lada.

5¢) S’incuben amb [l'anticos primari corresponent a l'antigen a

identificar.

6€e) Es realitza el bloqueig de les unions inespecifiques, durant 15

minuts a temperatura ambient.

7€) S’incuben amb el sistema de visualitzacié (anticos secundari)

durant 8 minuts.
8¢e) Es revelen amb diaminobencidina (DAB) durant 7 minuts.
9¢) Es realitza contratincié amb hematoxilina de Harris durant 7 minuts.

10e) Posteriorment es deshidraten i es munten amb mitja de muntatge
rapid (DPX).

4.4.17.2 Variables immunohistoquimiques estudiades
4.4.17.2.1 Receptors d’estrogens

Es un marcador nuclear que detecta si les cél-lules expressen la
proteina receptora dels estrogens, es valora com a positiu si s’expressa com

a minim en el 10% de les cél-lules (Fig 4.5).

S'utilitza el producte de la casa Novocastra clona 6F11 prediluit per la
casa comercial distribuidora, amb recuperacié antigénica a pH9 i un temps

d’incubacié de 30 minuts.
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Figura 4.5- Receptors d’estrogens. A) Positivitat de les cel-lules tumorals, i de

les cel-lules luminals d’un ducte mamari (fletxes), 40X. B) Negativitat per

receptors d’estrogens en un tumor poc diferenciat, 100X.

4.4.17.2.2 Receptors de progesterona

Es un marcador nuclear que detecta si les cél-lules expressen la

proteina receptora de la progesterona, es valora com a positiu si s’expressa
com a minim en el 10% de les cel-lules.

S'utilitza el producte de la casa Novocastra clona 16ySAN27 prediluit

per la casa comercial distribuidora, amb recuperacié antigénica a pH 6 i un
temps d’incubacié de 30 minuts.

4.4.17.2.3 C-erb-B2 (Her2/neu)

Es un marcador de membrana cel-lular que permet avaluar mitjancant

tecnica immunohistoquimica I'expressioé del gen Her-2/neu (Figura 4.6), es
grada en dos grups:

- Negatiu: quan l'expressid6 és nul-la (0+) 6 molt deébil i
discontinua (1+). També es consideren negatius els casos d’expressid

intensa i quasi total (2+), que l'estudi de I'amplificacié génica sigui
negatiu per FISH.
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- Positiu: quan I'expressio és intensa i total de la membrana (3+)
0 en els casos d’expressid intensa i quasi total (2+), que I'estudi de
I'amplificacié génica resulti positiu per FISH.

S'utilitza el kit de deteccié Oracle de la casa comercial Menarini,
amb un temps d’incubacié de 15 minuts.

i ar S N s Jue B P

Figura 4.6- Estudi immunohistoquimic del c-erb-B2, 400X. A) Negatiu 0. B)
Negatiu 1+. C) Indeterminat 2+. D) Positiu 3+.

4.4.17.2.4 Citoqueratina 5/6

Es un marcador de membrana que valora I'expressié del tipus 5 i 6 de
citoqueratina, s’avalua de la forma seglent: negatiu o positiu (expressioé de
qualsevol intensitat en més del 10% de les cél-lules tumorals).

S'utilitza la clona CK 5/6.007 prediluida de la casa comercial DAKO,

amb recuperacié antigenica a pH 9 i un temps d’incubacié de 15 minuts.
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4.4.17.2.5 Citoqueratina 14

Es un marcador de membrana que valora I'expressié del tipus 14 de
citoqueratina, s’avalua de la forma seglient: negatiu o positiu (expressio de
qualsevol tipus d’intensitat en més del 10% de les cél-lules tumorals).

S'utilitza la clona LLO02 prediluida de la casa comercial Novocastra,
amb recuperacid antigénica a pH 6 i un temps d’incubacié de 15 minuts.

4.4.17.2.6 Citoqueratina 34BE12

Es un marcador de membrana que valora 'expressi6 del tipus 34BE12
de citoqueratina, una citoqueratina d’alt pes molecular, s’avalua de la forma
seglent: negatiu o positiu (si s’expressa amb qualsevol intensitat en més del
10% de les cel-lules tumorals) (Fig 4.7).

S'utilitza la clona 34BE12 prediluida de la casa comercial Novocastra,

amb recuperacié antigénica a pH 6 i un temps d’incubacié de 15 minuts.
4.4.17.2.7 EGFR (HER1)

Es un marcador de membrana que valora I'expressié dels receptors
dels factors de creixement epitelial I, s’avalua en dos grups: negatiu o positiu
(quan I'expressio de qualsevol tipus és superior en el 20% de les cél-lules

tumorals).

S'utilitza la clona EGFR.25 prediluida de la casa Novocastra, amb
recuperacidé antigénica a pH 9 i un temps d’incubacié de 15 minuts.

4.4.17.2.8 c-kit (CD117)

Es un marcador de membrana cel-lular i citoplasmatic, s’avalua de la
manera seglent: negatiu o positiu (qualsevol tipus de positivitat en més del
10% de les cél-lules tumorals).
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S'utilitza I'anticos prediluit de la casa comercial Biocare Medical, amb
recuperacié antigénica a pH 9 i un temps d’incubacié de 30 minuts.

4.4.17.2.9 Receptors d’androgens

Es un marcador nuclear que marca la preséncia de receptors
d’androgens, s’avalua per percentatge de ceél-lules tumorals que I'expressen,
considerant-se positiu quan I'expressio es dona en el 10% o més dels nuclis

de les cél-lules tumorals.

S'utilitza la clona F39.4.1 de la casa comercial Biogenex, amb

recuperacié antigénica a pH 9 i un temps d’incubacié de 40 minuts.
4.4.17.2.10 p16

Es un marcador nuclear i citoplasmatic, no s’interpreten com a positives
les cel-lules que només tenen positivitat citoplasmatica, es considera positiu
quan I'expressio es déna en el 10% o més dels nuclis de les cél-lules

tumorals.

S'utilitza la clona JC8 prediluit, de la casa comercial Biocare Medical,

amb recuperaci6é antigénica a pH 9 i un temps d’incubacié de 15 minuts.
4.4.17.2.11 p53

Es valora la positivitat nuclear de les ceél-lules tumorals fent un
recompte de 200 ceél-lules i expressant-ne el resultat en percentatge, es
cosidera positiu si s’expressa en més del 10% de les cel-lules tumorals (amb

qualsevol intensitat), i negatiu si I'expressio és del 10% o menys (Fig 4.7).

S'utilitza la clona DO-7 prediluida de la casa comercial Novocastra,

amb recuperaci6 antigénica a pH 6 i un temps d’incubacié de 15 minuts.
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4.4.17.2.12 ki-67 (index de proliferacié cel-lular)

Es un marcador nuclear que és positiu en totes les cél-lules que no es
troben en fase GO del cicle cel-lular, s’avalua fent el recompte de 200
ceél-lules, expressant-se el resultat en percentatge. S’ha realitzat una
valoracio per agrupacié de percentatges, grup 1 del 0 al 10% de positivitat
cel-lular i grup 2 més del 10%.

S'utilitza la clona MM1 prediluida de la casa comercial Novocastra, amb
recuperacié antigenica a pH9 i un temps d’incubaci6 de 15 minuts.
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Figura 4.7- Estudi immunohistoquimic: exemple de marcador de membrana
(A,B) i de marcador nuclear (C,D), 100X. A) Citoqueratines basals, s’observa la
negativitat de les cel-lules tumorals contrastant amb la positivitat de les cel-lules
basals d’un ducte mamari sense alteracions. B) Citoqueratines basals, positivitat
intensa i extensa de membrana a les cel-lules tumorals. C) p53, expressio als
nuclis de les cél-lules tumorals <10% (negatiu). D) p53, expressio als nuclis de

les cel-lules tumorals >10% (positiu).
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4.4.18 Classificacié Molecular
Es divideix en quatre grups:
4.4.18.1 Grup luminal A

S’inclouen totes les pacients en que I'estudi immunohistoquimic mostri
positivitat de les céel-lules tumorals pels receptors d’estrogens i progesterona,
independentment del resultat del c-erb-B2 i altres marcadors

immunohistoquimics.
4.4.18.2 Grup luminal B

S’inclouen totes les pacients en que I'estudi immunohistoquimic mostri
positivitat de les cél-lules tumorals pels receptors d’estrogens i negativitat
pels receptors de progesterona, independentment del resultat del c-erb-B2 i

altres marcadors immunohistoquimics.
4.4.18.3 Grup c-erb-B2

S’inclouen totes les pacients en que I'estudi immunohistoquimic mostri
negativitat de les cel-lules tumorals pels receptors d’estrogens i negativitat
pels receptors de progesterona, i positivitat per c-erb-B2 3+ o 2+ amb
confirmacié de I'amplificacié per técnica de FISH.

4.4.18.4 Triple negatiu

S’inclouen totes les pacients en que I'estudi immunohistoquimic mostri
negativitat de les cél-lules tumorals pels receptors d’estrogens, pels
receptors de progesterona i pel c-erb-B2.

Dins d’aquest es realitzara el subgrup de fenotip basal quan un o més
dels seguents marcadors immunohistoquimics siguin positius: la CK14, la
CK5/6 o el EGFR.
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4.4.19 Noves propostes de classificaciéo molecular

Ens proposem comprovar si algunes modificacions en la classificacio
molecular poden donar-li un millor valor pronostic i col-laborar en el

tractament de la pacient.
Les propostes sén:

1) Agrupar els grups luminal A i B en un sol grup de luminals.
2) Dividir els triples negatius en basals i no basals. Considerant basals
aquells que expressin Citoqueratina 5/6, Citoqueratina 14 i/o EGFR.

4.4.20 Estudi estadistic

Per realitzar I'estudi estadistic s'utilitza el paquet estadistic SPSS
versio 15.

Primer de tot es realitza un estudi descriptiu de totes les variables,
tant de les dades cliniques-personals, com de les histologiques i les
obtingudes en l'estudi immunohistoquimic. Les variables categoriques
expressem els resultats mitjangant freqiéncies absolutes (N) i relatives
(%). A les variables continues es calcula la mitjana i desviacio, quan la
variable presenta una distribucié normal, i la mitjana i els percentils 25 i
75, quan la variable no sigui normal o bé sigui un score. El Kolmogorov-

Smirnov test sera emprat per a testar la normalitat.

Després es realitza un estudi univariant per a comparar totes les
variables amb les variables d’interées (éxitus i recidiva), seguint la

metodologia seglent:

Per a determinar diferéencies a nivell de mitjana entre 2 grups,
s’aplicara un t-test quan la mostra sigui normal, i una prova de Mann-
Whitney quan la mostra sigui no parameétrica. Quan es vulguin comparar 3
o més grups, s’empraran I'ANOVA i la prova de Kruskal-Wallis,

respectivament.
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L’associacio entre variables categoriques es realitza amb la prova de
Xi-quadrat. Per avaluar I'associacio entre les dues variables es calculara
I’Odds Ratio (OR) i el seu interval de confianca (IC) al 95%.

La supervivencia i el temps de recidiva s’expressen mitjancant les

seves mitjanes i es representen amb les corbes Kaplan-Meier.

En I'analisi multivariant s’empra la regressié de Cox, i s’inclouen als
models les variables estadisticament significatives de I'analisi univariant.
Per analitzar la magnitud de I'associacié entre les variables considerades
com probables predictores, expressant-se els resultats amb OR utilitzant
un IC del 95 %.

Totes les proves estadistiques corresponen a probes bilaterals,
fixant-se el nivell de significacié estadistica en menys del 0’05 (p<0’05).
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5.1 ANALISI ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Es realitza I'analisi descriptiva de totes les variables estudiades tant de
les dades cliniques, com de les caracteristiques histologiques i dels resultats

dels estudis immunohistoquimics.

En l'estudi s’han inclos un total de 311 pacients que presenten una
mitjana d’edat de 58’21 anys, amb una mediana de 57 i una desviacié tipica
de 14,082.

D’aquestes, 81 pacients va patir una recidiva de la malaltia (Figura 5.1)
i d’aquestes 21 van patir una segona recidiva, i 5 d’aquestes van presentar
una tercera recidiva. A la taula 5.1 podem observar en quin estat es troben
les pacients actualment, destacant un 15’43% de mortalitat (Figura 5.2) en
relaci6 a la neoplasia i un 67'52% de pacients vives sense signes de

malaltia.

Estat de la pacient al final del temps de seguiment {2010}

Vives lliures de malaltia 210 {67'52%)
Vives amb malaltia activa 16 {5'14%)
Exitus per la neoplasia 48 {15'43%)
Exitus per altres motius 33 {10°62%)
Seguiment perdut 4 (1°29%)

Supervivéncia acumulada del 71'1%

FRecidiva acumuliada dai 29°3%

Taula 5.1- Estat de les pacients en el moment de finalitzar el seguiment.
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Figura 5.1- Taula de la recidiva acumulada.
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Figura 5.2- Taula de la supervivencia acumulada.
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La mitjana de temps de seguiment és de 2562’98 dies, amb una

desviacid tipica de 1240°395; i una mediana de 2409 dies. El temps lliure de

malaltia mig ha estat de 2379’14 dies i la mediana de 2165.

La mida tumoral mitja és de 2’55 cm amb una desviacio tipica d’1'86, i

una mediana de 2’10 cm. El grau histologic predominant és el 2 (46'33%)
seguit del 3 (33'33%) i el menys frequient és el 1 (20'34%). Un 43’67% de les
pacients (131) presenten ganglis metastasics en el moment de la cirurgia, 78

de les quals amb ruptura de la capsula ganglionar (Taula 5.2).

Variable Num de casos

%

Mida tumoral {(pT)

pT1 151
pT2 137
pT3 18
pT4 1

Ganglis metastasics (pN)

0 180
1a3 74
4 0 més 57

Grau histologic

Grau 1 61
Grau 2 139
Grau 3 100

4855
4405
579
032

56°33
22379
19°88

20034
46°33
3333

Taula 5.2- Distribucié de les pacients per mida tumoral, afectacié tumoral de

ganglis limfatics i grau histologic de la tumoracio.
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El 27°65% dels tumors presenten necrosi (86).

Resultats

Un 8'68% de les pacients presenten una segona neoplasia, ja sigui en

el moment del diagnostic o posteriorment en aquest (Taula 5.3).

Segona neoplasia. Localitzacions i proporcié en %.

Pell i mucoses 10 (37°37%)
Carcinoma basocel-lular 5
Carcinoma escamos 3
Fibrohistiocitoma malignhe 1
Hemangioendotelioma retiforme 1
Tracte digestiu 6 (22°22%)
Adenocarcinoma colon 3
Adenocarcinoma gastric 2
Adenoma de coélon 1
Area ginecoldgica 4 (1481%)
Adenocarcinomes endometrial 3
Adenocarcinoma ovaric 1
Hematologic 3 (11°11%)
Limfoma 2
Mieloma 1
Pulmé 2 (7'47%)
Adenocarcinoma 2
Mama 2 (7'47%)
Carcinoma mucinés 1

Carcinoma lobelar 1

Taula 5.3- Localitzacié de les segones neoplasies.
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A la Taula 5.4 podem veure les dades d’expressié dels estudis

immunohistoquimics, tant en nombre de casos positius com en percentatge.

Anticos

Casos positius

%

Receptors d'estrogens
Receptors de progesterona
C-erb-B2
Citoqueratina 14
Citoqueratina 5/6
Citoqueratina 34BE12
EGFR

C-kit

Ki-67

p16

p53

Receptors d’androgens

240

175

28

19

28

187

36

30

51

179

62

216

7717

56’27

200

6'27

993

62'96

12’12

1003

26’78

61’30

20033

74'48

Taula 5.4- Distribucié de I’expressio de les variables immunohistoquimiques.

L’expressio de receptors d’androgens es dona en 216 casos (74'48%),

sent major en el grup Her2 (82’36%), seguit de luminals A (78'86%) i B

(78'87%), i per ultim el grup de triple negatius (29°17% tan basals com no
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basals). El percentatge mig d’expressié de receptors d’androgens és de
54’04% amb una desviacio tipica de 38’29 i una mediana de 65%.

A la Taula 5.5 es representa la divisié per subtipus moleculars en

nombre de casos i en percentatge, hi ha un clar domini del grup luminal A.

Grup Ndm de casos %
Luminal A 175 56'27
Luminal B 71 22'83
Grup Her2 17 547
Triple negatius 48 1543

Taula 5.5- Distribucié dels casos segons la classificacié molecular.
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5.2 ANALISI ESTADISTICA UNIVARIANT

5.2.1 Analisi estadistica univariant respecte a la recidiva

Resultats

Destaquen com a significants alguns factors morfo-histologics (mida

tumoral,

ganglis metastasics,

grau histologic,

preséncia de necrosi

intratumoral) i alguns de l'estudi immunohistoquimic (citoqueratina 5/6 i

citoqueratina 34BE12, receptors de progesterona i d’androgens) (Taula 5.6).

Variable Significancia (p)
Edat 076
Mida 0’000
Ganglis metastasics 0’000
Grau histologic 0’002
Necrosi 0’003
Receptors d’estroégens 0’41
Receptors de progesterona 003
C-erb-B2 0’18
Citoqueratina 14 0’26
Citoqueratina 5/6 001
Citoqueratina 34BE12 0012
C-kit 0’58
EGFR 0’29
Ki-67 0'32
P16 0'43
P53 0234
Receptors d’androgens 0’007

Taula 5.6- Estudi univariant respecte a la recidiva.
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5.2.2 Analisi estadistica univariant respecte als éxitus

Destaquen com a significatius alguns factors morfo-histologics (mida
tumoral, ganglis metastasics, grau histologic i necrosi intratumoral) i alguns
parametres immunohistoquimics (receptors de progesterona i d’androgens i

citoqueratina 14) (Taula 5.7).

Variable Significancia (p)
Edat 0’31
Mida 0’000
Ganglis metastasics 0’000
Grau histologic 0’004
Necrosi 001
Receptors d’estrogens 0’051
Receptors de progesterona 001
C-erb-B2 027
Citoqueratina 14 0’036
Citoqueratina 5/6 0’091
Citoqueratina 34BE12 007
C-kit 0’331
EGFR 0’39
Ki-67 078
P16 0492
P53 0’26
Receptors d’androgens 0’001

Taula 5.7- Estudi univariant per la mortalitat.
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5.3 ANALISI ESTADISTICA MULTIVARIANT
5.3.1 Analisi estadistic multivariant per recidiva

Al realitzar I'estudi multivariant mitjancant regressioé de Cox, obtenim els

resultats expressats a la taula 5.8.

Variable o] OR 1IC95%
Ganglis metastasics 0’008 1072 1018-1’129
Grau (score)* 0’040 1167 1'007-1'352
Mida (cm)** 0’000 1'347 1’165-1'558
Necrosi 0192 1516 0'811-2'834
Receptors de progesterona 0211 0671 0'360-1'253
Citoqueratina 34BE12 0’020 0’498 0'277-0'897
Citoqueratina 5/6 0’025 2’106 1’100-4'030
Receptors d’androgens 0’029 0’993 0’987-0'999
*Per cada nimero del score que s’augmenta, I'OR augmenta en 1167
“Per cada centimetre que augmenta el tumor, 'OR augmenta en 1'347

Taula 5.8- Estudi multivariant per les variable significatives en 1’estudi

univariant per la recidiva.

De tots els parametres significatius estadisticament en [I'estudi
univariat, mantenen la significancia la mida tumoral (p 0'000), el grau
histologic (p 0'040), la preséncia de ganglis metastasics (p 0°008) i
I'expressié de CK 34BE12 (p 0°020) (Figura 5.8).
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Figura 5.3- Comportament de I’expressio de CK 34BE12 per la recidiva.

5.3.2 Analisi estadistic multivariant per éxitus

Es realitza I'estudi multivariant mitjancant regressié de Cox, resultats

expressats a la taula 5.9.

Variable o] OR 1IC95%
Ganglis metastasics 0’000 4’900 2'342-10°252
Grau (score)* a’'010 1'306 1’065-1°602
Mida (cm)** 0’014 1'266 1°050-1'527
Necrosi 0402 1404 0'635-3'101
Receptors de progesterona 0678 0’828 0'338-2'022
Citoqueratina 14 0’270 1889 0'610-5'849
Receptors d’androgens a’'015 0’449 0'236-0’853
“Per cada nimero del score que s’augmenta, I'OR augmenta en 1°306
=Per cada centimetre que augmenta el tumor, 'OR augmenta en 1'266

Taula 5.9- Estudi multivariant de les variables significativament estadistiques

en ’estudi univariant per la mortalitat.
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De tots els parametres estadisticament significatius en

Resultats

'estudi

univariat, mantenen la significancia la mida tumoral (p 0'014), el grau

histologic (p 0'010), la preséncia de ganglis metastasics (p 0°'000) (Figura

5.4) il'expressié de receptors d’androgens (p 0°015) (Figura 5.5).

Supervivéncia acumulada

LER

05 " —
. Ganglis metastasics

07 [l Ganglis no metastasics

05

T T T T
0po 50,00 100 oo 150,00 200,00

Temps (mesos exitus)

Figura 5.4- Mortalitat en funcié de ’estat dels ganglis limfatics axil-lars.

Supervivéncia acumulada

0.9

. RA positius

05—

[l RA negatius

07—

05—

T T T T
0po 5000 100,00 150,00 200 po

Temps (mesos exitus)

Figura 5.5 -

Mortalitat en funcié de I’estat dels receptors d’androgens.
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5.3.3 Analisi estadistica del nombre de ganglis limfatics
5.3.3.1 En relacio a la recidiva

S’agrupen les pacients en: sense ganglis limfatics metastasics, les que
presenten d'1 a 3 ganglis afectes i les que presenten 4 o més. El
comportament entre els diferents grups és estadisticament significatiu entre
els casos sense ganglis afectats i els que tenen 1-3 0 més de 4, entre els
grups de ganglis afectats no mostra diferéncies significatives en quant a
recidiva (Taula 5.10).

La ruptura de la capsula ganglionar és un fet significatiu en quant la
probabilitat de recidiva.

Ganglis Metastasics p RR IC{95%)
0vs 13 0’004 2'49 1'32-4'71
0 vs 4 o més 0’000 4'67 2'40-9°06
1-3 vs 4 0 mes 0082 187 0'92-3°82
Capsula integre vs trencada 0’021 2'57 1'14-5'81

Taula 5.10- Comparacié de grups de ganglis metastasics per recidiva.
5.3.3.2 En relaci6 a I’exitus

Com per la recidiva, el comportament entre els diferents grups és
estadisticament significatiu entre els casos sense ganglis afectats i els que
tenen 1-3 0 més de 4, entre els grups de ganglis afectats no mostra
diferéncies significatives en quant a mortalitat (Taula 5.11).

La ruptura de la capsula ganglionar no és un fet significatiu en quant la
probabilitat de mortalitat.
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Ganglis Metastasics p RR IC(95%)
0vs1-3 0’000 501 2'19-11'48
0vs4 omes 0’000 813 3'52-18'80
1-3vs 4 o mes 0’23 162 0'73-3'60
Capsula integre vs trencada 012 208 0'82-5'27

Taula 5.11- Comparacio de grups de ganglis metastasics per exitus.
5.3.4 Analisi estadistica del grau histologic

5.3.4.1 En relacio6 a la recidiva

Estratificant el grau histologic en ben diferenciats, moderadament
diferenciat i mal diferenciats, trobem diferencies estadisticament
significatives entre el grup de carcinomes ben diferenciats i els altres dos
grups pel que fa al risc de recidiva (Taula 5.12).

Grau histologics comparats p RR IC{95%)
Moderat diferenciat vs ben 0’038 2’47 1'03-5'96
Mal diferenciat vs ben 0’001 4’26 1'75-10°35
Mal diferenciat vs moderat 0'058 172 098-3'02

Taula 5.12- Comparacioé dels graus histologics per recidiva

5.3.4.2 En relacio a I’exitus

En quant a la mortalitat també trobem diferencies estadisticament
significatives entre el grup de carcinomes ben diferenciats i els altres dos
grups (Taula 5.13).
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Grau histologics comparats p RR IC(95%)
Moderat diferenciat vs ben 0’003 11'79 1'55-89'99
Mal diferenciat vs ben 0’001 1538 2'0-118°02
Mal diferenciat vs moderat 0'438 1'30 0'67-2'55

Taula 5.13- Comparacio dels graus histologics per exitus.
5.3.5 Analisi estadistica de la classificacio molecular
5.3.5.1 En relacio a la recidiva

Primer es comparen els grups de classificacié molecular quan aquesta
es divideix en luminal A, luminal B, grup Her2 i triple negatius (Classificacié
1) (Taula 5.14) on trobem diferencies significatives entre els grup luminal A i
el B, entre els luminal A i els triple negatius, i entre els triple negatius i els
Her2. (Figura 5.6)

Grups comparats p RR 1IC{95%)
Luminal A vs Luminal B 0042 1’88 1'02-3'46
Luminal A vs Triple negatiu 0’000 343 1'83-6'44
Luminal A vs grup Her2 0’35 049 0'11-2'24
Luminal B vs Triple negatiu 0’68 1’17 0'65-2'62
Luminal B vs grup Her2 0’074 0’26 0'05-1'24
Triple negatiu vs grup Her2 0’048 4’50 0'92-21°99

Taula 5.14- Comparacié grups de la classificacié molecular 1 per recidiva.

80



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T.

606-2012

Resultats

0,9

0a-

0,7

06—

Supervivéncia acumulada

0,5

T T T T T
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00

Temps (mesos recidiva)

T
125,00

ELEN

Her2
Luminal A
Luminal B

Triple negatiu

Figura 5.6- Grafica de recidiva per patrons moleculars del model 1.

Després es comparen els grups obtinguts de la fusioé dels luminals i la

separacio dels triple negatius en basal i no-basal (classificacié 2) (taula

5.15), on no trobem diferencies significatives entre grups (Figura 5.7).

Grups comparats p RR 1C(95%)
Luminal vs Triple negatiu basal 0180 0’583 0'27-1'28
Luminal vs Triple negatiu no basal 0'21 0'51 017-149
Luminal vs grup Her2 0197 2’034 0'68-6'10
Triple negatiu basal vs grup Her2 0’051 343 0'96-12'26
Triple negatiu no basal vs grup Her2 0'057 4'00 0'91-17'565
Triple negatiu basal vs ho basal 0’809 0’857 0'24-3'01

Taula 5.15- Comparacio grups de la classificacié molecular 2 per recidiva.
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Figura 5.7- Grafica de recidiva per patrons moleculars del model 2.

5.3.5.2 En relacio a exitus

En la comparacié de grups de la classificaci6 molecular 1 (Taula 5.16),

trobem diferencies de comportament entre els grups luminal A i B, entre els

luminal A i els triple negatius i entre els triple negatius i el grup Her2, igual

que ens trobavem a 'estudiar la recidiva. (Figura 5.8)

Grups comparats p RR 1C(95%)
Luminal A vs Luminal B 0°049 213 0'99-4'59
Luminal A vs Triple negatiu 0002 346 1'55-7'68
Luminal A vs grup Her2 0582 0’51 0’06-4'11
Luminal B vs Triple negatiu 028 1’62 0'68-3'88
Luminal B vs grup Her2 015 024 0'03-1'99
Triple negatiu vs grup Her2 0°049 6’76 0'81-56'68

Taula 5.16- Comparacioé dels grups de la classificacié molecular 1 per exitus.

82



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T.

606-2012

Resultats

1.0=

09—

05—

Her2
0,74
Luminal A

0,64 Luminal B

B RN

Triple negatius

05—

Supervivéncia acumulada

04—

T T T T T
0,00 50,00 100,00 15000 200,00

Temps (mesos exitus)

Figura 5.8- Grafica de mortalitat per patrons moleculars del model 1.

Al comparar els grups de la classificaci6 2 (Taula 5.17) trobem
diferéncies significatives entre el comportament dels luminal A i els triple
negatius basals, i entre els triple negatius basals i el grup Her2. (Figura 5.9)

Grups comparats p RR IC{95%)
Luminal vs Triple negatiu basal 0’017 0’37 0'16-0'85
Luminal vs Triple negatiu no basal 0’148 041 0'18-1'42
Luminal vs grup Her2 0’351 201 0'45-8'08
Triple negatiu basal vs grup Her2 0’028 5'50 1’07-28'20
Triple negatiu no basal vs grup Her2 0077 4’89 0'76-31'60
Triple negatiu basal vs no basal 0’869 1125 0'28-4'57

Taula 5.17- Comparacio dels grups de la classificacié molecular 2 per exitus.

83



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
CONTRIBUCIO A L'ESTUDI MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
Joan Francesc Garcia Fontgivell

DL:T.

606-2012

Resultats

0.8+

0,74

0.6—

0,54

Supervivéncia acumulada

B EN

0,00 EU‘IEID WEIE:,UEI 15E:‘EID EUDI,DEI
Temps (mesos exitus)

Her2

Luminals

No basals

Basals

Figura 5.9- Grafica de mortalitat per patrons moleculars del model 2.
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El carcinoma de mama és la neoplasia més frequient entre les dones de
totes les races, per aix0 és motiu d’estudi de molts investigadors. En els
darrers temps s’apunta cap a una classificacié genética/molecular del cancer
de mama per a poder concretar més el tractament i pronostic esperat per a
cada pacient. Aquesta classificacio es basa en l'estudi dels gens de les
cel-lules tumorals, per estudis d’ADN, o s’estudia la sobrexpressié de
proteines, per estudis d'immunohistoquimics. S’ha vist que hi ha una clara
relacié entre el genotip i el fenotip, sobretot en els subtipus especials de
cancer de mama (els tipus no ductals invasius com per exemple el
carcinoma medul-lar, carcinoma metaplastic, ...)."%°

En aquest estudi hem valorat la relacié existent entre la classificacio
molecular del cancer de mama i alguns factors més (descrits en I'apartat de
materials i metodes) amb I'index de recidiva i el temps de supervivéencia de
les pacients amb cancer de mama de tipus ductal infiltrant NOS, és a dir,
carcinoma ductal infiltrant pur, excloent els tumors mixtes que inclouen
carcinoma ductal infiltrant. S’han inclos a l'estudi tant les pacients que

presenten afectacié tumoral dels ganglis limfatics axil-lars com les que no.

Les dones de la mostra tenen una edat promig de presentacié de la
tumoracié de 5821 anys, amb una rang que oscil-la entre 26 i 91 anys. En
l'estudi de Wong et al. (2011) en dones asiatiques sense afectacié
ganglionar pel tumor presenten una mediana d’edat de presentacié menor,
49 anys, perod el rang és semblant al nostre, 26-89 anys,”® mentre que en
I'estudi italia de Rausei et al. (2010), pais de caracteristiques geografiques i
socials semblant al nostre, la mediana és més proxima (61’1 anys).'®' Com
en la majoria d’estudis no s’ha observat una relaci6 amb el subtipus
molecular tumoral ni les incidéncies de recidiva o mortalitat, encara que
autors descriuen una relacié significativa entre la preséncia de carcinomes
del tipus triple negatiu subtipus basal i 'edat de presentacié, donant-se

aquests en dones més joves.'%?
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81 dels casos presenten una recidiva loco-regional (26'04%), xifra molt
elevada en comparacié al 85% dels casos descrits per Rausei a ltalia, '

perd semblant a la presentada per Aleskandarany et al. de 21'7%.'%

La supervivéncia global acumulada en el nostre estudi és del 71°1%, si
no tenim en compte els casos de pacients mortes per motius no relacionats
amb la neoplasia la supervivéncia és de 84’57%.; tot i aixi és inferior
significativament al 96'4% descrit pels italians, pero igual a la descrita en el
registre del cancer de la provincia de Tarragona (85% als 5 anys) i a d’altres
estudis europeus, i superior a la descrites en paisos menys desenvolupats

com Tailandia (63%).10"1%4

En el moment del diagnostic la majoria de casos es troben en estadi T1
(48'55%) o T2 (44°05%), és a dir, el diametre major és inferior a 5 cm. En el
nostre estudi sembla que el percentatge de T1 (< 2cm) és menor que en
d’altres, Rausei et al. (2010) a Italia parlen d’'un 68'8% de T1 i un 26'6% de
T2,'% en I'estudi anteriorment citat de Wong et al. (2010) descriuen el 72'1%
de casos diagnosticats en T1 i el 27'55% de casos en T2,”®i Aleskandarany
et al. (2011) descriuen un 61’8% de la mostra com a T1 i un 3825% en
T2.1% Tot i la diferéncia existent entre el percentatges de tumors
diagnosticats en estadi T1 i T2 entre la nostra mostra i les d’altres estudis, el
percentatge conjunt de T1 i T2 és semblant.

En el nostre estudi la mida és un factor pronostic important tant per la
recidiva (p 0°'000) amb un augment del risc de 1’347 per cada centimetre de
diametre, i del 1'266 per la mortalitat (p 0°014). Es a dir, per una tumoracié
de 2 centimetres el risc de recidiva és de 2’7 i el de mortalitat de 2’53,
mentre que per una de tres centimetres el risc de recidiva és de 405 i el de
mortalitat de 3’79, per tant els tumors en estadi pT1 tindran un millor
pronostic que els pT2 o superiors.

L’afectacié ganglionar axil-lar és el factor pronostic independent més
important en el cancer de mama. El experts de St. Gallen han definit com
grup d’alt risc les pacients amb 4 0 més ganglis afectats i les pacients amb
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d’1 a 3 ganglis afectats amb sobrexpressi6 de HER2/neu; la resta de
pacients amb d’1 a 3 ganglis les inclouen en un grup intermedi de risc. En
estudis univariants es relaciona significativament amb I'edat de la pacient, la
mida tumoral, la presencia d’invasi6 de vasos limfatics, la invasié perineural,
la preséncia de carcinoma in situ i d’hiperplasia epitelial, amb la preséncia de
necrosi, amb I'expressié immunohistoquimica d’EGFR i amb el grup de triple-
negatius subtipus basal. Al realitzar I'estudi multivariant només es relaciona
significativament amb la invasié de vasos limfatics i/o sanguinis (OR 17°94,
p<0’001) i la positivitat per CK5/6 (OR 0’003, p 0°009). Les micrometastasis
han mostrat importancia pel que fa a la supervivéncia en alguns estudis,
mentre que la presencia de cél-lules tumorals aillades no mostra cap tipus
de relacié amb el pronostic de la pacient.'%

La preséencia de ganglis axil-lars regionals metastasics en el moment
del diagnostic és del 43'67%, mentre que en altres estudis es lleugerament
inferior (Rausei et al. (2010) 27'2%, Aleskandarany et al. (2011)
38'7%);'91% quan observem el nombre de ganglis afectats un 24'67%
presenten entre 1 i 3 ganglis afectats, i un 19% 4 o més. A l'estudiar la
relacié entre la preséncia de ganglis limfatics axil-lars metastasics i la
recidiva o la supervivéncia, el nostre estudi confirma la tendéncia descrita en
la literatura, observant un augment de la recidiva i mortalitat per cada gangli
metastasic en 1’072 i 1’076 respectivament. Al comparar els grups de
pacients per nombre de ganglis, trobem que tenir d'1 a 3 ganglis afectes
augmenta un 2’489 el risc de recidiva i un 5014 la mortalitat respecte les
pacients sense afectacié ganglionar; mentre que si tenen 4 0 més ganglis
afectes 'augment és del 4667 i 8’135 respectivament. Quan comparem el
grup de 4 o més ganglis afectats amb el grup d’1 a 3, no mostren
significancia estadistica en quant a recidiva (p 0°082) ni mortalitat (p 0°'23).
Per tant queda demostrat que la preséncia de ganglis limfatics axil-lars
regionals metastasics aporta un pitjor prondstic en quan a recidiva i mortalitat
per la pacient, i no tan sols aixo, sind que el nombre de ganglis limfatics
afectats és important, amb cada gangli afectat augmenta el risc de recidiva i
mortalitat. Quan agrupem les pacients amb ganglis metastasics en dos
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subgrups, utilitzant com a punt de tall 3 ganglis afectats (com es descriu en
la literatura), trobem que el grup de 4 6 més ganglis afectats presenten pitjor
pronostic que les pacients amb 3 o menys ganglis afectes, pero els resultats

no son estadisticament significatius.

De les pacients amb ganglis afectats quelcom més de la meitat
(57'25%) presenten ruptura de la capsula ganglionar, factor de mal prondstic
classic en la majoria de tipus tumorals de tot 'organisme. En el nostre estudi
la ruptura de la capsula ganglionar en els ganglis metastasics es mostra
significativa (p 0'021) pel que fa referéncia a la recidiva augmentant-ne el
risc en un 2'571; mentre que no es mostra significativa en quan la
supervivencia (p 0’118). Per tant podem dir que la ruptura de la capsula
ganglionar té un paper important per predir la recidiva perd no en quan la

supervivéncia de la pacient.

Podem pensar que el fet de tenir un menor nombre de pacients
diagnosticades amb tumors en estadi T1 (< 2cm), un major nombre de casos
amb afectacié ganglionar axil-lar i un major nombre de recidives loco-
regionals, significa que el diagnostic en la poblacié6 és més tarda que en
aquests indrets, ja que la geografia i els costums s6n semblants. Aquest fet,
probablement, és degut a que la majoria de casos estudiats s6n de I'epoca
quan encara no estava implementat el control-screening poblacional al
nostre pais, mentre que en d’altres paisos de nivells similar ja ho estava; a

més a més, s’ha demostrat en diversos estudis'®"®

que la mida tumoral és
un factor pronostic independent; és a dir, a major mida pitjor pronostic.
Aquest dos motius poden ser la causa d’aquestes variacions, també pot
influir el fet d’estudiar només els carcinomes ductals infiltrants NOS, ja que
es descarten tumors menys agressius que farien augmentar tant el

percentatge de tumors en estadi T1 com el percentatge de supervivéncia.

Pel que fa al grau histologic la majoria de casos son grau 2, seguits
dels grau 3 i els grau 1 en aquest ordre, com en la majoria d’estudis, encara
que les series varien bastant degut a els diferents sistemes de gradacié, les
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diferéncies entres les cohorts estudiades i els diferents tipus de preservacio
de les mostres.' En estudis recents basats en I'expressié génica s’observa
que dins el grup de carcinomes grau histologic 1 el patré6 d’expressié és
comu, el mateix passa entre els tumors de grau histologic 3; mentre que el
grau histologic 2 no mostren una expressié comu i es poden dividir en dos
grups, un de comportament similar als tumors de grau 1 i un similar als
tumors de grau 3, |utilitzant el ki-67 o altres marcadors

immunohistoquimics.'%”:1%

Rausei et al. (2010) en l'analisi multivariant I'inic factor predictor
independent de recidiva loco-regional és el grau histologic, inclus
independent de I'expressio d’estrogens, i pel que fa a la supervivéncia
global, a part del grau histologic també apareixen com a factors predictors
independents l'estat dels ganglis limfatics i dels receptors de
progesterona.’ En el nostre estudi amb I'augment de I'score del grau
histoldgic augmenta la probabilitat de recidiva de la malaltia, per cada punt
d’score la probabilitat augmenta en 1’162, mentre que no mostra significanga
pronostica per la supervivencia. Quan comparem per grups (ben,
moderadament i mal diferenciat) trobem que els tumors ben diferenciats
tenen menor risc de recidiva que els moderadament diferenciats (risc
augmentat en 2’475 p 0’038) i que els mal diferenciats (risc augmentat en
4’259 p 0°001). Els mal diferenciats també tenen un risc major de recidiva
que els moderadament diferenciats encara que no és significatiu
estadisticament (OR 1’721 p0’058), pero si s’observa una tendéncia.-Pel que
fa a la supervivéncia, els ben diferenciats segueixen sent els de millor
pronostic tan si comparem amb els moderadament diferenciats (risc 11’794 p
0’'003), com comparant amb els mal diferenciats (risc 15’380 p 0°001). No
trobem diferéncies significatives entre els moderadament i els mal
diferenciats (p 0’438).

Resumint, el grau histoldgic és un factor pronostic important com ja fa
temps esta descrit a la literatura, tant pels grups de classificacié d’Elson i
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Ellis, com pel propi nombre d’score, €s a dir, dins del mateix grau a menor

score millor pronostic.

La necrosi en la zona de tumor infiltrant, sobretot quan és extensa, es
correlaciona amb un major grau histologic, un major nombre de ganglis
metastasics, un periode de recidiva menor (p 0°'007) i una disminuci6 de la
supervivencia (p 0’003), una vegada passats dos anys sense presentar
recidiva, la preséncia o no de necrosi és irrellevant pel pronostic.'%'1? La
preséncia de necrosis central en el tumor s’ha vist que esta associat a
subtipus de tumors de pitjor pronostic en graus 1-2 (OR 2’5, IC95% 1'4-4’3)
perd no en grau 3 (OR 1’1, IC95% 0’7-1'8), i també és un factor de mal
pronostic independent pel que fa a la supervivencia. També serveix per
identificar grups bioldgics (triple negatius sobretot el subtipus basal), aquest
fet déna un factor prondstic negatiu a la presencia de necrosi en 'estudi
histologic.'"'2 Un estudi demostra que la preséncia de necrosis tumoral és
un factor predictor de resposta completa a la quimioterapia neoadjuvant amb
docetaxel i doxorubicina. El valor predictiu positiu €s baix perd el valor
predictiu negatiu és alt, amb aixd pot tenir certa utilitat clinica per realitzar
una neoadjuvancia diferent en els pacients sense necrosis en la core-biopsia

o fer un tractament primari quirtrgic.'"®

En el nostre estudi la necrosi és dona en el 27'65% dels casos, quasi
tots ells del subtipus molecular triple negatiu. En l'estudi univariant la
preséncia de necrosi té un valor significatiu en quant a la recidiva de la
tumoracié, augmentant-ne el risc en poc més que el doble (p 0°003, OR
2'270), com en la mortalitat (p 0°010 OR 2'306). Al realitzar I'estudi
multivariant, ambdues deixen de tenir significacié (recidiva p 0’192,
supervivencia p 0'402), aquest fet pot ser degut a l'associacié entre la
necrosi i els tumors d’alt grau (grau 3) i el subtipus molecular triple negatiu,
sent el factor pronostic independent el grau histologic, i la necrosi una mera

associacio a aquests tumors de més alt grau.
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El risc de desenvolupar un segon tumor primari en pacients
diagnosticats de cancer s’ha doblat en els darrers vint anys, entre els motius
destaquen la millora de les proves de screening i l'augment de la
supervivencia dels pacients amb cancer. Independentment del tumors que
poden apareixer per atzar, en els cancers de mama, trobem que tant I's de
la quimioterapia, com de la radioterapia, com del tamoxife fa augmentar el
risc d’aparici6 de nous cancers, ja siguin tumors hematologics per la
quimioterapia, carcinomes de pulmoé i tumors vascular per la radioterapia, o
d’uter per 'hormonoterapia. Tot i aixd és major el benefici de les proves
diagnostiques i del tractament que el risc que tenen de provocar una segona
neoplasia. 114113116117 En o] nostra mostra 8'68% de les pacients presenten
una segona neoplasia, hi ha estudis que descriuen que el 1’14% de tots els
pacients amb un tumor primari, de qualsevol origen, acabaran desenvolupant
un segon tumor primari al mateix 6rgan o en un altre.'*® Aquesta diferéncia
entre els nostres resultats i els generals es podria explicar principalment per
dos motius: un d’ells és el fet de que valoren tots els tipus tumorals de tots
els organs en un sol grup, i hi ha tumors molt agressius que no permeten
I'aparici6 d’un nou tumor, i l'altre fet és l'elevada supervivéncia de les
pacients amb cancer de mama, comparant amb altres tumors, també fa que

augmenti la probabilitat d’aparicié d’un nou cancer.

L’expressio d’estrogens és present en el 77'17% dels casos, aquestes
dades es mouen en el rang d’altres estudis de caracteristiques similars que
parlen des del 62'8% fins al 85%. Passa el mateix amb els receptors de

progesterona (56'27%), el rang es mou entre el 56’'1% i el 76'9%.7%101:103

En l'estudi univariant I'expressi6 de receptors d’estrdogens no té
significacié pronostica ni en quant a recidiva tumoral ni per la supervivencia,
per aquesta ultima la p és de 0’051, encara que no significativa si mostra una
tendencia cap a un efecte protector en quan el risc d’éxitus de 0’511, com es
descriu a la majoria d’estudis, seria d’esperar que si la mostra fos més gran,
aquesta tendéncia que apunta cap un efecte protector agafés significanca
estadistica ja que el valor de p és molt proper a 0’05. Probablement aquest
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efecte protector es veu augmentat per I'is de medicaments antiestrogénics
que utilitzen aquests receptors com diana terapéutica, aconseguint que la
tumoracié respongui millor que en pacients en que no es pot usar aquests

farmacs.

Pel que fa a I'expressié dels receptors de progesterona si que mostren
un efecte protector tant pel que fa a la recidiva (OR 0’569 p 0°030) com per la
supervivencia (OR 0434, p 0°'010), com es demostra en molts estudis
anteriors, fins i tot algun article apunta a que I'expressié de receptors de
progesterona en tumors amb receptors d’estrogens positius millora la
supervivéncia de les pacients que reben terapia antiestrogénica.'’” En
'estudi multivariant els receptors de progesterona perden la significanca
pronostica de l'univariant tant pel que fa referéncia a la recidiva (p 0'211)
com per la supervivencia (p 0°'678), i els receptors d’estrogens son clarament
no significatius (p 0’428 i p 0’812, respectivament).

Un 9% dels tumors expressen c-erb-B2 de forma continua i intensa (3+)
o es confirma I'amplificacié del gen per estudi FISH, aquest percentatge és
proper al de la majoria d’estudis revisats.”>1%":193:1% E5 descriu a la literatura
que les pacients amb sobrexpressié d’HER2 tenen una menor supervivéncia
amb el doble de mortalitat que les dones sense sobrexpressid, sent el segon
factor independent prondstic més important després de I'estat dels ganglis
axilars.'® En el nostre estudi I'expressié de c-erb-B2 positiva (3 creus en
'estudi immunohistoquimic o FISH ampilificat) no mostra una significanca
pronostica ni en quant a recidiva (p 0’18) ni per la supervivencia (p 0°27),
probablement per la baixa quantitat de casos que conformen la mostra amb

aguestes caracteristiques.

Pel que fa a I'expressioé de les citoqueratines basals (5/6,14, 34BE12)
Jumppanen et al. (2007) comenten que no queda clar si és un factor
pronostic independent o no, van realitzar un estudi excloent els tumors amb
receptors d’estrogens positius perque aquesta positivitat i el tractament
d’aquests (diferent als receptors d’estrogens negatius) podien ser factors
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confusors, van demostrar que entre els tumors negatius per als receptors
d’estrogens l'expressié de citoqueratines basals no és un factor pronostic
independent, I'inica diferencia trobada és una major tendéncia a la recidiva
durant el primer any dels tumors subtipus basal, que amb el temps tendeix a
igualar-se amb els tumors del grup no-basal.'*® Rahka et al. (2010) en el seu
estudi només troben que I'expressié de CK5/6 i de CK14 és util per establir
el grup de carcinomes de tipus basal,'® mentre que Thike et al. (2010)
asseguren que amb l'estudi de la CK14, EGFR i CK34BE12 pot classificar
correctament un 84% dels casos de carcinoma basal.'%?

A l'estudiar I'expressidé de les citoqueratines basals en la nostra
poblacié trobem que la Citoqueratina 14 s’expressa en el 6'27% dels casos,
la CK 5/6 en el 9°93% dels casos i la CK 34BE12 en el 62'96%. L’estudi
univariant per la recidiva no mostra significanca pronostica de la CK 14 (p
0°'261); pero si mostra un efecte pronostic negatiu la CK 5/6 (p 0°'010 OR
2'773), i en efecte pronostic positiu per la CK 34BE12 (p 0°012 OR 0'439);
qgue es confirmen en I'estudi estadistic multivariant, mostrant el doble de risc
de recidiva les pacients que expressen CK 5/6 ( p 0025 OR 2'106), mentre
que l'expressié de CK 34BE12 mostra un efecte protector (p 0°015 OR
0°'490). Pel que fa referencia a la mortalitat I'estudi univariant mostra
significanca pronostica de I'expressié de CK 14 (p 0'036 OR 2°951), mentre
que la CK 5/6 (p 0°091) i la CK 34BE12 (p 0°736) no en tenen; perd en
I'estudi multivariant també es perd la significanga de la expressié de CK14 (p
0°270).

Resumint tenim que I'expressié de CK 5/6 indica mal prondstic pel que
fa a la recidiva i la CK14 mostra pitjor pronostic en quan a supervivéncia en
I'estudi univariant, pero perd la significancia en el multivariant; mentre que
'expressié de CK 34BE12 mostra un efecte protector en quan a la recidiva
tumoral, Mehta et al. (2010) descriuen que els tumors triple negatius que
expressen CK 34BE12 tenen millor comportament en quan al temps lliure de

malaltia i en quan a la supervivéncia de la pacient.'®
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Pel que fa a 'EGFR en la nostra poblacié s’expressa en un 12'12%
dels casos, i no mostra una significanca pronostica pel que fa a recidiva (p
0’395) ni mortalitat (p 0°464), alguns article descriu que dins del grup triple
negatiu basal, el fet de expressar EGFR no té significanca pronostica per si

mateix. %2

El c-kit s’expressa entre el 84 i el 90% de lesions benignes, a les
cel-lules mioepitelials. En el carcinoma ductal in situ I'expressio baixa fins al
43%, i segueix baixant fins al 20-36% en els carcinomes infiltrants. Tot i que
en els tumors d’alt grau I'expressié és menor, es detecta en el 82% dels
cancers mamaris amb metastasis.'?"'?? També s’associa I'expressio de c-kit
al subtipus basal del carcinoma triple negatiu, en aquest subgrup, el fet
d’expressar c-kit s’acompanya d’una disminucié de la supervivéncia.'® En el
nostre estudi, el c-kit, s’expressa en el 10'04% dels casos, no sent
significativa la seva expressié en quant a la recidiva (p 0'842) ni per a la
supervivéncia (p 0°583).

El paper del ki67 no esta molt clar ja que és una técnica de dificil
estandarditzacio, realitzacio i valoracid, i els estudis existents parteixen des
de diferents punts de tall a I'hora de formar grups d’expressio per
immunohistoquimica. També s’ha observat que la preséncia de major
expressio de ki67 es relaciona amb I'abséncia de receptors d’estrogens i la
sobrexpressié de HER2/neu, amb aixd també es planteja si el punt de tall del
ki67 ha de ser el mateix en tots els subtipus tumorals.'® A Ia literatura cada
autor proposa un punt de tall diferent per a I'estudi, molts proposen un 10%
d’altres majors i d’altres menors, per exemple Rausei et al. (2010) proposen
com punt de tall 'expressié en el 20% de les cél-lules tumorals obtenint un
49'9% dels casos per sota i un 50°1% per sobre, per contra Aleskandarany et
al. (2011) agafen el 10% com a punt de tall i troben resultats semblants, el
49'8% per sota i el 50°2% per sobre; diferenciant pel grau histoldgic mostra
que en els tumors de grau histologic 1 el 85'5% estan per sota del 10%,

mentre que en els grau 2 és un 49'8% i en els grau 3 només un 10'6%.10"+1%3
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Nosaltres en I'estudi de I'expressid de ki67 hem agafat com punt de tall
el 10%; trobant el 84% dels casos en el grup de <10% i la resta per sobre, al
comparar aquest dos grups no hi hem trobat significanca pronostica ni per la
recidiva (p 0’321) ni per la mortalitat (p 0’329). En la literatura, I'expressioé de
ki67 només s’ha mostrat prondstic en els casos estudiats post-tractament
hormonal, en aquests esta associat amb la recidiva, a major expressioé de
ki67 menor és el temps lliure de malaltia, mentre que l'elevada expressid
abans del tractament no té una relacié significativa.'®* També en un altre
estudi post tractament quimioterapic, el ki-67, va ser I'inic factor pronostic
independent pel temps lliure de malaltia, mentre que els receptors
d’estrogens, els receptors de progesterona, I'expressié d° HER2, I'estadi

clinic i la histologia no ho foren.'?

La mutacié de p16 s’ha estudiat en molts cancers, veient una certa
relaci6 amb la preséncia del virus del papil-loma huma (VPH), sobretot en
cancer d’aparell reproductor femeni. En el cancer de mama no esta molt clar
el paper de la p16 i de moment no s’ha constatat influencia del VPH, s’ha
descrit que la mutacié de p16 és més freqlent en tumors de tipus triple
negatiu, aixd suposaria que la p16 s’associa a un pitjor pronostic, perd més
que I'expressié de p16 en si és I'associaciéo amb I'expressié de citoqueratines
basals la que dbéna un pitjor pronostic a les pacients amb tumors triple
negatius.'® En la nostra mostra s’expressa en la meitat dels casos, sense

significanca pronostica (recidiva p 0°997; supervivéncia p 0'990).

Esta descrit que la sobrexpressié de p53 en les cél-lules tumorals
s’associa a una mutacié del gen i un comportament més agressiu de la
tumoracié; també, s’ha descrit com a factor independent de pronostic
desfavorable, encara que aquest fet en el cancer de mama esta discutit. En
la literatura es descriu que entre un 26 i un 54% dels casos de cancer de
mama tenen una expressié de p53 en el 10% o més de les cél-lules,
associant-se amb un alt grau histologic i nuclear. També s’ha trobat relacio
amb la necrosi tumoral en els carcinomes intraductals, i amb la negativitat

per als receptors d’estrogens i progesterona, per contra no s’ha associat
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amb la mida tumoral.'"'?® Alguns estudis mostren que I'acumulacié de p53
per immunohistoquimica és un factor pronostic en els cancers de mama
sense afectacié ganglionar, sobretot en alguns subtipus com el luminal A i
els triple negatius.'®” En la nostra mostra 'expressié de p53 (> 10% de les
cel-lules) la trobem en poc més del 20% dels casos (20'33%); perd no té
significanca pronostica ni per la recidiva (p 0°234) ni per la supervivéncia (p
0’430).

L’expressid de receptors d’androgens (RA) en el cancer de mama és
frequent es ddna en el 60-85% dels casos i en el 53'2% dels tumors amb
receptors d’estrogens i progesterona negatius, perod el seu rol en l'etiogenia i
I'evolucié d’aquest cancer esta poc estudiada. Alguns estudis afirmen que
I'expressioé de receptors d’androgens esta relacionada significativament amb
la de receptors d’estrogens (p<0’001) i progesterona (p=0'035).'%"1?8 E|s
tumors amb RA positius tenen una mida més petita, un menor grau
histoldgic, un estadiatge més baix, més freqlientment els ganglis axil-lars no
es troben afectats per la tumoracié comparant amb els tumors amb receptors

d’andrdgens negatius.'®

L’evidéncia suggereix que els receptors
d’androgens i els receptors d’estrogens tenen efectes adversos, recolzant
que els receptors dandrogens tenen un paper protector en el
desenvolupament del cancer de mama, com s’ha demostrat en alguns
estudis, sobretot en tumors receptors d’estrogens positius. **® La majoria de
tumors receptors d’estrogens positius mostren expressié de receptors
d’androgens, encara que també s’expressen en el grup HER2 i triple negatiu
en menor freqiéncia, 'expressiéo més alta és en luminals A (83-88%), seguits
de luminal B (65-75%), HER-2 (54-56%), triple negatius (72%), basals (31-
39%); i en aquestos basals, que expressen en menor percentatge els
receptors d’androgens que els triple negatius en general, s’observa pitjor

prondstic. 2812
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En la nostra mostra hem vist que I'expressié de receptors d’androgens
és un factor protector pel que fa a la supervivéncia (p 0°001, OR 0°’310) i a la
recidiva (p 0°007, OR 0'460). S’expressen en el 71’38% del total, per
subgrups I'expressio és d’'un 78'86% en els tumors luminals A, un 78'87% en
els luminal B, un 82’36% en els Her2 i un 29'17% en els triple negatius (tant
dels basals com dels no-basals). En la nostra mostra trobem un augment de
I'expressio en el grup Her2 respecte els estudis de la literatura aixi com una
menor expressio en els grups triple negatius, aquest fet podria ser degut a
'escassa mostra de tumors Her2, també podria explicar el comportament
relativament bo que trobem en la nostre serie d’aquest grups de tumors.

També, s’ha observat que els tumors amb major expressio de RA
responen millor a la quimioterapia amb 5-fluorascil i metotrexat,'?® fins i tot
s’ha vist en estudis recents que I'utilitzacié d’antiandrogens frena I'evolucio
dels tumors amb receptors d’estrogens i progesterona negatius i receptors
d’andrdgens positius.'?

Quan estudiem els subgrups moleculars (luminal A, luminal B, grup
Her2, triple negatius) trobem que el grup luminal B té un 1’877 més de risc
de recidiva que el luminal A (p 0°042) i un 2’132 més de risc de mortalitat (p
0’049), aquest fet esta descrit en la literatura, tant com a subgrups
moleculars com per la preséncia de receptors de progesterona positius. El
grup triple negatiu mostra un 3’431 més risc de recidiva que els luminal A (p
0’000) i un 4’5 més que el grup Her2, aquest ultim fet no esta descrit a la
literatura, en aquesta tenen ambdds (triple negatius i grup Her2) un mal
pronostic  similar,"™® probablement I'escassa mostra del grup Her2
emmascara el resultat del nostre estudi. També mostra major risc de
mortalitat, un 3’456 més que els luminals A (p 0°002) i un 6’759 més que els
Her2 (p 0'049).

El grup luminal A és el que presenta millor prondstic tan pel temps lliure
de malaltia com per la supervivencia, en l'altre extrem trobem el grup triple

negatiu. Els luminal B tenen un pronodstic entremig, mentre que el grup Her2
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es descriu de mal pronostic perd en el nostre estudi té un pronostic semblant
als luminal A, segurament degut a I'escassa mostra que conforma aquest
grup que no permet una correcta valoracié estadistica. Alguns estudis
descriuen que els luminals B o els tumors receptors d’estrogens negatiius
tenen en els primers anys pitjor pronostic que els luminal A, perd que amb el
temps tendeixen a unir-se les corbes fins igualar-se aproximadament als 8-
10 anys."®'3 Da Silva et al. (2007) afirmen que totes les recidives de
carcinoma basal es donen en els primers 5 anys, per aixd sembla tenir pitjor
pronostic i si no recidiva en aquests primers 5 anys el pronostic és
relativament b6."' En el nostre estudi s’observa aquesta mortalitat inicial
més elevada en els tumors que no expressen receptors d’estrogens, perd no
tendeixen a igualar-se amb els anys, les corbes de supervivéncia segueixen

un trajecte paral-lel en el temps (Figura 5.8).

També s’han descrit un augment del nombre de metastasis en dones
amb tumors triple-negatius, sobretot de tipus basal,'® Luck et al descriuen
que els principals llocs de metastasi dels carcinomes de subtipus basal sén
el pulmé (52%, mentre que els altres tipus 23%) i cervell (18%, els altres

20&).131,132

Pel que fa referencia a la classificaci6 molecular 2 (agrupem els
luminals A i B en un grup, separem els triple negatius en basals i no-basals),
no trobem diferéncies significatives entre cap dels grups pel que fa a la
recidiva. Des del punt de vista de la supervivencia s’observa una major
mortalitat pels basals en comparacié als luminals (risc 2’734 p 0°017) i també
si comparem amb el grup Her 2 (risc 5’5 p 0°'028), en canvi els no-basals no
presenten diferéncies significatives versus els luminals (p 0'148) ni versus el
grup Her2 (p 0'077), entre els dos grups de triple negatius no hi ha
diferéencies significatives (p 0'869).

Resumint, el subgrup basal dels triple negatius és el que té pitjor
pronostic almenys pel que fa a la supervivéncia al comparar-lo amb el grup
de luminals. Al subdividir el grup de triple negatius en basals i no-basals, la
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mostra de cada grup disminueix molt i, a I'igual que el grup Her2, pot ser
que sigui insuficient perqué al realitzar I'estudi estadistic apareguin
diferencies significatives. Fadare et al. (2007) descriuen que quan la
determinacié del subtipus basal es realitza per estudis genétics, si que
mostren un pitjor prondstic, mentre que si la classificacié es realitza per
estudis immunohistoquimics el grup format és més heterogeni i de vegades

no queda clar el pitjor pronostic.'®

Podem arribar a la conclusid, si obviem el grup Her2 pels problemes ja
citats, que el grup luminal A seria el que tindria millor pronostic tant per
temps lliures de malaltia com per supervivéncia, mentre que el subtipus
basal dels triple negatius seria el que tindria pitjor pronostic per a tot.'°
Recomanem utilitzar la classificacié molecular que dividiria els tumors en els
grups luminal A, luminal B, grup Her2, triple negatius basals i triple negatius
no basals; ja que dins dels luminals el subgrup A i B presenten diferéncies
significatives entre ells, i dins dels triple negatius, tot i que estadisticament la
diferéncia entre basals i no-basals no és significativa, els basals mostren un

pitjor pronodstic quan comparem amb els subtipus luminal.
Limitacions de I'’estudi

A lincloure només el carcinoma ductal pur fa que en l'estudi de la
classificacié6 molecular ens apareguin desavinences amb d’altres estudis, ja
que la majoria de carcinomes lobel-lars son del grup luminal A, i també
deixem de banda alguns carcinomes metaplastics o medul-lars que serien
del grup triple negatiu, alguns d’ells de subtipus basal. Aquest fet pot fer
desapareixer alguna diferéncia estadisticament significativa en d’altres
estudis que no discriminen per patr6 histologic, per exemple els carcinomes

ductals pur representen només un 80% dels tumors basals.'®*

A I'hora de classificar els tumors basals per immunohistoquimica tenim
dos problemes principals: un és la complexitat de la realitzacié de I'estudi
amb CK 5/6, i l'altre és I'heterogeneitat d’expressié de les citoqueratines
basals. En un estudi s’ha vist que només un ter¢c dels carcinomes de
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subtipus basals expressen citoqueratines en més del 50% de les céel-lules
tumorals,'®® fet que provoca una mala classificacié d’alguns tumors basals si
no esta representada la zona d’expressié en la mostra estudiada; sobretot
aquest fet afecta als estudis realitzats amb tissue-microarrays.'3¢

L’estudi retrospectiu dels deu anys fa que algunes pacients, les més
recents, tinguin menor temps de seguiment que d’altres, podent ser
infraestimada I'aparicié d’alguna recidiva.

El fet de tenir pocs casos en el grup c-erb-B2 (Her2) fer que la mostra
estudiada sigui insuficient per tenir uns resultats estadisticament significatius
pel que fa a supervivéncia i recidiva al valorar els grups de la classificacié
molecular.
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1.- Tal i com apareix a la literatura I'afectacié dels ganglis axil-lars és el
factor pronostic més important tant pel que fa a la recidiva com a la
supervivencia. Amb laugment del nombre de ganglis limfatics afectats
augmenta proporcionalment el risc de recidiva i mortalitat. La ruptura de la
capsula ganglionar augmenta el risc de recidiva, perd no el de mortalitat.

2.- Confirmem també, com es descriu a la literatura, que la mida
tumoral és el segon factor pronostic en quant a recidiva i mortalitat.

3.- El grau histologic és un altre factor pronostic descrit a la literatura.
Reafirmem aquesta punt i observem que mesura que augmenta el grau,
inclis I'score, augmenta el risc de recidiva i la mortalitat. Per tant la
classificaci6 d’Elston i Ellis és de gran utilitat ja sigui amb els grups
(ben/moderada/mal diferenciat) com en la puntuacié obtinguda a I'score (3-
9).

4.- Al realitzar I'estudi univariant la necrosi es mostra com a factor de
mal prondstic, perd al realitzar el multivariant perd la significanca. Aixo pot
ser degut a que la necrosi s’associa als tumors de més alt grau histologic,
sobretot al subgrup triple negatiu. Podem arribar a la conclusié que no és la
necrosi la que aporta mal pronostic sind l'alt grau tumoral, sent la necrosi

una mera associacio a aquests tipus de tumors.

5.- La presencia de receptors d’androgens sén un factor de bon
pronostic tant pel que fa a la recidiva com a la supervivéencia. Aquest punt
obre un nou camp tant en l'avaluacié del pronostic de la pacient, com a
futures dianes terapeutiques.

6.- Dels marcadors immunohistoquimics mostren una utilitat prondstica
per la recidiva la CK 5/6 (n’augmenta el risc) i la CK 34BE12 (en disminueix
el risc).

7.- Des del punt de vista molecular el grup luminal A és el que presenta

millor pronostic tant per recidiva com per a supervivencia, seguits dels
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luminals B. Els de pitjor pronostic son els triple negatius, sobretot els de

subgrup basal.

8.- Actualment, la classificacié6 molecular del cancer de mama no esta
estesa en la practica diaria. Només aplicant I'estudi immunohistoquimic, per
receptors d’estrogens i progesterona, HER2, EGFR, CK 14 i CK 5/6, es
podria realitzar una classificacié molecular bastant acurada pel maneig diari
de la pacient sense uns costos exagerats.

9.- Recolzem una classificaci6 molecular amb cinc subtipus luminal A,
luminal B, grup Her2, triple negatius basals i triple negatius no-basals; per les
diferéncies pronostiques existents tant entre els subgrups de luminals com

entre els subgrups de triple negatius.
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