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Resumen

El cancer de mama es el mas frecuente en el sexo femenino, siendo la edad su principal
factor favorecedor. En este estudio se ha tratado de establecer si existen diferencias en el
inmunofenotipo de mujeres de distintos grupos de edad.

Para ello se ha seleccionado finalmente una muestra de 90 mujeres diagnosticadas de
cancer de mama ductal infiltrante entre 2010 y 2019 en los laboratorios Eurofins. Para su
estudio se establecieron tres grupos de edad: mujeres menores de 40 afios, entre 40-65
afos y las mayores de 65 afios.

Los resultados de nuestro estudio no han demostrado diferencias significativas en los
receptores de estrégeno, progesterona y la sobreexpresion del oncogen cerb-HER2, a
pesar de que gran parte de la literatura estudiada demuestra una menor expresion de
receptores hormonales en el grupo de mujeres jévenes y una menor sobreexpresion de
HER2/neu conforme aumenta la edad. Al estudiar la distribucion por edades del
inmunofenotipo se ha encontrado una mayor proporcion del subtipo HER2+ y del subtipo
Triple negativo en el grupo de mujeres jovenes, a pesar de que el subtipo mas frecuente
en los tres grupos es el Luminal A-like. En las mujeres afiosas se ha observado una mayor
frecuencia del subtipo Luminal B-like. Estas diferencias podrian ayudar a establecer
pautas de tratamiento ajustadas a la edad del paciente, ya que existen distintas terapias
dirigidas a los diferentes receptores analizados en este estudio.

Palabras clave: cancer de mama, inmunofenotipo, biomarcadores, grupos de edad

Abstract

Breast cancer is the most frequent one in females, being the age the main risk factor. In
this study we have tried to establish if there are differences in the immunophenotype of
women of different age groups.

To this end, we have selected a sample of finally 90 women diagnosed with infiltrating
ductal breast cancer between 2010 and 2019 in the Eurofins laboratories. For their study,
three age groups were established: women under 40 years, between 40-65 years and those
over 65 years.

The results of our study have not shown significant differences in the estrogen and
progesterone receptors or in overexpression of the cerb-HER2 oncogene, despite the fact
that a large part of the literature studied shows a lower expression of hormone receptors
in the group of young women and a lower overexpression of HER2 / neu as the age
increases. When studying the age distribution of the immunophenotype, a bigger
proportion of the HER2 + subtype and the Triple negative subtype was found in the group
of young women, despite the fact that the most frequent subtype in the three groups is
Luminal A-like. In older women, we have observed a bigger frequency of the Luminal
B-like subtype. These differences could help to establish treatment guidelines adjusted to
the age of the patient, since there are different therapies directed to the different receptors
analysed in this study.

Keywords: breast cancer, immunophenotype, biomarkers, age groups
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Introduccion

El cancer de mama es el tumor maligno mas frecuente en el sexo femenino (Gréafico 1),
constituyendo un problema de salud publica mundial, fundamentalmente en los paises
desarrollados.

La edad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer de mama, que afectara
a 1 de cada 8 mujeres a lo largo de su vida. En Espafia, la mayoria se diagnostican entre
los 45 y los 65 afos. (1)

Ocupa el segundo puesto en incidencia global, solo por debajo del cancer de pulmoén, con
32.825 casos nuevos en Espafia en el 2018. (2)

Grdfico 1. Numero de casos de cancer en mujeres en Espania durante 2018
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Los datos estadisticos muestran un incremento estable de la incidencia del cancer de
mama, que se estima en un 1-2% anual, probablemente por un diagndstico cada vez mas
precoz y una poblacion cada vez mas envejecida.

A pesar de que el cancer de mama contintia siendo la primera causa de muerte por cancer
entre las mujeres, el tiempo de supervivencia general se ha prolongado. Segun
Eurocare-4, la supervivencia global a los 5 afios del diagnostico es del 82% en nuestro
pais, por encima de la media europea y similar a los paises con las mejores cifras de
supervivencia.

Esto refleja el avance de las terapias farmacologicas y la mejora de la técnica quirargica,
asi como la eficacia de la deteccion precoz del cancer de mama. (2,3)
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Etiologia
La etiologia del cancer de mama es mayoritariamente desconocida ya que en dos terceras
partes de los casos no se asocia a factores de riesgo.

Entre los factores de riesgo mas conocidos, destacan el sexo femenino, la raza blanca, la
edad (maxima incidencia entre 50-70 afios), la exposicion prolongada a estrogenos, el
sobrepeso, historia personal o familiar de cancer de mama, antecedentes personales de
otra patologia mamaria (carcinoma in situ o lesiones proliferativas con atipia),
anticonceptivos hormonales combinados y las radiaciones ionizantes.

El cancer de mama hereditario supone aproximadamente del 5 al 10% de los casos, siendo
los genes conocidos mas importantes el BCRAI y BCRA2. En menor frecuencia, también
se asocia a otros sindromes hereditarios como el sindrome de Li Fraumeni (mutacion en
el gen p53), el sindrome de Cowden (mutacion en el gen PTEN), el sindrome de Lynch
(mutacién en el cromosoma 17), el sindrome de Peutz-Jeghers, el sindrome de ataxia-
telangiectasia y mutaciones del gen CHEK?2. (4)

Clinica

A pesar de que en numerosas ocasiones el cdncer de mama es asintomatico, la clinica mas
caracteristica es la de una masa dura palpable. Puede estar fija o no, a planos profundos
y con o sin retraccion de la piel.

El hallazgo de adenopatias axilares o en fosa supraclavicular apoyarian la sospecha
diagnostica, al igual que una secrecion mamaria patolédgica. (1)

La exploracion fisica se realiza mediante la palpacion mamaria sistemdatica por
cuadrantes, en sedestacion, con los brazos extendidos y la paciente en decubito supino.

El carcinoma inflamatorio de mama, en su exploracion fisica, tiene signos compatibles
con la mastitis (como el aumento de tamafio de la mama, eritema y calor), lo que se debe
tener en cuanta ante una falta de respuesta al tratamiento antibiotico. (4)

Diagnostico precoz y Screening

Hoy dia el cancer de mama se puede considerar una enfermedad no localizada, es decir,
que se trata de una enfermedad sistémica desde el inicio, ya que tumores pequefios y sin
afectacion axilar pueden producir metastasis a distancia. (5)

Como resulta complicado evitar su aparicion, ya que como se ha comentado previamente
un gran numero de casos aparecen sin factores de riesgo aparentes, la deteccion precoz
es muy util para disminuir la morbimortalidad.

Si es detectada a tiempo, es una enfermedad de relativamente buen pronostico, con una
supervivencia media a los 5 afios del 78% en los paises desarrollados. (1)

Actualmente, en Espafia todas las comunidades autonomas cumplen programas de
cribado poblacionales dirigidos a mujeres de entre 50 y 64 afios en las que se realiza una
mamografia de forma bianual. Estos programas tienen a las “Guias europeas de garantia
de calidad en cribado” como documento de referencia, y siguiendo sus ultimas
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recomendaciones son varias las comunidades autonomas que van a incluir a mujeres de
hasta 69 afios.

El objetivo principal del cribado poblacional de un cancer es el de reducir la mortalidad
por esta causa, pero siempre teniendo presente que también implica efectos adversos. Un
aspecto que ha tomado mucha relevancia es el posible sobrediagndstico y
sobretratamiento del cancer detectado precozmente, lo que algunos autores han descrito
como un “entusiasmo engafioso” en relacion con los resultados de los cribados.

A pesar de esta controversia, la efectividad del cribado en el cdncer de mama esta bien
demostrada en mujeres de 50 a 69 afios, que es el grupo de edad en el que se ha conseguido
un beneficio en términos de reduccion de mortalidad.

No existe un acuerdo entre los organismos médicos internacionales respecto al inicio del
cribado por debajo de los 50 afios, ya que los resultados en reduccion de mortalidad del
grupo de mujeres comprendido entre los 40-49 afios no se han demostrado en los
metaanalisis. Entre los organismos que NO recomiendan el cribado a mujeres menores
de 50 afos se incluye la European Comission (EBCN, EUSOMA, EUREF), 2006; y entre
los que si lo recomiendan se incluye la U.S. Preventive Services Task Force, 2005. (6)

Pruebas diagnésticas
Ante un nodulo sospechoso, la prueba a realizar variara en funcion de la edad:

e Paciente >35 afios realizar mamografia, y en funcion de los resultados solicitar
una ecografia.

e Paciente < 35 afos iniciar con una ecografia, ya que la densidad de la mama
impide una valoracion adecuada mediante mamografia, y si se hay sospecha de
malignidad solicitar una mamografia.

e Paciente con lesién sospechosa de benignidad, embarazo o mamografia normal
hace menos de un afio, iniciar el estudio mediante mamografia.

Se consideran signos mamograficos de posible malignidad:

- Lesion espiculada (lo mas frecuente): masa densa e irregular con un margen
espiculado.

- Lesiones con margenes mal definidos o margen lobulado.

- Distorsion de la arquitectura.

- Densidad focal asimétrica.

- Mas de 5 microcalcificaciones agrupadas, cada una menor de 0’5 mm de diametro,
aisladas en un pequefio volumen de mama.

Los hallazgos se clasifican segln las categorias del sistema BIRADS (Tabla 1).

Cuando las lesiones radiologicas son sospechosas de malignidad se procede al
diagnostico de certeza, que requiere la confirmacion histologica o citologica. Para ello
pueden usarse distintas técnicas, que se detallan a continuacion:
e Biopsia de agua gruesa (BAG): si ndédulo BIRADS 4-5 o adenopatias
sospechosas.
e Biopsia asistida por vacio (BAV): si calcificaciones sospechosas o distorsion
arquitectural.
e Puncidn aspiracion con aguja fina (PAAF): si adenopatias axilares sospechosas.
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Ademas del diagndstico histoldgico, se debe evaluar mediante inmunohistoquimica los
receptores de estrogenos y progesterona, la sobreexpresion de cerb-B2 y el indice
proliferativo Ki-67 en el informe patologico. (1)

Clasificacion
El cancer de mama es una entidad de gran heterogeneidad que comprende varios tipos,
con diferente pronostico y tratamiento.

La clasificacion histologica se basa en la anatomia de la mama, y la mayoria son
carcinomas que surgen del epitelio ductal. Los carcinomas se diferencian, ademas, en
carcinomas in situ (las células tumorales no sobrepasan la membrana basal) o carcinomas
infiltrantes.

La clasificacion de la OMS de 2002 contempla 18 tipos histologicos de cancer de mama
infiltrante, siendo los siguientes los mas frecuentes:
e (Carcinoma ductal infiltrante (CDI)
Es el mas frecuente a todas las edades.
Las células del CDI suelen expresar E-cadherina en las técnicas de
inmunohistoquimica, lo que permite diferenciarlo de otros tipos histoldgicos.
e (Carcinoma lobulillar infiltrante
Es el segundo mas frecuente. Originado en los acinos glandulares, suele ser
multicéntrico y bilateral.
Carcinoma medular
Carcinoma tubular
Carcinoma mucinoso o coloide
Carcinoma micropapilar
Carcinoma cribiforme
Carcinoma papilar
Enfermedad de Paget
Tumores mesenquimatosos: angiosarcomas, liposarcomas, osteosarcomas,
leiomiosarcomas
e Metastasis

La clasificacion histologica es extensa, pero no basta para explicar la diversidad de
comportamiento bioldgico dentro de un mismo tipo histologico.

Es por esto que, en el afio 2000, Perou y Sorlie sentaron las bases de la actual clasificacion
molecular del cancer de mama, demostrando que los tumores se podian clasificar de
acuerdo a patrones de expresion gendmica. Aunque se conoce su gran importancia, los
analisis de expresion molecular todavia no estdn muy extendidos al no ser tan accesibles.
Por ello, se realizé una adaptacion y los subtipos se definen en base a los resultados de
inmunohistoquimica. Se identificaron 5 subtipos principales (Tabla 2).
e Luminal
Este subtipo es el mas frecuente, constituyendo aproximadamente un 75-80% de
los canceres de mama.
o A-like: receptores de estrogeno (RE) y progesterona (RP) positivos.
HER2/neu negativo. Ki67 <14%.
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Se asocia a buen prondstico por buena tasa de respuesta a hormonoterapia.
La respuesta a la quimioterapia es pobre.

o B-like: menos hormonosensible (expresion moderada de receptores
hormonales) y por ello tiene peor prondstico. Ki 67 >14%.
Segun la expresion de HER2/neu se diferencian en Luminal B HER2- o
Luminal B HER2+.

e HERZ2/ neu sobreexpresado: con receptores estrogénicos negativos. Asocian un
peor pronostico, con una mayor agresividad biologica. Predice una mejor
respuesta a la quimioterapia y a las terapias anti-HER2. Son tumores muy
proliferativos.

e Triple negativo o Basal-like: RE -, RP-, HER2-.
Es mas comun en mujeres jovenes y se asocia a mutaciones de p53 y BRCA1. Se
asocian a un mayor grado histolégico y tamafio tumoral, asi como mas afectacion
ganglionar.

e Normal: son tumores con caracteristicas similares a las del tejido mamario
sano. (1,4,7)

Tabla 2. Subtipos de cancer de mama.

Luminal A-like Luminal B-like Basal-like HER2/neu
sobreexpresado

RE + RE + RE + RE - RE -

RP >20% RP <20% RP +/- RP - RP -

HER2/neu - HER2/neu - HER2/neu + HER2/neu - HER2/neu +

Ki67 bajo Ki67 alto

Fuente: elaboracion propia

Marcadores biologicos

Receptores hormonales: RE y RP

Mediante una determinacidon inmunohistoquimica (IHQ) semicuantitativa, se identifica la
expresion del receptor de estrégeno (ER) y del receptor de progesterona (PR) en tejidos
normales y neoplasicos.

Los estudios histolégicos confirman que el estado de los receptores hormonales esta
relacionado con el prondstico sin tratamiento del cancer de mama, y sobre todo estd muy
relacionado con la respuesta al tratamiento antihormonal. (5,8,9)

HER2/neu
En el 10-15% de los carcinomas invasivos de mama el oncogén cerbB2 (localizado en el
cromosoma 17) estd amplificado o el receptor HER-2/neu sobreexpresado.
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La expresion de HER2 es un factor prondstico independiente y se correlaciona con una
mayor agresividad biologica y una peor supervivencia de las pacientes. Son tumores muy
proliferativos, con alta quimiosensibilidad y mal pronostico. Al mismo tiempo es un
factor prondstico de alta sensibilidad a las terapias anti-HER2 (trastuzumab) y en los
ultimos afos este tratamiento ha mejorado la supervivencia.

Su determinacion se realiza por técnicas de inmunohistoquimica (proteina) para la
determinacion de secreening, o bien por técnicas hibridacion in situ cromogénica (ISH)
o con fluorocromos (FISH) en casos dudosos. (4,8,10)

Ki67
La proliferacion celular es un factor prondstico que siempre ha influido en la clasificacion
tumoral.

El Ki67 es una proteina nuclear cuyo gen esté situado en el brazo largo del cromosoma
10. Tiene un papel importante en la regulacion del ciclo celular y su determinacion se
realiza mediante técnicas de IHQ.

El Ki 67 se expresa durante todas las fases activas del ciclo celular, pero estd ausente en
las células en reposo. Durante la interfase, el antigeno se detecta exclusivamente dentro
del nucleo, mientras que durante la mitosis la mayoria de la proteina detectada esta
localizada en la superficie de los cromosomas.

En la actualidad no hay un consenso sobre los puntos de corte para su valoracion, siendo
un método que genera gran variabilidad en su interpretacion entre laboratorios y
patologos. Sin embargo, numerosos estudios han demostrado su valor como factor
predictivo, sirviendo tanto para medir la respuesta al tratamiento, como para predecir
mejor respuesta a la quimioterapia si los indices son altos.

En el ultimo consenso de Saint Gallen 2015 el punto de corte se establecid entre el 20%
y el 29%, considerandose Luminal A por debajo y Luminal B por encima. (8,11)

E-cadherina

La E-cadherina es una molécula dependiente del calcio, que actiia fundamentalmente
facilitando la adhesion intercelular de las células epiteliales y estableciendo la
polarizacion epitelial y la diferenciacion glandular.

Esta codificada por el gen CDHI, por lo que su modificacion epigenética explica la
disminucién de la expresion de E-cadherina. Esta falta de expresion provoca una pérdida
de la adhesion celular y se relaciona tipicamente con el carcinoma invasivo lobulillar.

Ademas de en el cancer de mama, también se observa una disminucion de su expresion
en el cancer gastrico y en el cancer colorrectal. (12)

Queratina 19

La biopsia de ganglio centinela se considera de eleccion para el estudio de metastasis en
cancer de mama en fase temprana con ganglios clinicamente negativos. La estadificacion
axilar estd indicada en todos los casos de tumores infiltrantes.

El andlisis del ganglio centinela se realizaba de manera convencional por corte con
congelacion o impronta citologica, con tincion rdpida en hematoxilina y eosina de manera
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intraoperatoria. Este método ha sido destituido por su baja sensibilidad, ya que en muchos
casos en los que el andlisis intraopeatorio era negativo, se identificaban como positivos
de manera postoperatoria, lo que requeria de una segunda intervencion quirdrgica para el
vaciamiento axilar.

El andlisis OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification o amplificacion de acidos
nucleicos en un solo paso) constituye un nuevo enfoque diagndstico que permite analizar
la totalidad del ganglio linfatico de manera intraoperatoria, siendo posible establecer el
diagnostico sin necesidad de un analisis histopatoldgico confirmatorio.

OSNA es un ensayo de diagnostico molecular automatizado que utiliza la tecnologia
RT-LAMP como método de amplificacion de acidos nucleicos para detectar a nivel de
ARNm el grado de expresion del gen que codifica la citoqueratina 19 (CK19).

La CK19 es un marcador de células epiteliales que en condiciones normales no se expresa
en el tejido linfatico. La presencia de ARNm de CK19 se corresponde con el tamafio de
los focos metastdsicos presentes en el ganglio centinela, por lo que la valoracion del
resultado se basa en una curva estandar. (13)

Actina o P63

La estructura normal de los conductos y lobulillos mamarios la conforman dos capas de
células, epiteliales y mioepiteliales, ademas de una membrana basal. Para el diagnostico
de la invasion estromal del tumor se requiere evaluar la integridad de la membrana basal,
que se mantiene en el carcinoma in situ y en las lesiones benignas.

Los estudios de IHQ se basan en la identificacion de células mioepiteliales en la periferia
de la lesion, existiendo diversos marcadores.

Uno de ellos, y el que se considera mas especifico, es la proteina p63 (Ilustracion 1y 2),
perteneciente a la familia de supresores tumorales p53. Esta proteina actua como factor
de trascripcion regulando el ciclo celular, manteniendo la proliferacion o induciendo la
apoptosis en funcion del estimulo recibido. Es un marcador nuclear que se encuentra
principalmente en la capa basal del epitelio escamoso estratificado y del epitelio de

transicion. (14)
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llustracion 1. Tincion positiva para p63 en un ducto normal
llustracion 2. Carcinoma ductal infiltrante con p63 negativo y control interno positivo
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Otro marcador tradicional es la actina, que marca las células mioepiteliales del musculo
liso. Es menos especifico, ya que también marca los miofibroblastos y la pared vascular,
dificultando el diagndstico entre carcinoma in situ e infiltrante con estroma desmoplasico.

A diferencia del p63, se tifie como una linea continua. (15)

Grado histologico de malignidad

El grado histologico representa la diferenciacion celular y constituye un importante factor
pronostico, ya que se ha relacionado con el riesgo de recurrencia de los tumores y con
una mayor frecuencia de metéstasis. Algunos autores refieren que podria relacionarse
también con el grado de respuesta a la quimioterapia.

El sistema Scarff Bloom de Richardson, con la modificacion de Nottingham introducida
por Elston y Ellis, es el sistema actualmente mas utilizado. Esta clasificacion incluye una
evaluacién de la arquitectura y la atipia celular, ademas de la proporcioén de mitosis. (5)

Tratamiento
El tratamiento primario del carcinoma de mama infiltrante dependera del subtipo
molecular, ademas del estadio al diagndstico y de los factores pronoésticos.

El tratamiento quirurgico estdndar en el cancer de mama es la cirugia conservadora,
siempre que sea posible la exéresis completa del tumor con margenes libres y con un buen
resultado estético. Posteriormente se completa con radioterapia.

La quimioterapia neoadyuvante se plantea en casos de tumores localmente avanzados en
los que no es posible una cirugia de entrada. También se usa en tumores inicialmente
resecables pero que asocian factores de mal prondstico, como los tumores triple negativo,
los que tienen afectacion axilar o los que sobreexpresan HER2/neu.

Esta técnica, ademds de reducir el volumen tumoral, permite determinar “in vivo” la
quimiosensibilidad del tumor. Los regimenes que han demostrado mayor indice de
respuesta patologica completa son los que contienen de manera secuencial antraciclinas
y/o taxanos, y se dan durante 5-6 meses.

Los tumores que sobreexpresan HER2/neu, ademas, se benefician de asociar trastuzumab
(anticuerpo monoclonal humanizado de administracion parenteral) o pertuzumab durante
la quimioterapia, y hasta completar un afio de tratamiento.

La hormonoterapia neoadyuvante se plantea en pacientes menopausicas de edad
avanzada con carcinomas luminales en las que no es posible una cirugia conservadora.
También se usa en carcinomas localmente avanzados tipo luminal A-like.

Esta técnica, al igual que la quimioterapia neoadyuvante, ademds de reducir el volumen
tumoral, permite determinar “in vivo” la hormonosensibilidad del tumor. Consiste en la
administracion de un inhibidor de la aromatasa durante 6-12 meses.

Respecto al tratamiento sistéemico del cancer de mama, después de la exéresis tumoral o
cuando esta no va a ser posible, también varia en funcion del subtipo molecular del tumor:
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e Quimioterapia adyuvante: se recomienda iniciarla en menos 6 semanas tras la
cirugia. Los regimenes y duracion son iguales que los de la quimioterapia
neoadyuvante.

Los factores predictores de respuesta a la quimioterapia son los siguientes:
- Alto grado histologico
- Receptores hormonales negativos
- Elevada proliferacion tumoral
- Sobreexpresion de HER2
- Infiltrado inflamatorio

e Hormonoterapia adyuvante: si la determinacion del receptor de estrogenos es al

menos de un 10%.
En pacientes premenopausicas debe realizarse con Tamoxifeno. Tradicionalmente
se prolongaba la terapia durante 5 afios, aunque actualmente tiende a ampliarse a
10 afios.
En pacientes menopdusicas debe realizarse con inhibidores de la aromatasa, ya
sea de inicio o tras 2-3 afios de tratamiento con Tamoxifeno. También se tiende a
ampliar a 10 afios la duracion de la terapia, sobre todo en mujeres con alto riesgo
de recidiva.
Los factores predictores de respuesta a la hormonoterapia son los siguientes:

- Bajo grado histologico

- Alta expresion de receptores hormonales

- HER 2 negativo

- Baja proliferacion tumoral (1,4)
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Objetivos

El objetivo de este estudio es determinar si existen diferencias significativas en el
inmunofenotipo del cancer de mama ductal infiltrante entre mujeres menores de 40 afios,
mujeres entre 40 y 65 afios y las mujeres mayores de 65 afos, que pueda condicionar
protocolos de coadyuvancia diferentes segun el grupo de edad.

Entre los objetivos secundarios de nuestro estudio se incluye lo siguiente:
e FElestudio de la frecuencia del cancer de mama en cada uno de los grupos de edad
establecidos.
e Establecer si existen diferencias en la expresion de los distintos marcadores
biologicos segun la edad al diagnostico de cancer de mama.
e El estudio del grado de proliferacion celular de nuestra muestra.

Hipotesis
Hipdtesis nula (HO): no existen diferencias significativas en el inmunofenotipo del cancer
de mama segun grupos de edad.

Hipotesis alternativa (H1): existen diferencias significativas en el inmunofenotipo del
cancer de mama segun grupos de edad.



TFG Marina Ubal -19 - Material y métodos

Material y métodos

Se ha desarrollado un estudio epidemioldgico observacional de tipo descriptivo y
retrospectivo, sobre las caracteristicas en el inmunofenotipo del cancer de mama ductal
infiltrante en mujeres de distintos grupos de edad.

Para la obtencion de muestras hemos revisado los casos de patologia mamaria maligna
diagnosticados en el laboratorio Eurofins Megalab en los ultimos 7 afios, limitando el
territorio demografico a Aragon. Se ha seleccionado el subtipo de carcinoma ductal
infiltrante, tanto por ser el mas frecuente como por ser en el que mayor nimero de
opciones terapéuticas existen.

Estos registros incluian la edad de la paciente, el tipo de tumor, el estadio del céancer, el
grado histologico y el inmunofenotipo determinado por el método VENTANA virtuoso
en los laboratorios Eurofins.

Asi, se obtuvo un total de 150 pacientes, de las que finalmente fueron validas para nuestro
estudio 90. El resto de los casos fueron descartados por carecer de datos demograficos o
inmunohistoquimicos. Los parametros evaluados fueron el receptor de estrogeno, el
receptor de progesterona, el HER2/neu, el Ki-67 y la escala de Scarff Bloom.

Se realiz6 una revision de la bibliografia existente en castellano y en inglés, mediante el
buscador PubMed de la base de datos Medline y el buscador de Google Académico,
durante el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2012 y el 1 de marzo de 2019.

Como palabras clave se incluyeron: “céncer”, “mama” “mu'er”, “joven”, “afiosa”
2 2
2 (13 99 (13

“inmunofenotipo”, “molecular”, “subtipo”, asi como sus traducciones respectivas en
inglés (cancer, breast, young, elderly, immunophenotype, molecular, subtype).

También se utilizaron las principales guias clinicas sobre cancer de mama de nuestro
entorno para analizar las recomendaciones al respecto.

Técnica de estudio de los biomarcadores

Receptor estrogeno

El CONFIRM anti-Estrogen Receptor (SP1) Rabbit Monoclonal Primary Antibody,
ofrece un sistema estandarizado validado clinicamente para la determinacion del estado
del receptor de estrogeno y aplicable para el tratamiento del cancer de mama.

Contiene los reactivos necesarios para completar un procedimiento de tincidon
inmunohistoquimica con el tefiiddor automatico de portaobjetos VENTANA, una vez las
muestras han sido fijadas en formol e incluidas en parafina.

Respecto a la fijacion en formol, las guias internacionales recomiendan informar al
patologo del horario de extraccion de la muestra y del horario del comienzo de su fijacion,
ya que no deben superarse los 45 minutos (tiempo de isquemia fria).

La muestra debe fijarse durante 18-24 horas, colocadas en bloques con un espesor de
3-4 mm. A continuacion, la muestra se deshidrata en alcoholes y xileno, y se procede a la
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infiltracion con parafina fundida, para ser cortadas en secciones de 4-6 um. Este proceso
puede realizarse sobre cualquier tipo de muestra.

La evaluacion del portaobjetos suele ser realizada por un patélogo, con un objetivo de 10
0 20 aumentos para evaluar la intensidad y la tincion IHQ de todas las células tumorales
incluidas en el portaobjetos. Se debe utilizar células intactas, ya que las células necréticas
o degeneradas se tifien de forma inespecifica.

Para la evaluacion, no todos los laboratorios usan el mismo método.

e Segln la escala de Allred, se asigna una evaluacion de proporcion (PS), que
representa la proporcion estimada de las células positivas de la tincion, y se asigna
una evaluacion de intensidad (IS), que representa la intensidad de tincion media.
Luego se calcula una evaluacion total (TS) con la suma de las anteriores (rango
de 0-8). Un resultado positivo se define como una evaluacion TS > 3 (Ilustracion

3y4).

e Puede indicarse solo el porcentaje de células que presentan receptores de
estrogeno. De acuerdo con las guias de recomendacion ASCO/CAP de 2010 se
consideran positivos aquellos tumores con un 1% o mas de células tumorales
marcadas, pero se suele empezar a dar tratamiento especifico con mas del 10%.

e Nosotros hemos utilizado la evaluacion de intensidad de tincidn conocida como
“HSCORE” de Wilbur y Kinse. Se asigna asi un valor entre 0 y 3, donde “-”
significa que no hay receptores (Ilustracion 5), “+” significa que se tifien con poca
intensidad, “++” indica una intensidad media y “+++” indica una gran intensidad.

La fiabilidad de la determinacion de RE puede variar mucho de un laboratorio a otro, lo
que se atribuye a la diversidad de anticuerpos y de técnicas y a la diferente interpretacion.
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llustracion 3 Muestra RE posiﬁvo Allred 8 (3+5)
Hlustracion 4. Muestra RE positivo Allred 8 a mayor aumento
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Ilustracion 5. Muestra RE negativo, con control interno positivo

Para realizar una cuantificacion mas precisa y aumentar la fiabilidad, después de la tincién
con los anticuerpos de Roche y el escaneado de las muestras mediante VENTANA DP
200 slide scanner, se procedid a la semi-cuantificacion automadtica de las mismas,
utilizando para ello el software VENTANA Virtuoso (Ilustracién 6) en los laboratorios
centrales de Eurofins.

Este software, mediante algoritmos de andlisis de imagenes automatizados, proporciona
a los patélogos mas herramientas para mejorar la eficiencia y la precision. Este desarrollo
automatizado de extremo a extremo genera unos resultados de calidad, minimizando la
variabilidad que pueda afectar al anélisis de la muestra. (8,9,16)

Hlustracion 6. Software VENTANA Virtuoso (16)

Receptor progesterona

El CONFIRM anti-Progesterone Receptor (1E2) Rabbit Monoclonal Primary Antibody,
esta disefiado para su uso en el laboratorio en la deteccion del antigeno del receptor de
progesterona. La muestra debe estar fijada con formol e incrustada en parafina, antes de
introducirla en el tefiiddor de portaobjetos automatico VENTANA con los reactivos
auxiliares.

Este clon se dirige contra una proteina presente en el receptor de progesterona humana
ubicada en el nucleo de las células normales y neoplésicas, siempre que sean positivas
para dicho receptor.
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CONFIRM anti-progesterone receptor (1E2) esta indicado como ayuda en el manejo,
prondstico y prediccion de la respuesta terapéutica en el cancer de mama. El producto
debe ser interpretado por un patdlogo calificado, junto con un examen histoldgico, la
informacion clinica relevante y controles apropiados.

Al igual que con el analisis para receptores de estrogeno, desde los laboratorios de
Eurofins se nos remitio el resultado que el software VENTANA virtuoso diagnostico para
cada una de las muestras.

Nosotros revisamos los resultados proporcionados, cuantificando la intensidad de tincion
a receptores de progesterona y asignando un valor de “-” a “+++” (Ilustraccion 7 y 8); al
igual que habiamos realizado con los receptores de estrogeno. (16,17)

Tlustracion 7. Muestra RP +/+++

HER?2
Como ya se ha comentado, existen distintos métodos para determinar la expresion de
HER?2 que se desarrollardn a continuacion.

El método de cribado se corresponderia con la tincién IHQ, que en este caso se realizod
con VENTANA anti-HER-2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary Antibody; mientras
que la confirmacion se realiza mediante hibridacion in situ fluoresente, usando
VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail Assay.

En este estudio, la expresion del HER2 se determindé mediante tincion
inmunohistoquimica con VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primary
Antibody de manera automatica mediante el tefiidor de portaobjetos VENTANA (con las
muestras previamente fijadas con formol e incluidas en parafina). Posteriormente se
analizé automaticamente mediante el software VENTANA Virtuoso.

Se califico en consecuencia, siendo 0/+ negativo (Ilustracion 9) y +++ positivo
(Ilustracion 10 y 11). Para tumores con ++ de tincion con IHC o resultados ambiguos, se
realizd la Hibridacion in situ (ISH).



TFG Marina Ubal -23- Material y métodos

B L

T

llustracion 10. Muestra Cerb2 +++
llustracion 11. Muestra Cerb2 +++ a mayor aumento

Para la hibridacion in situ, se usé el VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail
Assay, disefiado para la determinacidn cuantitativa de la amplificacion del gen HER2 en
muestras tisulares de cancer de mama previamente fijadas con formol e incluidas en
parafina. La determinacion puede realizarse sobre cualquier tipo de muestra.

El sistema se compone de una mezcla se sondas de ADN disefiadas para posibilitar la
cohibridacion y visualizacion del gen HER2 y del centromero del cromosoma 17
mediante microscopia Optica. Concretamente, el gen HER2 se detecta mediante una sonda
marcada con dinitrofenilo (DNP) y el centromero del cromosoma 17 mediante una sonda
marcada con digoxigenina (DIG).

La tincion Dual ISH permite asi la visualizacién del gen mediante microscopia Optica,
apareciendo el HER2 como sefiales negras discretas y el cromosoma 17 como sefiales
rojas, tanto en nucleos de células normales (que actiian como control positivo interno)
como en cé€lulas de carcinoma.

A continuacion, se localizan las células tumorales, y se lleva a cabo la enumeracion de
las sefales negras (HER2) y rojas (CEN-17) para calcular la proporcion HER2/CEN-17.
Las muestras que presenten una proporcion HER2/CEN-17 igual o superior a 2 deben
considerarse como amplificadas en el gen HER2 (Ilustracion 12 y 13). (8,10,18)



TFG Marina Ubal -24 - Material y métodos

*>p z = .r."‘ = <. ."."\_,
% 3 o - » & e
- & a6 - « . g "
. A 1 L
« 1% 3 . 1 .‘” A
B a ’ $ - ‘& ¥
LR . ~~
. © & el . . . '*e
Lo o v \g; I
o o ° "'o g 3 \ ’, 1
- o . . S g
P . % c 2.4 . |
< . . - o . B
b : | w
I3 . . » .
S ° ™ “

¢ o v . el
llustracion 12. HER2/neu no amplificado, ya que se visualizan seniales SISH y ISH-rojo
como 1 a 2 copias por cada célula tumoral (18)
llustracion 13. HER2/neu amplificado, se visualizan cumulos de HER2 SISH (18)

Ki67

El CONFIRM anti-Ki-67 (30-9) Primary Antibody de Ventana Medical Systems, es un
el anticuerpo monoclonal de conejo cuya finalidad es la identificacion del antigeno Ki67.
Las muestras deben estar previamente incluidas en parafina y fijadas en formol.

La interpretacion clinica de los resultados de cualquier tincion, o su ausencia, debe
complementarse con estudios morfologicos con controles adecuados y debe evaluarla un
patologo calificado dentro del contexto de la historia clinica del paciente.

El CONFIRM anti-Ki-67 esta prediluido para su uso optimo en los mddulos de tincion
automatizados de Ventana, que provoca una reaccion con color en las zonas donde se
encuentra el antigeno. El valor de Ki67 se definié6 como el porcentaje de células que
muestran tincioén nuclear. (8,11)

Escala de Scarff Bloom Richardson
Para la clasificacion del grado histologico se usé la escala de Scarff Bloom Richardson
(Tabla 2), asignandose los puntos de acuerdo con el siguiente cuadro:

Tabla 3. Escala de Scarff-Bloom

Parametro Puntos
1. Formacion de tubulos
- Mayor o igual al 75% 1
- 10-75% 2
- Menor de 10% 3
2. Pleomorfismo nuclear
- Variacion escasa en relacion al ntcleo normal 1
- Variacion moderada en relacion al nicleo normal 2
- Variacioén marcada en relacion al niicleo normal 3
3. Mitosis (x40)
- 0-9 mitosis por 10 campos 1
- 10-19 mitosis por 10 campos 2
- Mas de 20 mitosis por 10 campos 3

Fuente: elaboracion propia
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Segun los puntos obtenidos en cada categoria, la suma obtenida puede ser de tres a nueve
puntos, asignandose un grado histolégico I (bien diferenciado) con una puntuacion entre
3-5, grado II (moderadamente diferenciado) con una puntuacién entre 6-7, y un grado I11
(poco diferenciado) con una puntuacion entre 8-9. (5)

Anélisis y método estadistico
El andlisis estadistico descriptivo y el estudio de asociaciones se realizo con el programa
IBM SPSS Statistics 22.0 para Windows y con el programa de Microsoft Excel.

- Para la estadistica descriptiva de las variables cuantitativas, se obtuvo la media,
desviacion estandar, maximo, minimo, mediana, etc.

- Para la estadistica descriptiva de las variables cualitativas, se obtuvo la frecuencia
y porcentaje de cada una de las categorias.

- Para el analisis de las variables, hemos realizado tablas de contingencia donde se
reflejaba el numero y porcentaje de positividad para los distintos receptores
respecto a cada una de las variables estudiadas.

- Para poder determinar la significacion de las variables entre si hemos utilizado la
prueba de chi-cuadrado (%2), considerando valores significativos con una p<0’05
(Intervalo de Confianza 95%).

Limitaciones

Las limitaciones del estudio son una muestra no demasiado amplia, una base de datos que
no permitia recuperar datos que faltasen de las pacientes y una muestra seleccionada por
conveniencia y existencia de posibles variables intercurrentes y condicionantes.

Una de las limitaciones enfrentadas durante la busqueda de informacion fue la falta de
consenso para establecer el limite de edad entre mujer joven y mujer afiosa. Debido a la
ausencia de una definicion estdndar, los articulos revisados presentaron evidencia
heterogénea, lo que dificulto el andlisis de los datos.

Aspectos ético-legales

El trabajo se ha realizado siempre con el respeto a la privacidad, intimidad y
confidencialidad de la totalidad de los datos, y de acuerdo con la Ley Orgénica 15/1999,
de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Por tanto, los resultados expuestos no
permiten, ni en su totalidad, ni en parte, la identificacion de ninguna persona implicada
en la muestra estudiada.

No ha existido ningiin tipo de financiacion externa ni conflicto de intereses en la
elaboracion de este estudio.
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Resultados

Revision bibliografica
Después de la lectura del titulo y/o resimenes de todos los articulos encontrados y del
documento al completo de los potencialmente elegibles, se procedid a la seleccion
definitiva de 14 articulos.

De los 14 articulos seleccionados, 10 fueron retrospectivos, uno prospectivo, uno
transversal, una revision bibliografica y un metaanalisis.

Tabla 4. Estudios incluidos en nuestra revision bibliogrdfica

Autor del estudio Fecha Tipo estudio N Grupo1l Grupo2

Johansson A. L,et 2019  Retrospectivo 27.120 <40 afios >70 afos
al. (19)

Anwar S, et al. 2019  Retrospectivo 114 <40 anos

(20)

Olivier M. et al. 2019  Prospectivo 126 <45 anos

@1)

Villarreal-Garza 2019  Metaanalisis 40 Jovenes

C,etal. (22)

Wang MX, et al. 2018  Retrospectivo 970 <40 afios >60 afios

(23)

Martinez Ramos 2018  Retrospectivo 1416 <45 afios >69 anos

D, et al. (24) <40 afos > 40 afios

Hironaka- 2018  Retrospectivo 164 <35 afios 40-44

Mitsuhashi A, et

al. (25)

Malvasio S, et al. 2017  Retrospectivo 107 <40 anos

(26)

Medina  Bueno 2017  Retrospectivo 122 <40afios > 60 afos

G.A. (27)

Arra M, et al. (28) 2017  Retrospectivo 132 <35afios >35 afios
premenopausicas

Berra M.G, et al. 2016  Transversal 131

(29)

Raul Gasin (30) 2016  Revision 25 >65 afos

Eugénio D.S.G, et 2016  Retrospectivo 113 < 40anos

al. (31)

Grybach S.M, et 2018  Retrospectivo 202 32-64 65-84 afios

al. (3) afios

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 5. Resultados principales de los estudios revisados

Autor del
estudio

Johansson A.
L, etal. (19)

Anwar S.L, et
al. (20)

Olivier M, et
al. (21)

Villarreal-
Garza C, et al.
(22)

Wang MX, et
al. (23)

Martinez
Ramos D. et
al. (24)

Resultados

- El grupo de jovenes tuvo mayor proporcion de tumor triple negativo,
luminal B-like con HER2/neu +, y tumores HER2/neu +.

-Las mujeres de mediana edad y las incluidas en el grupo de afiosas
tuvieron mayor proporcion de tumores Luminal A-like.

- Las mujeres jovenes tuvieron mas tumores de alto grado respecto a
las de edad media.

- Tanto las mujeres jovenes como las afiosas fueron diagnosticadas de
tumores en un estadio mas avanzado.

-Frecuencia de cancer de mama en jovenes de 11,4%; muy superior a
la proporcion en EE. UU. y Europa.

-Tumores mas agresivos, con una proporcion relativamente alta de
tumores de gran tamafo, afectacion linfatica y metastasis.

- Un 39,6% de tumores fueron positivos para receptores de estrogeno
0 progesterona.

- Un 30,6% de tumores mostraron sobreexpresion de HER2/neu.

- Un 38,20% fueron tumores triple negativo.

-La incidencia de cancer de mama esta en aumento en los paises en
transicidn economica.

-En América Latina la proporcion de cancer de mama en mujeres <45
es casi el doble que en paises desarrollados.

-Un 72% fueron tumores RE + o RP +.

-Un 16% fueron tumores HER2/neu +.

-Un 80% tuvieron un Ki67% elevado (>14%).

-Un 21% fueron tumores triple negativo.

-Los distintos articulos demuestran una incidencia aumentada de
cancer de mama entre las mujeres jovenes de América Latina.

- Las mujeres jovenes tienen una mayor proporcion de tumores de
grado alto y receptores hormonales negativos, triple negativos y
luminal B.

- Los estudios de paises latinoamericanos apoyan que las
caracteristicas tumorales mas agresivas prevalecen en la poblacion
joven.

- En la cohorte mayor de este estudio, los tumores en mujeres jovenes
fueron con mayor frecuencia de alto grado (60,9%, p <0.001), receptor
de estrogeno negativo (40.5%, p <0.001) y receptor de progesterona
negativo (44.1%, p <0.001) que los pacientes > 40 afios.

-El grupo de jovenes tuvo una mayor proporcion de tumores RE
negativos (<.001).

-La diferencia respecto a receptores de progesterona y HER2/neu, por
grupos de edad, no fue significativa.

- No se demostrd un aumento en la incidencia del cancer de mama en
mujeres jovenes (ni <40, ni <45) en nuestro entorno.
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Hironaka- - No se demostraron diferencias estadisticamente significativas en el
Mitsuhashi tamafio ni el grado histologico del tumor entre los dos grupos de edad.
A, etal. (25) -En comparacion con el otro grupo, las mujeres menores de 40 afios
presentaron mayor frecuencia de RE- (28% respecto a 6%, p< 0.001).
-También presentaron mayor frecuencia de RP- (22% respecto a 10%,
p=0°03).
-La diferencia en el porcentaje de expresion de HER2/neu y Ki67 no
fue significativa.
Malvasio S, -Respecto al perfil bioldgico: 53% pacientes fueron HER2- y RE/RP+,
et al. (26) un 24,5% fueron HER2+, y un 22,5% fueron triple negativo.
-Al comparar resultados con estudios nacionales, las pacientes
presentaron mayor porcentaje de HER 2+.
Medina -No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los
Bueno G.A. grupos con respecto al subtipo de cancer de mama.
27)
Arra M, et al. -No se demostrd diferencias estadisticamente significativas entre los

(28) grupos de edad.
Berra M.G, et  -53% fueron Luminal A.
al. (29) -18% fueron Luminal B.
-18% fueron Triple negativo.
-11% fueron HER2/neu .
Gasin R, etal. -La incidencia y mortalidad del cancer de mama aumenta con la edad.
(30) -La sobreexpresion del HER2/neu disminuye con la edad.

-Con la edad aumenta la positividad a RE, concretamente la
proporcion de receptores estrogeno positivos entre los 30-34 afos es
de 55,9%, mientras que en el grupo de edad de 80-89 afios es de 85%.

Eugénio -Respecto a la IHQ, el luminal B-like fue el subtipo mayoritario
D.S.G, et al. (42,6%), seguido del triple negativo (18,6%).
(31)
Grybach S.M, -El subtipo luminal A predominé en las mujeres afiosas, pero no en las
etal. (3) jovenes (p<0°05).
-El subtipo luminal B no mostro diferencias significativas entre ambos
grupos.

-El subtipo triple negativo se encontré con mayor frecuencia en el
grupo de mujeres jovenes.
Fuente: elaboracion propia

En general, se ha descrito tumores mas agresivos en mujeres jovenes, con tumores de
mayor tamafo al diagndstico y mayor afectacion linfatica y metastasica.

Los tumores en mujeres jovenes fueron mas frecuentemente de alto grado y con
receptores hormonales negativos. Por el contrario, la sobreexpresion de HER2/neu fue
mayor en las mujeres afiosas, aunque con evidencia heterogénea entre los articulos.

Los subtipos Triple negativo y luminal B fueron mas frecuentes en el grupo de jovenes
en la mayoria de los estudios, no siendo asi en el estudio de Arra M, et al, en el estudio
de Medina Bueno G.A, y en el estudio de Grybach S.M, et al.
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Andlisis descriptivo
Se seleccion6 una muestra de 90 pacientes, todas ellas mujeres diagnosticadas de cancer
de mama ductal infiltrante entre 2010 y 2019.

La media de edad al diagnostico de las pacientes fue de 51,97 afos, siendo el rango de 62
afnos; con una edad minima de 26 y una edad maxima de 88 (Tabla 6).

Se identificaron varias modas en la muestra, la menor de 42 afos (Grafico 2).

Tras el estudio de la distribucion por edades, se decidio dividir las muestras para su
analisis en tres grupos segun la edad de la paciente al diagnoéstico (Grafico 3):

- Grupo 1 o de jovenes: <40 afios, que incluye 17 pacientes (19%)

- Grupo 2 o de edad intermedia: 40-65 afos, que incluye 56 pacientes (62%)

- Grupo 3 o de afiosas: > 65 afios, que incluye 17 pacientes (19%)

Ademas, la European Society of Breast Cancer Specialists (eusoma) define a las mujeres
jovenes como aquellas menores de 40 afios y como muy jovenes a las menores de 35
anos.

Respecto al estudio de los receptores de estrogenos, la mayoria de las mujeres de nuestra
muestra ha presentado una intensidad de tincidon de tres cruces para los receptores de
estrogenos (51,11%). Un 17,78% se han diagnosticado como receptores de estrogeno
negativo (Grafico 4).

En el estudio de los receptores de progesterona, también ha predominado una intensidad
de tincion de tres cruces para los receptores de progesterona (45,56%). En este caso, un
porcentaje mayor (24,44) se ha diagnosticado como negativo para receptores de
progesterona (Grafico 5).

En nuestra muestra la mayoria de las mujeres tuvo un cancer con expresion HER2/neu
negativo (75,56%), lo que indicaria un mejor prondstico, pero una peor respuesta a la
quimioterapia (Grafico 6).

Respecto al estudio del grado de Scarff-bloom se obtuvo una media de 6,63 para las 90
muestras incluidas. La mediana fue de 7, con un maximo de 9 y un minimo de 5.

La distribucion del indice de proliferacion se representa mediante el Ki67 (Gréfico 7),
destacando mayores porcentajes en indices proliferativos mas bajos.

La distribucion de los distintos marcadores con la edad puede consultarse en el Grafico 8
(RE), Grafico 9 (RP) y Grafico 10 (HER2/neu).

Respecto al andlisis de los distintos receptores por grupos de edad, se obtuvieron los
resultados detallados a continuacion.

Destaca un mayor porcentaje de receptores de estrégeno +++ en el grupo de mediana
edad (55,4%), aunque también se aprecia esta mayoria en el resto de los grupos (41,2%
en jovenes y 47,1% en afosas).
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El grupo 1 tuvo un 35,3% de muestras con receptor de estrogeno negativo, mientras que
este porcentaje fue de 14,3% en el grupo 2 y de 11,8% en el grupo 3 (Grafico 11).

El porcentaje de receptores de progesterona que se tifien con intensidad +++ es similar en
los tres grupos a estudio (grupo jovenes 41,2%, grupo edad media 44,6%, grupo afiosas
52,9%). El porcentaje menor de receptores de progesterona negativo se da en el grupo 2
(17,9%), siendo de 35,3% en los otros dos grupos (Grafico 12).

El porcentaje de sobreexpresion del HER2/neu es similar en los tres grupos a estudio,
aproximadamente de 24% (Gréafico 13).

Por ultimo, se estudi6 la frecuencia de aparicion de los distintos subtipos de céncer de
mama en los grupos de edad establecidos.

De forma global, el inmunofenotipo mas frecuente (57,78%) fue el Luminal A-like,
seguido del Luminal B-like (Grafico 14).

Grdfico 14. Estudio de la frecuencia de subtipos en las 90 muestras

Bl Luminal A

O Luminal B
CIHER2Ineu +
W Triple negativo

Fuente: elaboracion propia

Respecto a las diferencias en el inmunofenotipo en cada uno de los grupos de edad, vemos
un aumento llamativo de la frecuencia del triple negativo en las mujeres jovenes, y un
aumento también del subtipo HER2 positivo (Gréafico 15).

El inmunofenotipo mas frecuente en los tres grupos fue el Luminal A-like, representado
al menos la mitad de los casos (Grafico 16).

Se distingue un aumento del subtipo Luminal B-like en el grupo de mujeres afiosas
(Grafico 17).
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Grdfico 15. Frecuencia por inmunofenotipo en el grupo 1

Porcentaje

Luminal A Luminal B HER2/neu + Trinle neaativo

Fuente: elaboracion propia

Grdfico 16. Frecuencia por inmunofenotipo en el grupo 2

Porcentaje

Luminal A Luminal B HER2/neu + Triple negativo

Fuente: elaboracion propia.
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Grdfico 17. Frecuencia por inmunofenotipo en el grupo 3

Porcentaje

Luminal A Luminal B HER2/neu + Triple negativo
Fuente: elaboracion propia

Estudio de asociaciones

Para el estudio de las relaciones entre las distintas variables hemos utilizado la prueba de
chi-cuadrado de Pearson, determinando el valor p<0’05 para establecer diferencias
estadisticamente significativas.

Para simplificar el estudio, y aproximar los resultados al de la literatura revisada, se
estudio las diferencias para receptores de estrogeno y progesterona negativos o positivos,
sin distinguir entre los distintos grados de positividad.

Segtn Cochran (1952), las frecuencias esperadas menores de 5 no deben superar el 20%,
en cuyo caso el resultado de chi-cuadrado debe interpretarse con cautela. En los casos en
los que esto sucedia, se aplico la correccion de Yates o de continuidad.

Asi, para establecer si existian diferencias en la sobreexpresion del HER2/neu en el grupo
de mujeres afiosas y el grupo de mujeres jovenes, se realizo la tabla de contingencia que

se muestra a continuacion (Tabla 7).

Tabla 7. Sobreexpresion de HER2/neu en grupo 1 y grupo 3

Edad al diagnostico (agrupado)
26 - 39 66+ Total

Receptor HER2/neu - Recuento 13 13 26
Recuento esperado 13,0 13,0 26,0

+ Recuento 4 4 8

Recuento esperado 4,0 4,0 8,0

Total Recuento 17 17 34
Recuento esperado 17,0 17,0 34,0

Fuente: elaboracion propia
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Después se realiz6 la prueba de chi-cuadrado para estos datos (Tabla 8). El valor p (sig.
Asintoética) segun la pruba de Chi-cuadrado fue de 1, pero al ser el recuento esperado
menor que 5 en un 50% de las casillas se aplico la correccion de Yates. El valor fue
entonces igual a 1, y por tanto mayor de 0’05, por lo que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.

Esto mismo se realizd para los receptores de estrogeno y para los de progesterona, sin
encontrarse diferencias significativas en ninguno de ellos. También se estudio si existian
diferencias entre el grupo de menores de cuarenta afios y el de edad media, y entre el
grupo de menores de cuarenta y el de afiosas, para cada uno de los marcadores bioldgicos
incluidos en el estudio, sin encontrarse diferencias significativas en ninguno de ellos.

Para establecer si existian diferencias en el inmunofenotipo de las mujeres de los distintos
grupos a estudio, se aplicd la prueba de chi-cuadrado. En esta ocasion se realizd en
Microsoft Excel, realizando en primer lugar una tabla de asociacion (Tabla 9) para los
valores observados.

Con esto tratamos de resolver la hipdtesis planteada al inicio de este estudio, siendo la
hipotesis nula (HO) que el inmunofenotipo es independiente de la edad, y la hipotesis

alternativa (H1) que el inmunofenotipo depende del grupo de edad.

A continuacion, se calcula la tabla de frecuencias esperadas (Tabla 10), que coincidiria
con las observadas en caso de que HO fuera cierta.

Por ultimo, se aplica la formula de chi-cuadrado, que se basa en la diferencia al cuadrado
entre las frecuencias observadas (0;) y las esperadas (e;).

X Z (0; — e;)?
xc = _—
€

El valor obtenido fue de 5,460797716.

Para saber si el valor obtenido permite rechazar la hipotesis nula, por ser estadisticamente
significativa la diferencia entre los grupos, habra que aplicar la tabla de chi-cuadrado
(Tabla 11) para determinar el valor de p.

En este caso, al ser el grado de libertad de 6, se obtuvo un valor p=12,59.

Como p no es menor de 5,460797716, no pueden establecerse diferencias significativas
en el inmunofenotipo segun la edad, aceptandose la hipdtesis nula.
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Discusion

La finalidad de este trabajo es determinar los perfiles inmunofenotipicos del cancer de
mama en tres grupos de edad (<40 afios, 40-65 afios, >65 afios), analizando los receptores
de estrogeno, los receptores de progesterona y la sobreexpresion de HER2/neu, ademas
de valorar el grado de Scarff-Bloom y la capacidad proliferativa celular mediante el
Ki67%.

Conocemos que las modernas técnicas terapéuticas estan encaminadas a actuar sobre los
perfiles hormonales o el gen HER2/neu (4). Por ello, el objetivo ultimo de nuestra
investigacion es ayudar a determinar los distintos perfiles para colaborar en lo posible
con las unidades de mama a ajustar los protocolos terapéuticos. Esto podria ser util en
determinados casos en los que no se dispusiera de la inmunohistoquimica, para orientar
el tratamiento sistémico de forma empirica seglin la edad de la paciente.

El cancer de mama es uno de los mas mediaticos, con numerosos casos de mujeres
famosas que condicionan una respuesta por parte de la sociedad. Esto ha contribuido a
que las campafias de screening tengan un elevado cumplimiento (6) y a numerosas
campaiias de recogida de fondos para su investigacion, lo que ha convertido el cancer de
mama en un problema social, ademas de un problema de salud.

El screening del cancer de mama también es un tema de conflicto a nivel social, ya que
crea una confusion en la poblacion, que espera una disminucién en la incidencia del
cancer mediante estas campafias. Hay que entender que el objetivo del screening no es
mas que el de reducir la morbimortalidad por esta causa, sin pretender disminuir la
aparicion del mismo. Una disminucion en la incidencia solo podria esperarse en una
disminucién de los factores de riesgo que favorecen su aparicion, aunque se debe tener
en cuenta que en la mayoria de los casos se desconoce su etiologia. (4)

En nuestro estudio, la edad media al diagndstico fue de 51,97 afos, coincidiendo con el
rango de méxima incidencia de cancer de mama en Espafia (45-65 afios). (1)

La frecuencia de cancer de mama en mujeres jovenes de EE. UU. y Europa varia entre el
5-10%, dependiendo del corte que se establezca en la edad (24). En nuestro estudio esta
proporcion fue del 19%, lo que podria considerarse superior a la media, y bastante
superior a la proporcion de casos encontrados en el estudio realizado en Espafia en 2018
por Martinez Ramos D, et al, que fue de 6,1% (24). Esto apoya los recientes estudios
realizados en el ambito de América Latina que demuestran un aumento de la incidencia
de cancer de mama en los grupos de edad mas jovenes, aunque el estudio realizado en
Espana (24) no reflejo ese aumento de incidencia en nuestro ambito.

No obstante, se deben tener en cuenta las diferencias étnicas, demogréficas y sociales
entre los distintos paises, que podrian hacer que los resultados, en cuanto a incidencia por
edad, no fueran aplicables en nuestro entorno.

Como se ha comentado, una de las limitaciones que present6 nuestro estudio para hablar
de mujer joven fue precisamente la discordancia a la hora de establecer un criterio de
mujer joven. En la literatura cientifica existen numerosos criterios, aunque la mayoria de
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los estudios definen un punto de corte de 40 afios de modo arbitario, algunos lo establecen
en 35, otros en 50 afios e incluso algunos hablan del estado menopéusico de las pacientes.
Respecto a la frecuencia de cancer de mama en mujeres afiosas, no existe tanta literatura
como en el grupo de jovenes, pero se calcula que, en Europa, un tercio del cancer de
mama se diagnostica a mujeres de este grupo (4). En nuestro estudio la proporcion de
mujeres diagnosticadas a esta edad fue del 19%, inferior a lo estimado.

Si sumamos el porcentaje de mujeres jovenes (<40 afios) y de mujeres afiosas (>65 afios)
de nuestro estudio, encontramos que un 38% de nuestras pacientes no fueron
diagnosticadas por screening mediante mamografia, ya que este cribado, en Espaia, cubre
a las mujeres de entre 50 y 64 afos. Es un porcentaje, en este caso, muy elevado el que
no se beneficia de estas campaifias, por lo que es importante tratar de ampliar el limite
superior de edad hasta los 69 cuanto antes, como recomiendan las guias, (6) para poder
disminuir la morbimortalidad por esta causa.

A pesar de que el porcentaje que se queda sin diagnosticar por este método en el grupo
de jovenes es igual que en el grupo de afiosas, no recomendamos aumentar el limite
inferior de edad porque los estudios no han demostrado una disminucion de la
morbimortalidad con su implantacion. En general en estos casos, el diagndstico se realiza
como tumor palpable. (4, 6)

En cuanto a los receptores hormonales, la mayoria de las mujeres de nuestro estudio
mostraron positividad tanto a los receptores de estrogeno (82,2%), como a los de
progesterona (75,6%); sin encontrarse diferencias significativas entre grupos de edad.
Esto difiere de la literatura estudiada, que globalmente confirma una mayoria de mujeres
con receptores hormonales positivos, pero que en las mujeres mas jovenes refiere con
mas frecuencia la negatividad a receptores hormonales. Aun asi, varios estudios tampoco
encuentran diferencias significativas entre grupos de edad, como el de Medina Bueno
G.A. (27) y el de Arra M, et al. (28)

La sobreexpresion de HER2/neu en nuestro estudio fue mayoritariamente negativa
(75,6%), sin encontrarse diferencias significativas entre grupos de edad. En la literatura,
la evidencia en cuanto a la sobreexpresion del HER2/neu segiin grupos de edad es
heterogénea, encontrandose diferencias en el estudio con mayor cohorte incluido en
nuestra revision, el de Johansson A.L, et al, (19) que establece una mayor proporcion en
el grupo de jovenes. Parece que la tendencia es a disminuir la sobreexpresion conforme
aumenta la edad (30), aunque numerosos articulos no encuentran diferencias.

Respecto al inmunofenotipo, el subtipo mas frecuente fue el Luminal, representando un
82,22% del total de la muestra. La literatura también lo refiere como el subtipo maés
frecuente, calculandose que constituye entre un 75-80% de los canceres de mama (4).

De acuerdo con la literatura estudiada, en nuestro estudio también observamos una mayor
frecuencia del subtipo triple negativo en las mujeres jovenes, donde es del 23,53%, con
respecto al grupo intermedio, donde es del 7,14%. Se triplica el porcentaje en el grupo de
jovenes, lo que explica en parte el cardcter mas agresivo del cancer de mama que
tipicamente se describe en las mujeres jovenes.

A pesar de no encontrarse diferencias estadisticamente significativas en el
inmunofenotipo entre grupos de edad, a modo descriptivo si que vemos una gran
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diferencia en los porcentajes. Esto nos lleva a pensar en la necesidad de ampliar el nimero
de pacientes en un posible futuro estudio, ya que esta falta de diferencias significativas
podria explicarse en parte al limitado tamafio muestral del que hemos dispuesto.

Resultaria interesante ampliar el estudio a otras comunidades autébnomas, cubriendo todos
los casos del laboratorio que ha colaborado en este estudio, Eurofins Megalab, e incluso
colaborando con mas laboratorios para que la muestra sea mas representativa.

El subtipo HER2+ también es mas frecuente en las mujeres menores de cuarenta afios
(11,76%) que en el resto de los grupos (7,14% en el grupo 2), aunque de forma menos
llamativa.

También se observa una disminucion, conforme avanza la edad, en el porcentaje que
representa el subtipo HER2+ dentro de cada grupo. Con esto se podria orientar el
tratamiento con trastuzumab hacia mujeres jovenes, de forma protocolizada.

Las mujeres afiosas de nuestro estudio tienen una mayor proporcion del subtipo Luminal
B, lo que se asocia a un peor prondstico y a peor respuesta al tratamiento sistémico.

A pesar de estas diferencias de frecuencia en el inmunofenotipo, el diagnostico
histopatologico del cancer de mama siempre debe completarse con la evaluacion de los
receptores de estrogenos, de progesterona y del marcador HER2/neu, para asi determinar
qué pacientes se beneficiarian de un tratamiento hormonal especifico o del uso de
anticuerpos monoclonales como el Trastuzumab. Esta es una herramienta indispensable
para establecer un diagnostico adecuado y orientar al médico en el manejo terapéutico.

Con esto queremos decir, que con este estudio no se pretende suprimir este método
durante el diagnostico de cancer de mama, sino que su finalidad es estudiar estas
diferencias para orientar el tratamiento segun la edad de la paciente solo en los casos en
los que la determinacién inmunohistoquimica no sea posible.
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Conclusiones

1.

La incidencia de cancer de mama en mujeres menores de 40 afios es mayor en
Arag6n que en las series de casos estudiados.

No se han encontrado diferencias significativas en la expresion de los distintos
marcadores biologicos segun grupos de edad.

Las mujeres jovenes tienen descriptivamente fenotipos mas agresivos, lo que

podria utilizarse para condicionar protocolos de tratamiento coadyuvante segun la
edad.

Aunque no haya diferencias estadisticamente significativas, a modo descriptivo si
se ven diferencias grandes entre los porcentajes del inmunofenotipo segun la edad,
por lo que seria interesante continuar este estudio ampliando la muestra y asi
obtener resultados probablemente significativos.
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Anexo 1. Graficos

Grafico 2. Estudio descriptivo de la edad al diagnostico
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Fuente: elaboracion propia

Grafico 3. Distribucion en grupos de edad
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Fuente: elaboracion propia
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Grafico 4. Estudio de la positividad a receptores de estrogenos
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Fuente: elaboracion propia

Grafico 5. Estudio de la positividad a receptores de progesterona
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Grafico 6. Estudio de la positividad a receptores de estrogenos
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Fuente: elaboracion propia

Grafico 7. Estudio de la expresion de Ki67
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Grafico 8. Expresividad de los receptores de estrogenos segun la edad
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Grafico 9. Expresividad de los receptores de progesterona segin la edad
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Grafico 10. Sobreexprexion de HER2/neu segun la edad
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Grafico 11. Intensidad de tincion para receptores de estrogeno segun grupos de edad
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Grafico 12. Intensidad de tincion para receptores de progesterona segun grupos de edad
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Grafico 13. Sobreexpresion de HER2/neu seglin grupos de edad
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Anexo 2. Tablas

Tabla 1. Clasificacion BIRADS

Categoria Tipo de exploracién, segun hallazgo Actitud
Probabilidad de cancer

BIRADS 0 Incompleta Necesita estudios adicionales

BIRADS 1 Negativa, Normal Exploraciones habituales

BIRADS 2 Hallazgo benigno Exploraciones habituales

BIRADS 3 Hallazgo probablemente benigno, Asignar tras estudio radiolégico completo.
< 2% probabilidad de cancer Seguimiento a corto plazo o biopsia.

Mamografia cada 6-12 meses hasta 24 meses.
Y biopsia si aumenta el grado de sospecha.

BIRADS 4A Hallazgo con baja sospecha de cancer, Diagnéstico histolégico
>2 % y < 10 % probabilidad de cancer

BIRADS 4B Hallazgo con moderada sospecha de Diagnéstico histologico
cancer, > 10 % < 50 % de probabilidad
de cancer

BIRADS 4C | Hallazgo con alta sospecha de cancer, Diagnéstico histologico

> 50 % y <95% de probabilidad de céncer
BIRADS 5 Hallazgo altamente sugestivo de cancer, Diagnéstico histologico

> 95% de probabilidad de cancer

BIRADS 6 Biopsia conocida de Cancer Tratamiento adecuado

Fuente: Oncoguia SEGO: Cancer infiltrante de mama. Guias de practica clinica en
cancer ginecologico y mamario. Publicaciones SEGO, Junio 2017.

Tabla 6. Estudio descriptivo de la edad al diagnostico

Edad al diagnéstico

N Valido 90
Perdidos 0
Media 51,97
Error estandar de la media 1,504
Mediana 48,00
Moda 422
Desviaciéon estandar 14,266
Varianza 203,516
Rango 62
Minimo 26
Maximo 88

Fuente: elaboracion propia



TFG Marina Ubal

- 48 -

Anexos

Tabla 8. Chi-cuadrado y correccion de Yates para la sobreexpresion de HER2/neu en grupo

1y grupo 3
Sig. asintética (2| Significacion Significacion
Valor gl caras) exacta (2 caras) | exacta (1 cara)
Chi-cuadrado de Pearson ,0002 1,000
Correccion de continuidad® ,000 1,000
Razén de verosimilitud ,000 1,000
Prueba exacta de Fisher 1,000 ,656
Asociacion lineal por lineal ,000 1,000
N de casos validos 34

a. 2 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 4,00.

b. Solo se ha calculado para una tabla 2x2

Fuente: elaboracion propia

Tabla 9. Valores observados del inmunofenotipo

Subtipo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Luminal A 9 33 9
Luminal B 2 15 6
HER2+ 2 4 1
Triple negativo 4 4 1
Total 17 56 17
0,18888889  0,62222222 0,18888889
Fuente: elaboracion propia
Tabla 10. Valores esperados del inmunofenotipo
Subtipo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Luminal A 9,633333333 31,73333333 9,633333333
Luminal B 4,344444444 14,31111111 4,344444444
HER2+ 1,322222222 4,355555556 1,322222222
Triple negativo 1,7 5,6 1,7
Total 17 56 17

Fuente: elaboracion propia

Total
51
23

90

Total

51
23

90
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P = Probabilidad de encontrar un valor mayor o 1zual que el chi cuadrado tabulado, v = Grados de Libertad

vp| 0,001 [0,0025] 0,005 [ 0,01 [ 0,025 | 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

1 | 108274 | 91404 | 78794 | 66349 | 50230 | 38415 | 27055 | 20722 | 16424 | 13233 | 10742

2 | 138150 | 119827 | 105965 | 92104 | 73778 | 599015 | 4s6es2 | 37942 | 32189 [ 27726 | 24079

3 | 162660 | 143202 | 128381 | 113449 | 93484 | 78147 | 62514 | 53170 | 46416 | 41083 | 36649

4 | 184662 | 164238 | 148602 | 132767 | 111433 | 94877 | 77794 | 67449 | sS9ss6 | 53853 | 48784

5 | 205147 | 183854 | 167496 | 150863 | 128325 | 110705 | 92363 | s1152 | 72893 | 66257 | 60644

6 | 224575 | 202491 | 185475 | 168119 | 144494 | 125016 | 106446 | 94461 | 85581 | 78408 | 72311

7 | 24303 | 220402 | 202777 | 184753 | 16,0128 | 140671 | 120170 | 107479 | 98032 | 90371 | 83834 |

8 | 261239 | 237742 | 219549 | 200902 | 175345 | 155073 | 133616 | 120271 | 110301 | 102189 | 95245

9 | 278767 | 254625 | 235893 | 216660 | 190228 | 169190 | 146837 | 132880 | 122421 | 113887 | 10,6564
10 | 295879 | 271110 | 251881 | 232003 | 204832 | 183070 | 159872 | 145339 | 134420 | 125489 | 117807
11 | 312635 | 287201 | 267569 | 247250 | 219200 | 196752 | 172750 | 157671 | 146314 | 137007 | 128987 |
12 | 329092 | 303182 | 282997 | 262170 | 233367 | 210261 | 185493 | 169893 | 158120 | 148454 | 140111
13 | 345274 | 318830 | 298193 | 276882 | 247356 | 223620 | 198119 | 182020 | 169848 | 159839 | 151187
14 | 361239 | 330262 | 313194 | 291412 | 261189 | 236848 | 210641 | 194062 | 181508 | 171169 | 162221
15 | 376978 | 349494 | 328015 | 305780 | 274884 | 249958 | 223071 | 206030 | 193107 | 182451 | 1732117
16 | 392518 | 364555 | 342671 | 319999 | 288453 | 262962 | 235418 | 217931 | 204651 | 193689 | 154179
17 | 407911 | 379462 | 357184 | 334087 | 301910 | 275871 | 247690 | 229770 | 216146 | 204887 | 19,5110
18 | 423110 | 394220 | 371564 | 348052 | 315264 | 288693 | 259894 | 241555 | 227595 | 216049 | 20,6014
19 | 433104 | 408847 | 385821 | 361908 | 328523 | 300435 | 272036 | 253289 | 239004 | 227178 | 216891 |
20 | 453142 | 423358 | 399969 | 375663 | 341696 | 314104 | 284120 | 26,4976 | 250375 | 238277 | 227745

Fuente: apuntes de la carrera, asignatura de estadistica.



