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RESUMEN

Introduccion:

El cancer de mama continta siendo la principal causa de muerte entre las
mujeres adultas. A pesar de las mejoras en la supervivencia global, se siguen
desarrollando ensayos clinicos con nuevos agentes anticancerigenos. La fascina-1
(FSCNT1) es una proteina crucial en la formacion de estructuras citoplasmaticas de
anclaje celular, como los invadopodios, que participan en la invasién y motilidad
celular. La topoisomerasa 2 alfa (TOP2A) es una proteina nuclear capaz de
modificar la topologia de las cadenas de ADN, participando en procesos de
decatenacion y desenrollamiento que facilitan la transcripcion y la division celular.
Ambas proteinas juegan un papel relevante en el desarrollo y evolucion tumoral.
Se estan evaluando nuevos medicamentos, incluyendo la sintesis de nuevas
antraciclinas con menor toxicidad y el desarrollo de farmacos anti-FSCN1, junto
con la modificacion de indicaciones de otros medicamentos, como terapias
quimioterapéuticas en el cancer de mama. En este estudio de investigacion,
evaluamos la expresion proteica de FSCNI1 y ratio del gen TOP2A en las biopsias
iniciales utilizadas para el diagndstico del cancer de mama. Ademads, incluimos
otros datos clinicos de la enfermedad y las determinaciones habituales de
inmunohistoquimica (IHQ).

Método:

Este es un estudio observacional descriptivo retrospectivo anonimizado que
incluye 265 biopsias con aguja gruesa (BAG) parafinadas de pacientes con cancer
de mama del Area de Salud IT del Complejo Hospitalario de Cartagena (Murcia).
Se recopilan datos clinicos (edad, menopausia, recidiva, cirugia, tratamiento),
anatomopatoldgicos (subtipo histoldgico, subtipo molecular, estadio tumoral y
grado tumoral evaluado mediante la clasificacion de Nottingham) y resultados de
estudios IHQ: Ki67, p53, BCL2, receptor de estrégeno (RE) y progesterona (RP).
Ademas, se lleva a cabo una determinaciéon IHQ adicional de FSCN1 (55k-2;
Agilent Dako, Santa Clara, CA, EE. UU.) cuantificada por un método
semicuantitativo que evalta tanto el grado de porcentaje de celularidad tumoral
como el grado de intensidad de la expresion. También se realiza el recuento del
ratio TOP2A/CEP17 (CT-PAC008-OG; CytoTest® Rockville, MD, EE. UU.)



mediante estudio por inmunofluorescencia in situ (FISH) con posterior

clasificacion categorica.
Resultados:

La expresion IHQ de FSCN1, tanto en su forma agrupada como por
categorias, no muestra asociacion con la ratio o la clasificacion de las alteraciones
del gen TOP2A. FSCNI1 se asocia estadisticamente con: subtipo histologico
(p<0,001), subtipo molecular (p<0,001), receptores hormonales (RH) (p<0,001), BCL2
(p=0,003), Ki67 (p=0,002), y el grado histoldgico (p<0,001). TOP2A se asocia
estadisticamente con: subtipo molecular (p=0,041), Ki67 (p=0,048) y grado
histologico (p=0,033). En nuestro estudio, el subtipo molecular (p=0,037), se
presenta como una variable independiente de la respuesta histologica completa al
tratamiento neoadyuvante. El analisis multivariante relaciona respectivamente el
estadio patologico (p=0,002) y RE (p=0,004) como variables independientes con la

supervivencia global y el tiempo libre de enfermedad.
Conclusion:

No se evidencia relacion estadistica entre la expresién proteica de FSCN1 y
el nimero de copias del gen de TOP2A sobre biopsias BAG iniciales en el
diagnostico del cancer de mama. El método de evaluacién y los puntos de corte
para ambas determinaciones son variados y necesitan una unificacion para facilitar

y mejorar la comparabilidad en futuros estudios.

PALABRAS CLAVES: fascina, topoisomerasa, FISH, HER2, subtipo histoldgico,
cancer de mama, supervivencia, biologia molecular, Ki67, BCL2, triple negativo,
histopatologia



ABSTRACT

Introduction:

Breast cancer continues to be the leading cause of death among adult women.
Despite improvements in overall survival, clinical trials with new anticancer agents
are still being developed. Fascin-1 (FSCN1) is a crucial protein in the formation of
cytoplasmic cell anchoring structures, such as invadopodia, which participate in
cell invasion and motility. Topoisomerase 2 alpha (TOP2A) is a nuclear protein
capable of modifying the topology of DNA chains, participating in decatenation
and unwinding processes that facilitate transcription and cell division. Both
proteins play a significant role in tumor development and evolution. New drugs
are being evaluated, including the synthesis of new anthracyclines with less
toxicity and the development of anti-FSCN1 drugs, along with the modification of
indications for other drugs, as chemotherapeutic therapies in breast cancer. In this
research study, we assessed the expression of FSCN1 and the TOP2A ratio in initial
diagnostic breast cancer biopsies. Furthermore, additional clinical data and

standard immunohistochemical markers were incorporated into the analysis
Method:

This is an anonymous retrospective descriptive observational study that
includes 265 paraffin-embedded core needle biopsies from breast cancer patients
from the Health Area of Complejo Hospitalario de Cartagena (Murcia). Clinical
data (age, menopause, relapse, surgery, treatment), pathological data (histological
subtype, molecular subtype, tumor stage and tumor grade evaluated using the
Nottingham classification) and results of immunohistochemical studies: Ki67, p53,
BCL2, estrogen and progesterone receptors are collected. In addition, an
immunohistochemical determination of FSCN1 (55k-2; Agilent Dako, Santa Clara,
CA, USA) is carried out, quantified by a semi-quantitative method that evaluates
both the percentage of cellularity and the intensity of expression. The count of the
TOP2A/CEP17 ratio (CT-PACO008-OG; CytoTest® Rockville, MD, USA) is also
performed through an fluorescence in situ hybridization (FISH), followed by

categorical classification.



Results:

The immunohistochemical expression of FSCNI1, both in its grouped form
and by categories, does not show an association with the ratio or classification of
alterations in the TOP2A gene. FSCN1 is statistically associated with: histological
subtype (p<0.001), molecular subtype (p<0.001), hormonal receptors (p<0.001),
BCL2 (p=0.003), Ki67 (p=0.002), and histological grade (p<0.001). TOP2A is
statistically associated with: molecular subtype (p=0.041), Ki67 (p=0.048), and
histological grade (p=0.033). In our study, the molecular subtype (p=0.037) is
presented as an independent variable of the complete histological response to
neoadjuvant treatment. The multivariate analysis respectively relates the
pathological stage (p=0.002) and estrogen receptor (p=0.004) as independent

variables with overall survival and disease-free time.

Conclusion:

No statistical relationship is evident between the immunohistochemical
protein expression of FSCN1 and the number of TOP2A copies on initial BAG
biopsies in the diagnosis of breast cancer. The evaluation methods and cut-off
thresholds for both determinations are heterogeneous and require standardization

to enhance comparability in future studies.

KEYWORDS: fascin, topoisomerase, FISH, HER?2, histological subtypes
breast cancer, survival, molecular biology, Ki67, BCL2, triple negative,

histopathology
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I- INTRODUCCION

1.1. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La mama es una glandula de secrecion apocrina modificada presente en seres
humanos adultos tanto en hombres como en mujeres. Es un 6rgano doble situado
en la region anterior del térax, compuesto por: tejido mamario, tejido fibroso y
grasa. La mayoria del drgano se sittia sobre el musculo pectoral mayor en relacion
con la superficie de su fascia y lateralmente al hueso esternén. Una pequena
porcion se extiende hacia la axila. Otros musculos en relacion con la mama son: el
serrato anterior, el oblicuo externo y la vaina del recto anterior. En su superficie
muestra un revestimiento por piel similar al resto de torax y abdomen a excepcion
del complejo areola-pezén. La morfologia y el de las mamas varian

significativamente entre individuos.

El tejido mamario estd conformado por un sistema secretor compuesto por
los ductos mamarios y la porcion glandular de los lobulillos mamarios, que en los
hombres adultos suelen estar atroficos. Los conductos de secrecion se organizan de
forman convergente a través de un sistema de ductos confluyentes y ramificados,
similar a las ramas de un arbol, que parten de una unidad terminal ductolobulillar
hasta progresar a ductos de mayor tamafio (de menor a mayor tamaro, figura 1):
ductos terminales, ductos mayores, ductos galactéforos, senos galactoforos y por

ultimo el ducto colector previo paso a la salida a piel de la secrecion. La mama se

Inactiva Activa
Conductos

Conducto
interlobular
terminal

Senos 5 S 0 Senos
galactéforos S SN galactéforos

Unidades
secretoras
tubuloalveolares

Abertura de 5
~—1 los senos

Figura 1. Esquema de la ramificacion del sistema ductal en relacion con los lobulillos secretores.
(Junqueira y Carneiro: Histologia basica, 2005)

Abertura de los
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divide en 16bulos, cuya cantidad en el adulto varia entre 15 y 25 unidades. Estos
lébulos presentan una considerable variabilidad anatémica y carecen de limites
bien definidos. Sin embargo, existe cierta organizacion dependiente de los

diferentes conductos galactoforos.

La irrigacion arterial principal es llevada a cabo por: la arteria interna toracica
(también conocida como arteria mamaria interna), las arterias intercostales (ramas
de la arteria aorta) y la arteria axilar. El patron de distribucion de vasos y regiones
anatomicas de vascularizacion de estos muestra una gran variabilidad, incluso en

las mamas contralaterales del mismo individuo.

El drenaje venoso es también fluctuante y depende principalmente de un
drenaje profundo a cargo de las venas tordcicas internas. Otros posibles drenajes
menos caudalosos corren a cargo de la vena axilar, de las venas intercostales y de

las venas superficiales del cuello.

La inervacion de la mama es realizada por los nervios intercostales, desde el
segundo hasta el sexto, los cuales son ramas de los nervios espinales toracicos y

tienen naturaleza motora, sensitiva y vegetativa.

El drenaje linfatico resulta en este 6rgano fundamental para el estudio de la
metdstasis. Aunque variante, la mayoria del drenaje se realiza a través de la axila
(linfaticos de la region subclavia, axilar y subescapular). De manera mas escasa,
parte de linfa es drenada en la fascia interpectoral, nddulos de Rotter o mads
raramente al espacio retromamario. El drenaje a mama contralateral
(intermamario) es extraordinario y se describe principalmente cuando el sistema
principal de drenaje esta obstruido, aunque puede ocurrir de forma espontanea.

Para el manejo quirargico los ganglios mamarios se han divido segun su
relacién con el musculo pectoral menor en tres niveles (niveles de Berg):

e Nivel I: Los ganglios situados lateralmente al pectoral menor.
e Nivel II: Los ganglios situados entre los bordes del pectoral menor.
e Nivel III: Los ganglios situados medialmente al pectoral menor.

La mama es un érgano hormonodependiente cuya finalidad es la secrecion
de leche que permita la alimentacion bésica a través de la succidn del recién nacido.
La leche estd compuesta principalmente por agua, sales, anticuerpos y proteinas
que aseguran una nutricion basica en los primeros meses. La mama en la nifiez y

en la infancia en ambos sexos no presenta muchas diferencias. Es a partir de la
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pubertad, con el aumento de secrecion del estrogeno, donde se desarrolla por
completo las unidades lobulillares. En lo que respecta al ciclo menstrual, la mama
es un Organo variable. La primera quincena se muestra badsicamente inactiva
mientras que la segunda mitad del ciclo tras la fase lateo se produce una hipertrofia
e hiperplasia con presencia de mitosis. Esta fase termina si el nivel de estrogenos y
progesterona decae tras la menstruacion. Si ocurre el embarazo los estrogenos
promueven la movilizacion de tejido adiposo y la proliferacién de acinos. La
progesterona favorece el rebrote y la maduracion de los mismos. La prolactina es
la hormona fundamental en la sintesis de leche.

La mama lactante se caracteriza por acinos totalmente distendidos, con luces
ampliamente visibles y con secrecion eosindfila, cuando se tifien con Hematoxilina-
Eosina (HE), y pequenas vacuolas blanquecinas que se corresponden con lipidos.
La retirada de la succidn, base del reflejo neurohormonal oxitocina-prolactina,
ocasiona una regresion de la mama hacia su morfologia habitual entre

menstruaciones.

1.2. EMBRIOLOGIA DE LA MAMA

La mama se desarrolla sobre crestas mamarias que aparecen alrededor de la
quinta semana del desarrollo fetal. Se sittian a lo largo de la region ventral, desde
la axila hasta los muslos. Con el desarrollo la mayoria de este tejido embrionario
involuciona (si no lo hiciese del todo podria desarrollarse un tejido mamario
ectopico) dejando como remanente la porcion mas superior. Alrededor de la
decimocuarta o decimoquinta semana ocurre un condensamiento de la yema
mamaria con aparicion de abundante tejido epitelial en forma de cordones
primitivos que daran lugar a los lébulos de la mama. La expresion del factor
transformante de crecimiento alfa (TGF-a) [1] resulta vital en la diferenciaciéon y
desarrollo en etapas iniciales (figura 2). En etapas posteriores del desarrollo
aparecen las células mioepiteliales [2] procedentes de células basales siendo
fundamentales en la secrecion de los componentes de la membrana basal
(principalmente coldgeno IV y fibronectina). Procedente de la dermis un tejido mas
laxo envuelve el desarrollo del tejido mamario primitivo formando los ligamentos
suspensorios de Cooper [3]. Al final de desarrollo fetal, ocurre el desarrollo del
sistema glandular ramificado y la formacién del orificio de secrecion para los

conductos galactoforos terminales.
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Figura 2. Fases del desarrollo del sistema ductal. En letra A y B fases iniciales. C. Fase de formacion
ductal primitivo. D y E. Desarrollo de areola y maduracion del sistema ductal. (extraido de Pathology
of the Breast, Fattaneh A. Tavassoli, 1999)

1.3. DESARROLLO DE LA MAMA

Aunque el desarrollo no ocurre hasta la etapa de la pubertad, en mamas de
recién nacidos puede apreciarse una galactorrea del recién nacido (popularmente
conocida como “leche de bruja”) debido al paso transplacentario de hormonas
maternales que produce un tejido mamario de aspecto hiperpldsico y secretor. A
excepcion de este hallazgo, el desarrollo queda practicamente detenido hasta el
aumento de hormonas producidas por el eje hipotaldmico-hipofisario-gonadal.
Cuando aparece, se inicia la ramificaciéon de los ductos acompanandose del
desarrollo del tejido conectivo propio y de los acinos mamarios. En los hombres,
tanto durante la pubertad como en la adultez, puede ocurrir una ginecomastia
fisiologica (normalmente bilateral) o de naturaleza tumoral, debido al aumento de
los niveles de estrogeno y progesterona, principalmente a expensas del desarrollo

del sistema ductal y no de los lobulillos.
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1.4. HISTOLOGIA DE LA MAMA

1.4.1. Lobulillo mamario

El lobulillo esta formado por acinos revestidos por una doble capa celular.
Las externas, llamadas células luminales, presentan una morfologia ctibica y son
las encargadas de la secrecion del 6rgano. Las internas, las células mioepiteliales,
son de morfologia aplanada con citoplasmas claros, nicleos redondeados y bien
definidos, cuya funcidn principal consiste en la compresion del acino para el
drenaje de su secrecion. Esta capa mioepitelial se encuentra respetada en las
lesiones benignas, y como regla general, su pérdida orienta a lesiones infiltrantes
malignas. Los acinos drenan a un ducto terminal con una luz central revestida por
un epitelio luminal de aspecto mas cilindrico. Rodeando ala unidad ductolobulillar
se aprecia un estroma propio (tejido fibroso interlobulillar), algo mas laxo y claro
en HE, formado por fibroblastos que se distingue de forma facil a campos de
mediano aumento del resto del estroma de la mama (figura 3). Este estroma
muestra una sensibilidad a las hormonas similar a la del resto del lobulillo, lo que
explica su positividad para los receptores hormonales en las lesiones

fibroepiteliales mamarias.
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Figura 3. Histologia del lobulillo mamario. (Imagen propia)
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1.4.2. Ductos intermedios y terminales

Presentan un revestimiento doble similar al del lobulillo, con luces de mayor
didmetro, secreciones mas visibles y de coloracion rosada con HE. Los ductos de
mayor didmetro tienen una luz de contorno ondulante caracteristico, rodeado de

un estroma denso.

1.4.3. Piel y complejo areola-pezdon

La piel estd revestida por un epitelio plano estratificado queratinizado con
ortoqueratina y un niumero habitual de capas de queratinocitos. Los queratinocitos
son las células fundamentales de la epidermis y son altamente especializadas.
Poseen una morfologia variante poliédrica de bordes citoplasmaticos bien
definidos y proyecciones citoplasmaticas como pequefias espiculas, los llamados
desmosomas, que permiten una union estrecha entre ellas. Tanto la queratinizacion
como su intima relacion crean una capa aislante y resistente a la friccion. Por debajo
se encuentran la dermis y la hipodermis, con una morfologia similar a la del resto
del organismo. Por fuera de la zona del complejo areola-pezon (CAP) se aprecian
anejos cutdneos similares al resto del organismo: unidades pilosebaceas y
secretoras ecrinas (figura 4). Otras células presentes son células inflamatorias como
linfocitos maduros, aislados mastocitos, células presentadoras de antigenos y
macrofagos. En la zona de transicion entre el epitelio doble del conductor secretor
y el epitelio estratificado cutdneo, suele ocurrir un cambio brusco, a menudo
acompanado de metaplasia escamosa (transformacién de un tipo de epitelio en otro
debido a causas adaptativas). Aunque la enfermedad de Paget podria originarse en
esta transicion [4], existen teorias que orientan a una llegada de células tumorales

a través de la luz del seno galactoforo [5].

El pezdén es una zona prominente ubicada en la regiéon central de la mama,
donde desembocan los ductos galactoforos en pequefias dilataciones bajo la piel,
comunicandose directamente con el exterior. Alrededor se aprecian fasciculos
entrecruzados de musculatura lisa en relaciéon con los ductos galactéforos y
abundantes haces de nervios sensitivos. La areola muestra en la capa basal

epidérmica un aumento de la pigmentacion basal.
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Sobre la areola se distinguen macroscdpicamente otras protrusiones, los
llamados tubérculos de Montgomery, que consisten en glandulas sebaceas que
drenan directamente a la epidermis y cuya funcién principal es la lubricacion de la

zona, asi como actuar de agente bactericida.

Figura 4. Histologia del CAP. A la izquierda histologia con piel, glandulas sebaceas prominentes y
haces de musculatura lisa. A la derecha, dilataciéon y contornos irregulares de ductos galactéforos.
(Imagenes propias)

1.5. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA

El cancer de mama es el tercer tumor mas frecuente en Espafa en los datos
de GLOBOCAN 2020. Segtin las estadisticas publicadas en 2023 por la Sociedad
Espanola de Oncologia Médica (SEOM) a tenor de la base a los datos de la Red
Espanola de Registros de Cancer (REDECAN) en el afio 2020 hubo una incidencia
mundial del 125% y una prevalencia del 17,7% del total de tumores excluyendo los
cutaneos no melanicos (figura 5).
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Figura 5. Estimacion de la incidencia y mortalidad en hombres y mujeres de todas las edades
excluyendo tumores cutaneos no melanicos en 2020 en Espana. Fuente GLOBOCAN
https://gco.iarc.fr/today Acceso: febrero 2023

En lo que respecta a Espafia, considerando hombres y mujeres, la incidencia
es del 12,1% con un total de 34.088 casos con una mortalidad de 6.606 casos. La
estimacion de prevalencia a 5 afios es de 137.270 casos, lo que supone un 16%, cifra
muy similar al cancer de prostata (figura 6). En la figura 7 se aprecia la mortalidad

e incidencia en mujeres excluyendo tumores no melanicos.
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Figura 6. Estimacion de la prevalencia del cancer de mama a 5 afios (2020-2025) en Espafia en ambos
géneros. Fuente GLOBOCAN https://gco.iarc.fr/today Acceso: febrero 2023



CAPITULO I — INTRODUCCION 49

Breast

Colorectum

Lung

Corpus uteri

Thyroid

Pancreas

Non-Hodgkin lymphoma

Bladder

|

Melanoma of skin

Incidence
W Wortality

=)
|

4000 8000 12000 16 000 20 000 24000 28 000 32000
v

Data source: Globocan 2020
Graph production: Glubal Cancer
Cbservatory (nTpig

Numbers

Figura 7. Estimacion de la incidencia y mortalidad en mujeres espafolas de todas las edades
excluyendo los tumores cutaneos no melanicos. Fuente GLOBOCAN https://gco.iarc.fr/today Acceso:
febrero 2023.

La estimacion para 2023 es de 35.001 nuevos casos ocupando el segundo lugar
tras el cancer colorrectal. El nimero de casos prevalentes totales en 2020 es de
516.827. Por género, sigue siendo el tumor mas frecuente en mujeres con una tasa
de incidencia de 110 por cada 100.000 mujeres en el afio 2023. Respecto a la
poblacién mundial, las cifras tanto de incidencia como de mortalidad son algo mas
dispares. En paises desarrollados, como por ejemplo en Australia y Nueva Zelanda,
la incidencia se sitia en 95,5 por 100.000 casos estandarizada por edad, lo que
denota incidencias mayores en relacion con las campanas de cribado,
concienciacién y facilidad de acceso al sistema sanitario. En cambio, regiones del
este de Africa y del centro sur asidtico, con un 26,2 por 100.000 casos estandarizada
por edad, refleja el polo opuesto (figura 8). La mortalidad también se modifica
segun el drea geografica, aunque ésta no es tan dispar. Las campanas de cribado a
través de mamografias en la poblacién objetivo [6], junto con una mayor
concienciacién de la poblacidn, han incrementado la prevalencia de la enfermedad
en los ultimos afios [7]. La adherencia a estos programas de cribado es desigual,
con influencias regionales mas marcadas. Los principales factores son: el nivel
socioeconomico, el desconocimiento de la enfermedad y las restricciones de acceso
a los sistemas de salud [8]. La mortalidad en 2020 fue de 6.572, lo que representa el
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15,1% de las defunciones por cancer en mujeres. De estas defunciones, el 58%
correspondio a mujeres de 70 afios o mas. En el ultimo medio siglo se ha visto en

Espafa un descenso de la tasa de mortalidad a partir del afio 2006 [9].
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Figura 8. Incidencia y mortalidad estimada por grupo de edad estandarizado por regiones
geograficas. GLOBOCAN 2020.
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1.6. CARCINOGENESIS EN EL CANCER DE MAMA

1.6.1. Factores de riesgo no modificables

El principal factor de riesgo, aparte del sexo, es la edad. La incidencia del
cancer de mama aumenta con la edad. Por esta razon, la practica mayoria de paises
poseen un primer pico de incidencia del cdncer mamario situada en mujeres
mayores de 40 anos [10]. El riesgo de cdncer de mama varia segun la zona
geografica, siendo mayor en poblaciones de Europa, Australia y Norte América,
aunque el factor ambiental sigue siendo relevante al evidenciarse que las primeras
y segundas generaciones de poblaciones emigrantes adquieren similares valores de

riesgo que la poblacion local. La etnicidad es un factor independiente de riesgo [11].

El poseer antecedentes familiares de cdncer de mama, teniendo en cuenta
tanto el grado de parentesco como la edad de presentacion, es otro factor
primordial en el cancer de mama. Brewer et al [12], en un estudio de cohorte
britanico, demostraron que el nimero de familiares afectos era importante, con un
incremento de tasa de 1,75 a 2,5 veces de padecer cadncer cuando se tenian dos o

mas familiares afectos en vez de uno.

La menarquia tardia (retrasos de 1 afio en la menarquia reduce el riesgo de
cancer de mama en un 5%), la menopausia temprana y la ooforectomia reducen el
tiempo de exposicion estrogénica lo que se traduce en un menor riesgo del cancer

de mama [13].

En lo que respecta a los hombres, una edad avanzada, un desequilibrio
hormonal, la exposicion a radiacion previa y poseer antecedentes familiares de
cancer de mama, especialmente en familias portadoras del gen breast cancer gen 2,

(BRCA2), se ha asociado a un mayor riesgo de cancer de mama [14].

1.6.2. Factores de riesgo modificables

La presencia de estrogenos sobre la mama, tanto enddgenos como exogenos,
es uno de los principales factores de riesgo. En la actualidad, el aumento de mujeres
nuliparas, el mayor retraso del primer parto, el menor tiempo de lactancia, el uso
de anticonceptivos y las terapias hormonales sustitutivas suponen una mayor

exposicion al estrogeno durante toda la vida fértil y no fértil de la mujer [15].
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El consumo de alcohol puede elevar los niveles en suero de estrégeno con la
consecuente activacion hormonal con mayor relacion de los canceres con RH
positivos. La relacion entre fumar y cancer de mama es discutida, a pesar de cada
vez existe mayor evidencia de un mayor riesgo de desarrollar cancer de mama
cuando mas temprana es la edad de fumar y también en mujeres que fuman y
beben simultdneamente [16]. La asociacion entre la diabetes mellitus y el cancer de
mama ha sido estudiado mediante metaanalisis, con un resultado de asociacién

positiva como factor de riesgo [17].

El consumo de isoflavonas tiene un efecto protector contra el cincer de mama
en poblaciones asidticas [18]. El establecimiento de las dietas ricas en grasa
saturadas del mundo occidental se ha relacionado con un incremento de mayor
mortalidad y peor pronostico. En la literatura se describe una relacion entre el
indice masa corporal y riesgo de cancer de mama (el aumento de grasa produce
liberacion de estrogenos débiles como el estradiol) en casos de cdnceres con RH
positivos [19].

El ejercicio fisico mantenido estd asociado con una reduccion en el riesgo del
cancer de mama, hecho que parece ser independiente de su efecto sobre el paniculo
adiposo [20]. No se ha demostrado un efecto del estrés auto percibido sobre la
incidencia del cdncer de mama [21], aunque un estudio sobre una cohorte de
enfermeras con turnos nocturnos si aprecié un aumento de riesgo en relacién con
las alteraciones de secrecion de melatonina [22]. La mayor paridad, y sobre todo

cada nacimiento adicional, reduce el riesgo de cancer en un 10% [13].

En un metaandlisis de valoracion radiologica basado en el sistema de
clasificacion Breast Imaging-Reporting and Data System (BIRADS), ha reflejado que
tener masas densas (tejido mamario denso) esta significativamente asociado con un
mayor riesgo de padecer cancer de mama, hasta dos veces mas, en comparacion
con tener tejido mamario disperso. Por ello, el estudio de resonancia magnética

nuclear (RMN) de rutina se estd sugiriendo en este tipo de mama [23].

La microbiota cutdnea de la mama muestra resultados preliminares de ser un
factor de riesgo modificable en el cancer de mama [24]. La radiacidn ionizante es
otro factor de riesgo, con un mayor riesgo observado en nifias expuestas antes de
los 20 afios y un riesgo nulo o minimo en mujeres expuestas después de la

menopausia. Este hecho es dificil de medir y valorar en la poblacion real [25].
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1.7. CLASIFICACION HISTOLOGICA DEL CANCER DE MAMA

El sistema de clasificacion de la 52 Edicion de “WHO Classification of tumors”
de los tumores epiteliales malignos de mama publicado por la World Health
Organization (WHO) se basa en tumores: que no muestran un subtipo especifico, en
inglés “no other subtype” (NOS), y otros que son clasificados con un subtipo
particular. En el caso de los primeros, si pueden mostrar algin patrén morfologico

especial, algunos de ellos incluso se han considerado subtipos hasta la 42 edicion.

Los patrones histoldgicos del carcinoma NOS encontramos: patréon medular,
carcinoma infiltrante con diferenciacion neuroendocrina, carcinoma con células
estromales gigantes tipo osteoclasto, patron pleomorfico, patrén sebaceo, patréon
melanocitico, patrén oncocitico, patron coriocarcinomatoso, patron rico en lipidos

y patron claro rico en glucdgeno.

Como subtipos reconocidos en la ultima edicion encontramos: carcinoma
lobulillar infiltrante, carcinoma tubular, carcinoma mucinoso,
cistoadenocarcinoma mucinoso, carcinoma micropapilar infiltrante, carcinoma con
diferenciacidon apocrina y carcinoma metaplésico. La mayoria de ellos requiere que
los hallazgos observados supongan mas del 90% de la lesion, permitiéndose el uso

de “carcinoma mixto” si este porcentaje no alcanza dicha cifra.

Otros tumores mamarios mas raros muestran una similitud con los tumores
salivares y se clasifican en un grupo aparte, entre ellos: carcinoma de células
acinares, carcinoma secretor, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma adenoide
quistico, carcinoma con polaridad inversa de célula alta y adenocarcinoma

polimorfo.

1.7.1. Carcinoma infiltrante NOS

El término “no other subtype” (NOS) es el utilizado segiin recomendaciones de
la WHO [26] para dar cabida la gran mayoria de canceres primarios mamarios de
origen epitelial que no muestran unas caracteristicas histologicas definitorias en un
mas de 90% de su extensién. En ocasiones, si otro subtipo especifico, que
habitualmente representa entre el 10% y el 90% de la muestra, se presenta junto al
NOS, se puede utilizar el término carcinoma mixto. En el carcinoma NOS

habitualmente se visualizan focos de carcinoma ductal in situ.
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Histologicamente, muestra una proliferacion de estirpe epitelial que, en
tumores de bajo grado, se caracteriza por un patron de crecimiento en cordones,
trabéculas o ductos con luces visibles y células con leve atipia. En tumores de alto
grado, presenta un patrén de crecimiento mas sélido, con escasa formacion de luces
y una atipia celular marcada. Alrededor del componente epitelial, el mesénquima
se dispone en ocasiones con un aspecto desmopldsico y en otras fibroso-
colagenizado [26]. El carcinoma NOS puede presentar patrones morfoldgicos

especiales como fue comentado anteriormente.

1.7.1.1. Carcinoma infiltrante NOS con patrén medular

Este patrén, con una tasa de reproductividad entre observador baja, se
caracteriza por un crecimiento difuso con bordes pujantes de células con escaso
citoplasma que tienden a fusionarse dando un aspecto de sincitios. Se acompana
de una poblacion inflamatoria crénica consistente en linfocitos maduros sin atipia,
fendmeno que podria estar en relacion con un mejor prondstico de éste respecto a
otros carcinomas de alto grado [27,28]. La presencia de abundantes linfocitos hace
necesario descartar un linfoma como principal diagnostico diferencial. Muestra
habitualmente RH negativos y HER2 negativo lo que lo asemeja a otros carcinomas
triples negativos (TN). Estudios han relacionado una cierta relacion con mutaciones
en el breast cancer gen 1 (BRCAL1) [29,30] aunque existe hoy en dia una discrepancia
al respecto [31]. Se ha observado una expresion elevada de programmed Death-ligand
1 (PDL1) en comparacién con otros tumores TN, lo que podria explicar su mejor

prondstico [32].

1.7.2. Carcinoma lobulillar infiltrante

Este subtipo representa alrededor de un 5-15% del total del cancer de mama
[33]. Se caracteriza por una proliferacion tumoral con un patrén de cordones de una
célula de grosor o sueltas en un estroma de aspecto fibroso y desmoplasico,
apoyado por la pérdida de expresion de E-cadherina [34,35] visto en ocasiones. Las
células tumorales suelen disponerse con cierta frecuencia de forma concéntrica en
forma de “diana” alrededor de ductos sin alteraciones [36,37]. El ratio
nucleo/citoplasma es equilibrado con ntcleos alargados y habitualmente
hipercromadticos en ocasiones con vacuola citoplasmatica [38]. Muestra una

positividad marcada para RE [39] y escasa sobreexpresion para HER2 [40].
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Patrones sdlidos y alveolares son menos frecuentes. El llamado carcinoma
lobulillar pleomorfico exhibe un grado mayor de pleomorfismo con nucleos de

cuatro veces mayor que el de un linfocito y con aumento de la tasa mitdtica [41].

Por ultimo, el patron tabulo-lobulillar se define como una mezcla de areas

de aspecto tubulares clasicas y células uniformes en un patrén lineal [42].

1.7.3. Carcinoma tubular

Es un subtipo de buen pronodstico [43] que representa apenas un 1-2% del
total de los casos del cancer de mama [44]. Muestra una infiltraciéon por tabulos,
que debe representar mas del 90% del tumor [26], con luces contorneadas-
anguladas y revestidas por una tunica capa de epitelio, sin presencia de
mioepiteliales, de nticleos con nula o escasa atipia. Su patron tubular ha sido
cuestionado en estudios posteriores, ya que los analisis tridimensionales sugieren
que éstos representan mas una morfologia en “collar de cuentas” [45]. Su tendencia
a la formacién de glandulas, escasa atipia y reducida cantidad de mitosis, lo define
como un tumor grado 1 per se. Su expresividad para RE es frecuente [46] y rara vez
se evidencia amplificacion de HER2 [47]. Su diagnostico suele ser sencillo, excepto
en el caso de dos lesiones que muestran tabulos con hallazgos similares pero con
mioepiteliales o al menos presencia parcheada de las mismas: la adenosis

esclerosante y la cicatriz radial.

1.7.4. Carcinoma con diferenciacion apocrina

Muestra una incidencia en pacientes mds mayores y con una prevalencia
escasa del 1% [48]. Histologicamente se distingue por ser una neoplasia sélida de
células de moderado-gran tamafio con un citoplasma amplio y bien definido
eosindfilo que se corresponden con mitocondrias [49]. Estos hallazgos deben
representar al menos el 90% de la neoplasia. Los ntcleos tienen escasa atipia, con
binucleaciéon ocasionalmente e indice mitdtico moderado. Su alta frecuencia de
expresion para receptores de andrdgenos (RA) es caracteristico de su panel IHQ
[50,51] que se acompana de la pérdida de la expresion para el resto de RH. El
diagnostico diferencial principal es con las neoplasias histiocitarias o derivadas de
células de Schwann que son CD68 positivas pero negativas para coctel de
citoqueratinas (CK).



56 ALBERTO SANCHEZ ESPINOSA

1.7.5. Carcinoma cribiforme

Este subtipo se caracteriza por la presencia de un componente epitelial
invasivo con una morfologia de islas tumorales (>90% de la lesion) que muestran
luces en su interior, hecho que asemeja a una criba (“cribiforme”). Si el porcentaje
es menor, habitualmente asociado a un carcinoma tubular, se recomienda notificar
como un componente mixto [52]. Las células son monomorfas de morfologia
ctbico-cilindricas que se disponen alrededor de luces secundarias. Estas muestran
un contenido mucinoso en el interior de la luz. No se evidencian hallazgos

macroscopicos distinguibles. Se considera un tumor de bajo grado [52].

Muestra un alto indice expresién para RE y RP con un HER2 negativo,
tipicamente con una subclasificaciéon molecular de luminal A en la mayoria de las
series consultadas [53,54]. Su prondstico es bueno, similar al de otros canceres de

bajo grado, hecho que se ve mas favorecido cuando se presenta de forma pura [52].

Los diagndsticos diferenciales principales que se plantean son: el carcinoma
adenoide quistico [53] que muestra una expresion habitual para CD117 [55]; y la
esferulosis coldgena, lesion benigna, que se distingue por una poblacion tnica de
mioepiteliales en un patrén no infiltrativo que poseen una tincion IHQ para células

mioepiteliales: 5100, calponina y actina de musculo liso [56].

1.7.6. Carcinoma micropapilar invasivo

Este tumor posee una escasa incidencia, menor del 2%, y suele presentarse en
juntos a otros tipos de cancer de mama [57]. Respecto a otros carcinomas de similar
tamarnio se notifica un peor prondstico y una invasion linfovascular mas frecuente
[58].

Histolégicamente se caracteriza por mostrar, en al menos un 90% de la
muestra, un patrén sélido de pequenos grupos llamados morulas, sin luces
centrales ni presencia de ejes vasculares. Se disponen en pequefias lagunas
producidas por un artefacto de retraccion respecto al estroma adyacente. Estas
morulas muestran siempre su cara apical hacia el estroma que las rodea, lo que se
denomina patrdén de crecimiento “de dentro hacia fuera”, que se aprecia mejor con
la expresion IHQ de MUCT. Las células tumorales son de tipo ctuibico-cilindricas
con una atipia nuclear moderada-intensa y con un citoplasma denso eosinofilo. El

subtipo mucinoso de este cancer consiste en la presencia de células tumorales en
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morulas rodeadas por lagos mucinosos. Una alta expresion de RH es lo mas
habitual lo que permite su subclasificacion molecular como luminal A o luminal B.
La expresion de HER?2 oscila entre un 10-30% [59].

1.7.7. Carcinoma mucinoso

La principal caracteristica histoldgica es la presencia de células tumorales en
pequenos grupos flotando en material de naturaleza mucinosa extracelular, en
forma de grandes piscinas con un estroma fibroso interpuesto entre ellos con vasos
sanguineos. Macroscdpicamente también muestran hallazgos que difieren del resto
debido a la habitual y caracteristica presencia de nddulos quisticos con contenido
untuoso-mucinoso [60], lo que explica sus caracteristicas ecograficas y radioldgicas

diferenciales.

Clasicamente conocido como carcinoma coloide, en la actualidad se

consideran dos grandes subtipos [61], aunque sin diferencia pronodstica:

e Puro o tipo A: lesiones hipocelulares consistentes en grandes lagos de
mucina con agregados sdlidos celulares.
e Mixto o tipo B: lesiones mas hipercelulares con diferenciacion

neuroendocrina.

Aungque se considera un tipo de cdncer de bajo grado y el patrén IHQ habitual
es el subtipo molecular luminal A, se ha demostrado que el patréon transcriptémico
de este subtipo difiere del NOS [62], lo que se traduce en ausencia de ganancias de
1q o pérdida de 16q ni mutaciones en la fosfoinositol 3-cinasa polipéptido catalitico
alfa (PICK3CA), si presentes en el resto de carcinomas de bajo grado [63]. La
presencia de mucina plantea el diagndstico diferencial con lesiones de tipo
mucocele [64] las cuales se diferencian por: presencia de células epiteliales
aplanadas en la periferia de la lesion, ausencia de atipia y conservacion de la capa
mioepitelial. La mucina puede apreciarse en casos de carcinoma lobulillar
infiltrante con abundante mucina extracelular [65]. La metastasis de otro carcinoma
mucinoso debe ser descartada. La morfologia en anillo de sello no asocia la
presencia de mucina extracelular. Respecto al adenocarcinoma mucinoso debemos
presenciar en este ultimo un revestimiento epitelial en la pared y una expresion

IHQ mas frecuente del subtipo molecular luminal B [66].
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1.7.8. Carcinoma papilar infiltrante

Neoplasia maligna caracterizada por la presencia de células tumorales que
crecen en pequenas estructuras papilares, rodeadas de células con atipia moderada
y una clara ausencia total de capa mioepitelial tanto en los ejes de las papilas como
en la periferia de la lesion (figura 9). Deben ser diferenciadas de otras lesiones
papilares de la mama como: el carcinoma intraductal papilar, el carcinoma papilar
solido o el carcinoma papilar encapsulado. A pesar de compartir hallazgos
similares, la correcta valoraciéon del borde invasivo, IHQ tipica de células
mioepiteliales, valoracion de capsulacion y disposicion solida extensa de la lesion
permite el diagnostico diferencial en la mayoria de las ocasiones [67]. Metastasis de
otros organos deben ser descartadas en primer lugar debido a la baja incidencia de

este tumor primario mamario.

Molecularmente presentar alta expresividad para RE, alta prevalencia de
mutaciones PIK3CA, bajo ratio en alteraciones de p53 y menor aberracion en el
numero de copias de genes [68].

o= c At
Figura 9. Carcmoma micropapilar mﬁltrante Se aprecian nidos tumorales flotando en materlal de

aspecto mucinoso. Los nidos no muestran un eje vascular. (Imagen propia)

1.7.9. Carcinoma adenoideo quistico

Es una neoplasia maligna bifdsica formada por un componente epitelial
luminal con diferenciacion glandular, sebdcea o escamosa con positividad para

CK7 con formacion de pseudoluces; y otra mioepitelial con un inmunofenotipo



CAPITULO I — INTRODUCCION 59

basal (p40+, S100+ y calponina+). Ademads, con HE se aprecia un material tipo
membrana basal eosindfilo y matricial mas basdfilo habitualmente alrededor y
dentro de las pseudoluces glandulares. Este tumor es raro [69], y es similar a los

de glandula salival.

La fusion de los genes MYB-NFIB es la mas frecuente [70]. Se subclasifican
en: el tipo clasico, el subtipo basaloide quistico [71] y el subtipo con transformacion
a alto grado. En este ultimo, la atipia celular es mas pronunciada, y se observan
signos de mal prondstico, como la invasion perineural [72]. Esta diferenciacion se
asocia con un prondstico mds favorable en el tipo cldsico y menor en el de
transformacion a alto grado sin clara significancia actual por la escasez de casos

reportados [73].

El tipo cldsico muestra un inmunofenotipo TN con una expresion para CD117

en sus células luminales [74].

1.8. CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA

En la actualidad, el avance y la mayor accesibilidad a los estudios
moleculares han permitido una clasificacion clinica mas precisa del cancer de
mama. La expresividad de patrones genéticos diferentes ha facilitado la integracion
de la biologia molecular en los planes de tratamiento oncoldgicos [75], al
proporcionar informaciéon de respuesta al tratamiento y prondstico de los

pacientes.

1.8.1. Clasificacion integral por agregados

El cdncer de mama es un tumor poco homogéneo [76], con muchas variantes
genéticas implicadas. Se han desarrollado estudios transcriptomicos debido a la

necesidad de unificar grupos que reflejen un prondstico y tratamiento similares.

A través del nimero de copias gendmicas y de la expresion genética,
mediante la secuenciacién del acido desoxirribonucleico (ADN) y la secuenciacion
del 4cido ribonucleico (ARN), se clasificaron en 10 subgrupos diferentes, llamados
“Intclusters” [77] que reflejaron una supervivencia y respuesta al tratamiento

diferente.
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El estudio de genes de los canceres de mama TN ha permitido clasificarlos en
4 subtipos “TNBCtype-4" [78]: tipo basal 1, tipo basal 2, mesenquimal y luminal con
RA.

1.8.2. Clasificacion intrinseca del subtipo

Aunque la realizacion de paneles de genes que proporcionan informacion
sobre el riesgo de recidiva es algo que en la actualidad sigue en auge, en ST. Gallen
en 2013, se propuso una clasificacion molecular subrogada por IHQ, con mucha
semejanza a la obtenida por estudios moleculares. Se plante6 en casos donde el
acceso a estudios de biologia molecular es inexistente o costoso. Con los valores de
RE, RP, estado de HER2 y Ki67 se subdivide el cancer de mama en: Luminal A,
Luminal B HER2 negativo, Luminal B HER2 positivo, HER2 enriquecido y triple
negativo [79].

e Luminal A.

o Todos los siguientes: RE positivo, RP positivo, HER2 negativo y
Ki67 bajo (<14% o 20% segun otras series).

e Luminal B HER2 negativo.
o Todos los siguientes: RE positivo y HER2 negativo.

o Al menos uno de los siguientes: Ki67 elevado, RP bajo o negativo y
alto riesgo de recidiva por estudios moleculares.

e Luminal B HER2 positivo.
o Todos los siguientes: RE positivo, HER2 positivo, cualquier Ki67

elevado y cualquier expresiéon para RP bajo o negativo.
e HER?2 enriquecido.
o Todos los siguientes: RE negativo, RP negativo y HER2 positivo.
e Triple Negativo (TN).
o Todos los siguientes: RE negativo, RP negativo y HER2 negativo.

1.9. ESTADIAJE TUMORAL. TNM

El estadiaje tumoral es un sistema que permite una codificacion del tumor en

unos grados, llamados estadios, fundamentales para el tratamiento y prondstico
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tumoral, a través de un sistema internacionalmente establecido que permite
extrapolar los datos. El sistema mas utilizado es el TNM de la AJCC (American Joint
Committee on Cancer), cuya ultima version es la 87, publicada en 2017. El estadiaje
patologico, que queda reflejado por el sufijo pTNM, se basa en los hallazgos
macroscopicos y microscopicos de las piezas de reseccion. La letra T se refiere al
tamafo tumoral, la N a la afectacion ganglionar metastasica regional y la M a la
existencia de metastasis a distancia. La clasificacion TNM tanto clinica como
patologica coincide en T pero difiere en el resto, mostrandose a continuacion los
especificos para pN y pM (ver tabla 1, tabla 2 y tabla 3). Con la combinacion de
estas tres clasificaciones el cancer de mama se divide en diferentes estadios (tabla
4).
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Tabla 1. Clasificaciéon TNM 82 Edicion para el apartado de Tumor primario (T).

TUMOR PRIMARIO (T)

TO No evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ.

Tumor de 2 cm 0 menos de mayor extension.

) Microinvasion de extensiéon maxima 0,1

TImi

CIm 0 Menos.

Mas de 0,1 cm de invasién, pero no mas de
Tla . .

0,5 cm de extension maxima.

Mas de 0,5 cm pero menos de 1 cm de
T1b . o

extension maxima.

Mas de 1 cm pero menos de 2 cm de
Tlc » .

extension maxima.

Tumor de mas de 2 cm pero menos de 5 cm de extension maxima.

Tumor con mas de 5 cm de extension maxima.

Tumor de cualquier tamafio con afectacion de la pared toracica y/o

ulceracion de la piel.

i Invasion a pared tordcica (no incluye la
invasion tnica del musculo pectoral).
Ulceracién, nodulo cutaneos satélites

T4b ipsilaterales o edema de piel (incluida la
llamada “piel de naranja”).

T4c Combinacion de T4a+T4b.

T4d Carcinoma inflamatorio.
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Tabla 2. Clasificacion TNM 82 Edicion para el apartado de metastasis ganglionares regionales (pN).

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

AU Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales.

SO Micrometastasis; o metastasis de 1 a 3 ganglios axilares ipsilaterales; y/o
ganglios de la mamaria interna con metastasis detectada por biopsia pero no

clinica.

Micrometastasis (mayor de 0,2 mm y/o 200 células pero no mayor de

pN1mi
2 mm).
Metastasis de 1 a 3 ganglio/s axilar/es incluyendo al menos 1 con
e (e , y
una metastasis de mas de 2 mm de extension mayor.
N1b Ganglios mamarios internos con metastasis sin evidencia clinica de
P

afectacion.

pNlc | Combinacién pNla (sin restriccién de tamafio) y pN1b.

APl Metastasis de 4-9 ganglios axilares ipsilaterales; ganglios mamarios internos

clinicamente detectados en ausencia de metastasis en ganglios axilares.

Metastasis de 4-9 ganglios incluyendo al menos un deposito mayor

pN2a .
de 2 mm de extension maxima.
b Metastasis en ganglios mamarios internos clinicamente detectados
P2 en ausencia de metdstasis de ganglios axilares.
pN3 Metastasis en 10 o més ganglios axilares ipsilaterales (al menos uno

pN3a | con un depdsito mayor de 2 mm de extensiéon maxima) o metastasis

en ganglios infraclaviculares o nivel III.

Metastasis clinica en ganglios mamarios internos ipsilaterales con
N3b ganglios axilares positivos; metéstasis en mas de 3 ganglios axilares
P

con ganglios mamarios internos con micro o macrometdstasis

detectada por ganglio centinela pero no clinicamente.

pN3c | Metastasis en ganglios supraclaviculares ipsilaterales.
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Tabla 3. Clasificacion TNM 82 Edicion para el apartado de metastasis a distancia (pM).

METASTASIS (M)

pMO No metdstasis a distancia.

pM1 Metastasis a distancia confirmadas microscopicamente.

Tabla 4. Estadio del cancer de mama.

ESTADIO

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1(T1mi incluido) NO MO
Estadio IB T0, T1 N1mi MO
TO, T1 N1 MO

Estadio ITA
T2 NO MO
T2 N1 MO

Estadio IIB
T3 NO MO
T0, T1, T2 N2 MO

Estadio IITA
T3 N1, N2 MO
Estadio IIIB T4 NO, N1, N2 MO
Estadio ITIC Cualquier T N3 MO
Estadio IV Cualquier T Cualquier N M1

1.10. CRIBADO RADIOLOGICO Y TOMA DE MUESTRAS EN EL CANCER DE MAMA

1.10.1. Cribado radioldgico del cancer de mama

La evolucidon relativamente lenta del cdncer de mama ha permitido
desarrollar sistemas de cribado bastante unificados internacionalmente. En Espana
se instauro en el ano 2006 a través de un cribado poblacional de mujeres con una
edad comprendida entre 50 y 69 afios mediante una mamografia cada 2 afos. En el
afno de 2024 en el Sistema Murciano de Salud (SMS) el cribado incluird a mujeres

entre 47 y 70 afios. Actualmente se dispone de un alcance tedrico del 100% de la
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poblacion. Estudios retrospectivos estiman que la presencia de un cribado puede
llegar a reducir la mortalidad alrededor de al menos un 20% [80]. En la actualidad,
aun existen discrepancias sobre cudl es la técnica que mejor se ajusta a la mayoria
de las mujeres. Ademds, la creciente vision de sistemas de cribado mas
personalizados permite ofrecer la técnica con mayor capacidad de deteccion,
dependiendo de la fisiologia y las caracteristicas propias de cada mama. A pesar
de parecer poco relevante, el sobrediagnostico y sus consecuencias econdmicas,
estéticas y fisicas, que pueden atribuirse a la actitud posterior a una técnica de
cribado, son cuestiones importantes. La presencia de falsos positivos y el aumento
de la incidencia de canceres radioinducidos son también algunos de las mayores
incertidumbres. Por ello, es necesario encontrar un equilibrio entre las estrategias
preventivas para mujeres con alto riesgo de padecer cancer de mama y aquellas con

menor riesgo [81].

La mamografia digital, mamografia de contraste, tomosintesis, ecografia y
RMN son las técnicas radiologicas mas frecuentes. La mamografia digital es la
técnica de cribado habitual [82].

La RMN muestra una mayor sensibilidad por lo que es habitual emplearla,
en conjunto con el resto de las técnicas, para el cribado de mujeres de alto riesgo,
por ejemplo, en pacientes portadoras de mutaciones del gen breast cancer gene
(BRCA) [83]. La tomosintesis, capaz de crear imagenes tridimensionales de la
mama en comparacion con imagenes bidimensionales de la mamografia clasica, ha
ido complementando y desplazando en los tltimos afos a esta ultima, a pesar de
que muestra algunos inconvenientes: mayor tiempo de interpretacion, mayor dosis
de radiacion, mayor coste y sobrediagnostico [82]. La tomosintesis si ha mostrado
cierta mejora en la deteccion del cancer de intervalo (el que se origina entre dos
pruebas de cribado) [84]. La mamografia de contraste valora la neovascularizacion
tumoral a través de un contraste basado en yodo y la atenuacion de los rayos X
respecto al yodo y a los tejidos blandos mamarios [85]. Muestra valores estadisticos
similares a los de RMN [84], por lo que es considerada por algunos autores como
una candidata a ser la técnica inicial de cribado. Aunque su incidencia es menor, el

cribado de cancer de mama en hombres no existe en nuestro medio.
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Para clasificar los resultados radioldgicos se desarrollo el sistema BI-RADS
por el American College of Radiology. Se expone en la tabla 5 las categorias recogidas

en su 5?2 Edicion:

Tabla 5. Categorias BI-RADS 52 Edicion.

L Riesgo de
Significado L.
malignidad
0 Estudio no satisfactorio, se aconseja repetir. No procede
1 Mama normal. 0%
) Benigna, probabilidad de cancer similar a la poblacion 0%
general.
3 Hallazgos probablemente benignos. 0-2%
Probablemente maligna (requieren biopsias).
4 e Categoria 4A: Baja sospecha de malignidad. >2-10%
e Categoria 4B: Sospecha intermedia de malignidad.| >10-50%
e Categoria 4C: Sospecha elevada de malignidad. >50%-95%
Altamente sugerente de malignidad. >95%
Malignidad confirmada histologicamente. 100%

1.10.2. Toma de muestra citologica e incisional

La obtencion de material para estudio anatomopatoldgico puede realizarse a
través de: puncidn aspiracion con aguja fina (PAAF), biopsia gruesa (BAG) o

biopsia asistida por vacio (BAV).

1.10.2.1. PAAF

La PAAF es una técnica de obtencion de muestra citoldgica rapida, facil de
ejecutar, sin complicaciones relevantes, rdpida de ver y de coste muy reducido.
Tiene una sensibilidad superior al 80% y una especificidad de mas del 95% [86].
Ganglios axilares o lesiones metastdsicas pueden ser estudiadas con esta técnica.
Sin embargo, posee una curva de aprendizaje elevada y requiere la necesidad de
una correcta correlacion con los datos radioldgicos. Es de indole terapéutica en
lesiones quisticas benignas. Aunque en la practica diaria se puede realizar sin

necesidad de ecografia en lesiones bien delimitadas y superficiales, se aconseja
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llevarse a cabo en conjunto con una prueba de imagen, habitualmente la ecografia,
para lesiones mal delimitadas, pequefas y de dificil acceso [87]. Es necesario la
presencia de un adaptador (por ejemplo, una pistola de Cameco) que facilite la
ejecucion de la técnica con una mano mientras la contraria permite limitar el area a
puncionar. Una jeringa y aguja (habitualmente entre un calibre 18G-25G) sobre el
adaptador, permite succionar células mientras se ejecutan movimiento circulares
que aumenten el desprendimiento celular. Tras la extension del material en
portaobjetos, las muestras se tifien habitualmente con la tincion de Papanicolaou o
una tincion de Romanowsky (derivado de la tincion de Giemsa, con nombre
comercial Diff-Quick). Fijar material directamente sin extender, lo que se conoce
como citologia liquida, posibilita llevar a cabo citologia en monocapa o bloque

celular y con ello efectuar estudios inmunocitoquimicos o moleculares [87].

Similar a la clasificacion BI-RADS, existen categorias diagnosticas
citoldgicas: no apto para diagnostico, negativo para malignidad, atipia, sospechoso
de malignidad y positivo para malignidad. La PAAF es una técnica de
aproximacion diagnostica que, cuando es sospechosa o positiva para malignidad,
requiere técnicas adicionales como la BAG para obtener material que permita la
confirmacion histologica y la realizacion de estudios adicionales. Entre las
limitaciones de la PAAF encontramos: incapacidad de distinguir entre displasia de
alto grado intraductales y lesiones realmente infiltrantes, no permitir la
clasificacion de lesiones papilares y mucinosas, dificultad para el diagnostico de
lesiones benignas que simulan malignidad (por ejemplo, adenosis esclerosante) y

dificultad para diferenciar entre las lesiones benignas.

1.10.2.2. BAG

La BAG, o en inglés conocida como “core needle biopsy”, es una prueba
diagndstica incisional en la que se utiliza un dispositivo cargado con un aguja (que
acta en algunos modelos como reservorio) de 12G-14G para la obtencion de una
muestra anatomopatologica, con una intencién principalmente diagndstica sobre
lesiones palpables o no palpables, tanto superficiales como profundas. Debe
introducirse el dispositivo cada vez que se toma una muestra. Permite la
realizacion de estudios histoquimicos, IHQ y moleculares (incluyendo estudios de

microarrays), siendo una herramienta basica en determinacion de biomarcadores
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previos a neoadyuvancia [88]. Si la PAAF es una técnica de aproximacién, la BAG

es considerada como la técnica principal de diagndstico en la patologia mamaria.

Similar a la clasificacion citologica y BI-RADS existe un sistema de categorias
diagnostica modificado por Rahka et al [89]: mama normal (B1), lesién benigna (B2),
lesion de incierto potencial maligno sin atipia (B3a), lesion de incierto potencial
maligno con atipia (B3b), lesion sospechosa de malignidad (B4), carcinoma in situ
(B5a), carcinoma invasivo (B5b) y carcinoma sin poder discernir in situ-infiltrante
(B5¢).

Muestra mayor sensibilidad y especificidad sobre lesiones formadoras de
masa y cierta limitacion en lesiones calcificadas, asi como, en lesiones de significado
de incierto potencial maligno (como lesiones papilares, cicatrices radiales o
mucinosas) que requieren mayor cantidad de datos histoldgicos probablemente no
presentes en una biopsia tan pequena. Algunos autores sostienen que la
representatividad de marcadores IHQ puede no ser extrapolables a los de la lesion
en totalidad [90]. La biopsia puede ser guiada por: estereoscopia, ecografia y RMN.
Las muestras obtenidas, habitualmente entre 2-4 cilindros de 1,5-2 cm, son fijadas
en medio formolico y procesadas como biopsias. Al contrario de la PAAF, permite
en la mayoria de las ocasiones un diagndstico definitivo tanto de lesiones benignas
como de lesiones in situ o infiltrantes. La especificidad de esta técnica para lesiones
fibroepiteliales o atipicas es mayor en comparacion a la PAAF. La BAG muestra un
coste por biopsia mas elevado que una PAAF, pero menor si nos referimos al coste
para obtener un diagndstico final. Posee una tasa de éxito de >95% [91]. La
realizacion de una impronta citologica con el cilindro de la BAG permite obtener

resultados rapidos el mismo dia de la toma, similar a los de una PAAF.

Entre las complicaciones encontramos: hematomas, infecciones, sincope
vasovagal y neumotdrax (el mas peligroso siendo mas frecuente en biopsias de
region posterior). La anticoagulaciéon no es una contraindicacion absoluta, sin
embargo, se prefiere reducir su dosis, dias antes de realizar la biopsia. La
compresion posterior del drea biopsiada reduce la cantidad de hemorragia [90]. En
la evaluacion posterior de la pieza, es importante considerar el trayecto y lugar de
la biopsia previa, asi como las zonas de neoangiogénesis o fibrosis estromal, para
evitar errores diagndsticos graves, especialmente relacionados con células aisladas
que sugieran infiltracion o invasion linfatica/ganglionar, fendémeno conocido como

“desplazamiento epitelial” [88].
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1.10.2.3. BAV

La BAV ocupa un papel alternativo a las biopsias quirtrgicas o con arpon en
lesiones mamarias no palpables habitualmente con microcalcificaciones [92].
Similar a la PAAF, mediante el vacio como fuerza de extraccion y agujas de calibre
entre 9G-11G se obtiene muestras incisionales que son fijadas en medio formdlico

y procesadas como biopsias lo que posibilita estudios IHQ y moleculares.

A lo largo de los afios se han desarrollado diferentes equipos de extraccion
BAV que difieren en: método de recogida de la muestra, en la necesidad de
recolocacion del dispositivo tras cada disparo o en el diferente grosor de las agujas
[93]. El uso de BAV requiere de la asistencia por imagen (estereoscopia, ecografia o
RMN) lo que plantea diferentes aproximaciones. Al extraer mas material que BAG
y PAAF, sobre todo en lesiones blandas, la tasa de falsos negativos se asemeja a las
biopsias quirargica guiadas con arpon [94]. Puede emplearse como método de
reseccion de lesiones benignas de hasta 12 mm de tamafo y hasta 20 mm de
diametro [95].

Similar a la BAG encontramos riesgos de sangrado, infeccion y dolor. Un
inconveniente importante es su mayor precio en comparacion con una técnica de
similar capacidad diagnostica, como la BAG. Sin embargo, si consideramos su
coste-efectividad global, algunos dispositivos BAV resultan ser mas eficientes [96].
Entre sus ventajas respecto a la cirugia guiada por arpon encontramos: menor
tiempo de respuesta, reduccion de defectos estéticos y mayor tolerabilidad por las

pacientes.

1.10.3. Pruebas de determinacion de expresion genética

En paises occidentales el uso de las llamadas “pruebas de perfil de expresion
genética” se ha ido consolidando desde su aparicion en la primera década de siglo.
Su importancia radica en ser una herramienta previa al inicio del tratamiento,
especialmente en el subgrupo mayoritario del cdncer de mama: RE+y HER2-. Estas
pruebas evaltan el riesgo de recurrencia de metastasis mediante una puntuacién
final, a través de un analisis genético de diversos genes relacionados con la
cancerogénesis, principalmente genes de proliferaciéon y metdstasis. Dentro del
ambito actual de la medicina personalizada, pueden implicar cambios en la

indicacion de tratamientos neoadyuvantes o adyuvantes. Existen numerosas
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pruebas disponibles con una gran variabilidad en los genes estudiados [97]. La
mayoria de ellas permiten el uso en muestras parafinadas. En la clinica diaria se
disponen de las siguientes pruebas: MamaPrint™, OncotypeDx, Prosigna,
EndoPredict, Breast Cancer InDex y Genomica Grade Index. En nuestro medio los

mas utilizados son: OncotypeDx y Mamaprint™.

Mamaprint™ (Agendia, Paises Bajos) es una herramienta de evaluacion de
riesgo de recurrencia a 10 afnos basado en el estudio de 70 genes [98] mediante
técnicas de micromatriz de ADN o microarrays (en muestras parafinadas y en
fresco) validado con el ensayo aleatorizado prospectivo Microarray in Node-Negative
Disease May Avoid Chemotherapy (MINDACT), con un nivel de evidencia 1a [99]. Se
puede obtener un resultado dicotomico de “alto riesgo” o “bajo riesgo”, que actuia
como un factor independiente para la metdstasis a distancia. Se utiliza tanto antes
del tratamiento, como herramienta para evaluar una desescalada terapéutica en
pacientes con: RE+, HER2-, tamarfio tumoral <5 cm, ganglios linfaticos negativos o
entre 1-3 ganglios linfaticos positivos. Cabe mencionar que la utilidad de la prueba
en casos de diagndstico de metastasis regional es algo discutido en la literatura.
También se aplica en el cancer de mama temprano. Un resultado “bajo riesgo”, a
tenor de otras variables clinicas o tumorales, apoyaria el no uso de quimioterapia
sistémica como se refleja en los resultados MINDACT, al obtener una tasa de
supervivencia libre de metastasis a distancia a 5 afios del 95,1%, a pesar de que
clinicamente todos los pacientes a estudio poseian datos de alto riesgo [99]. Analisis
estadisticos permitieron obtener una categoria “ultra bajo riesgo” donde la

supervivencia libre de metdstasis a los 8 afios alcanzaba el 95-98% [100].

Desarrollado originalmente para evaluar el riesgo en pacientes con menos de
55 afos, en la actualidad otros estudios clinicos se estan llevando a cabo para la
validacion en otras edades o con ciertas caracteristicas particulares [101]. Cabe
recordar que esta prueba parece carecer practicamente de valor para otros tipos de
carcinoma y/o tumores RE negativos y HER2 positivos, aunque existe evidencia
que la prueba Mamaprint™, muestra una capacidad prondstica en pacientes con
carcinoma infiltrante independientemente de: expresion de RH, estado de HER2 y
afectacion ganglionar [102]. Ante un resultado “alto riesgo” se aconseja considerar

un tratamiento neoadyuvante [103].

OncotypeDx® (Genomic Health, Redwood City, CA, EEUU) es una prueba

basada en tecnologia PCR (polymerase chain reaction) en tiempo real, donde se
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examinan 21 genes (16 asociados a proliferacion, invasion, estrogenos, HER2 y
otros 5 genes de referencia) a través de tejidos parafinados originalmente en
mujeres que habian recibido tratamiento con tamoxifeno. Evalta el riesgo de
recurrencia a distancia a los 10 afios en pacientes con: RE+, HER2-, cdncer mamario
temprano, ganglios linfaticos negativos o positivos si son entre 1-3. También se
considera un factor prondstico independiente en pacientes con RE+ y ganglios
linfaticos negativos que reciben tratamiento con hormonoterapia. Se ha validado
con el ensayo clinico TAILORx [104], y sigue siendo estudiado con el ensayo clinico
RxPonder. Este tultimo notifico que el tratamiento con quimioterapia mas
hormonoterapia era beneficiosa en mujeres premenopausicas independientemente

de la puntuacion final.

El resultado final de esta prueba se da con un puntuacion que varia entre 0-
100 puntos y se clasifica en: “riesgo bajo” entre 0-17 puntos, “riesgo intermedio”
entre 18-30 puntos y “alto riesgo” 231 puntos. El riesgo asociado era del 7%, 14% y
30% respectivamente. Esta prueba tiene un nivel de evidencia 1a para estratificar el
beneficio de la quimioterapia, combinando el puntaje de la prueba con la edad de
la paciente [105].

Un resultado de “bajo riesgo” parece vincularse con un prondstico similar a
un estadio T1a-b NO MO [106]. Sea cual sea la plataforma elegida, la realizacion de
pruebas de perfil genético se considera un pilar fundamental en la medicina de
precision actual, para evitar tratamientos potencialmente toxicos en pacientes que

no van a tener un beneficio potencial [107].
1.11. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA

1.11.1. Introduccion

El tratamiento del cdncer de mama es multidisciplinar. Tras un diagndstico,
habitualmente por imagen y confirmado con biopsia, se procede a calcular el riesgo
considerando: edad, menarquia, nimero de partos, historia familiar de cancer de
mama, alteracién del gen BRCA1/BRCA2 y presencia de atipia de alto grado. En el
presente existen webs que facilitan esta valoracion, como por ejemplo:
https://berisktool.cancer.gov/calculator.html desarrollada por el National Cancer
Institute (NIH).
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La realizacion de mastectomia bilateral profilactica [108] puede ser planteada
como medida preventiva en pacientes con alto riesgo y con mutaciones del gen
BRCA. De similar manera, la utilizacion de moduladores selectivos del receptor de
estrogenos (SERM) e inhibidores de la aromatasa, pueden emplearse para reducir
el riesgo en pacientes postmenopausicas, y solo con tamoxifeno, en casos de
premenopausicas. Se estima necesario la determinacion para una correcta
estratificacion y planificacion del tratamiento de: RE, RP, HER2, tamafio tumoral,
existencia de afectacion ganglionar y metastasis. La determinacion del subtipo
molecular resulta imprescindible en la eleccion del tratamiento [109]. Se comentara

a continuacion de forma resumida las diferentes tratamiento segun el estadio [110]:

e Estadio 0. Incluye al carcinoma ductal in situ. Se tratan habitualmente con
tumorectomia mas radioterapia dependiendo del grado histoldgico y
margenes, o con mastectomia. Posteriormente, si RE fuese positivo se

valorard la administracion de hormonoterapia durante 5 afos.

e Estadios I-III. Comparten en comun la ausencia de metastasis a distancia.
Para calcular el riesgo, se utilizan ensayos moleculares que evaltian genes
asociados a un peor pronostico. Los tratamientos disponibles son:
tratamiento neoadyuvante quimioterdpico, cirugia, tratamiento adyuvante
(tanto  quimioterdpico como radioterdpico), hormonoterapia e
inmunoterapia. La elecciéon de uno u otro se modifica segun el riesgo y
estadio del paciente. En los estadios IIl se aplica esquemas de
neoadyuvancia en aras de reducir el tamano tumoral, sobre todo en los
inicialmente inoperables, previo paso a una mastectomia posterior. En
cuanto al tipo de cirugia, se considera principalmente el tamafio tumoral
para adaptar la técnica y lograr una reseccion macroscdpica total. Tras la
cirugia, la radioterapia se suele emplear en pacientes con alto riesgo,
ganglios positivos y aquellas tratadas con mastectomia simple. La
hormonoterapia se reserva para tumores RE positivos, con una duracion de
5 afios y bloqueo ovdarico simultaneo. Posteriormente se administrara segin
estado fértil durante otros 5 afios. En los estadios I y II, conocidos como
estadios con “cancer invasivo temprano”, la realizacion de ganglio centinela

es lo habitual. En el estadio III se efecttia una reseccion ganglionar axilar.

e Estadio IV. En este estadio la enfermedad ha dejado de estar localizada y

presenta metdastasis a distancia. La intenciéon no es curativa sino la de
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prolongar el tiempo de vida con la mejor calidad alcanzable. Por ello, el
tratamiento quirargico o radioterdpico sobre el tumor primario se limita a
reducir la carga tumoral, tras la utilizacion previa de esquemas de

quimioterapia complementados con hormonoterapia e inmunoterapia.

1.11.2. Quimioterapia

Dependiendo del estadio y riesgo especifico del cancer de mama la

utilizacion de uno u otro antineopldsico varia. A continuacidn, se presentan las

principales familias y mecanismos de los farmacos habitualmente utilizados:

Antraciclinas. Son productos glicosilados derivados de las bacterias del
género Streptomyces. Inhiben la replicacion del ADN a través de varios
mecanismos basicos: bloqueo de la topoisomerasa (TOP), desequilibrio del
estrés oxidativo, la modificacion de la interaccion habitual de histona-ADN
y laintercalacion en el ADN. La cardiotoxicidad es el efecto secundario mas
temido que limita su uso.
Taxanos. Los farmacos antineoplédsicos obtenidos de plantas del género
Taxus, como el tejo, actian bloqueando la division celular al impedir la
despolimerizacion de los microtiibulos de las subunidades beta-tubulina, lo
que lleva a la acumulacion de microtiibulos estables. Son capaces de unirse
al receptor tipo peaje 4 (TLR-4) estimulando una cascada de sefales.
Ademas, han demostrado producir una reduccién de la angiogénesis y una
modificacién del estrés oxidativo celular, fendémenos que potencian su
efecto antineoplésico. Paclitaxel y docetaxel, son los dos fdrmacos mas
utilizados. La neuropatia periférica es un efecto secundario habitual. Otros
efectos secundarios son: neutropenia, mucositis, alopecia y alteraciones de
la presion arterial. Al igual que otros farmacos antineoplasicos, existen
mecanismos de resistencia que reducen su eficacia tanto en el tratamiento
actual como en futuros tratamientos con los mismos u otros farmacos [111].
Quelantes
o El cisplatino es una sustancia que, tras el desplazamiento de una
molécula de cloro en un proceso intracelular llamado acuacion, es
capaz de reaccionar con sustancias nucledfilas formando puentes
covalentes con las bases de purina. Esto produce dafio sobre la
cadena de ADN [112], bloquea la actividad y divisidn celular, y
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como resultado induce la apoptosis. Otros mecanismos de dafio
celular incluyen: alteracion del sistema de regulacion del estrés
oxidativo y la disrupcion de la homeostasis del calcio con afectacion
mitocondrial [113].

o Laciclofosfamida es un profarmaco que requiere activacion quimica
y enzimatica por parte de las fosfamidasas, enzimas que se
encuentran en mayor proporcion en las células tumorales. Una vez
que la ciclofosfamida entra en el citoplasma celular, la fosfamidasa
rompe un enlace foésforo-nitrogeno, liberando una mostaza
nitrogenada responsable de la toxicidad del farmaco [114]. Las
mostazas liberadas se unen entonces a las moléculas nucledfilas de
las bases nitrogenadas del ADN. De manera similar al cisplatino, se
formardn enlaces covalentes que crearan puentes intrahebra y con
otras hebras de ADN, lo que finalmente impide la replicacion
celular. La aplasia medular es uno de sus efectos secundarios mas
frecuentes y es dependiente de la dosis. Otros ¢rganos afectados
son: el corazon (perimiocarditis necrotizante en empleos de dosis
elevadas o supresion de la funcion cardiaca izquierda en dosis mas
bajas), las génadas (amenorrea) y la vejiga (cistitis hemorragica).
Ademads, es importante saber que también es una sustancia
cancerigena, asociada a una mayor incidencia de leucemia, cancer

de vejiga y cancer de piel [114].

1.11.3. Hormonoterapia

Para la eleccion de este tratamiento es necesario la determinacion de RE. Las

vias que permiten el bloqueo estrogénico son:

Inhibidores de la aromatasa. La aromatasa (CYP19) es una enzima del
citocromo p450 localizada en el reticulo endoplasmatico liso con una
funcion monoxoginenasa (aromatizar), que actia sobre androgenos
precursores. Esta enzima esta sobreexpresada en el cancer de mama [115].
Su bloqueo impide el paso de androstenediona a estrona, y de testosterona
a estradiol, lo que da como resultado una reduccion efectiva de estrégenos.

Anastrozol, exemestano y letrozol son los fdrmacos mas utilizados.
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e Moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERM). Actua
uniéndose competitivamente al receptor de estrogenos, pudiendo actuar
tanto como agonista como antagonista. El mecanismo de accién de SERM
varia segun: tipo de ligando, subtipo de RE, distribucion en tejidos y otros
factores de acoplamiento especifico [116]. La unién del SERM provoca un
cambio conformacional en el RE, diferente al inducido por la union de la
hormona endoégena. Tamoxifeno y raloxifeno (menos utilizado) son los
principales exponentes de este grupo. El tromboembolismo y el aumento
de incidencia del cancer de endometrio (debido a su efecto agonista en este
tejido) son los dos efectos secundarios mas temidos, lo que requiere un

seguimiento durante y después del tratamiento [117].

e Reguladores a la baja selectivos del receptor de estrogenos (SERD). Su
mecanismo de accion es similar al de los SERM, ya que también acttian de
manera antagonista y competitiva sobre el receptor de estrdgenos. Sin
embargo, ademds, produce una desestabilizacion y degradacion del
receptor de membrana. El principal representante es el Fulvestrant, que ha
demostrado tener un efecto de degradacion proteosomal dependiente de la
dosis, especialmente en canceres con mutacion en el gen ESR1, relacionado
con la resistencia al tratamiento hormonal. Nuevas generaciones, como el

Elacestrant, ya permiten una administracién oral [118].

e Otros. Agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina (Gn-RH) y
agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LH-RH)
bloquean la secrecion ovdrica de estrogenos [117]. La ooforectomia es una

opcion en desuso.

La resistencia de novo o adquirida en la terapia hormonal es recurrente. La
activacion de la via mTor, quinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (CDK4/6) y
fosfoinositol 3-cinasas (PI3K) son los principales mecanismos de resistencia
descritos. El cambio de grupo de hormonoterapia permite continuar con este
tratamiento, aunque su efectividad se ve reducida, especialmente si ya existen
mecanismos de resistencia previos [119]. El uso de inhibidores como everolimus,

palbociclib y alpelisib ayuda a mantener la hormonoterapia [120].
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1.11.4. Inmunoterapia

Estas terapias se fundamentan en la estrecha relacién que existe entre el

microambiente inmunoldgico y el tumor. Los principales herramientas de

inmunoterapia utilizadas son [121]:

HER2. La determinacion de la sobreexpresion proteica HER2 es el principal
requisito para la aplicacion de este tratamiento. Los anticuerpos
monoclonales contra HER2, como el pertuzumab y trastuzumab, son las
principales terapias adyuvantes y mas utilizadas en el subtipo molecular
HER2+, aunque pueden ser utilizados en otros subgrupos [110].
Trastuzumab se une a homodimeros de HER2 y pertuzumab impide la
formacion de heterodimeros de HER2/HER3. Trastuzumab estd
actualmente aprobado en: cénceres metastdsicos; en esquemas de
neoadyuvancia en conjunto con taxanos y pertuzumab para enfermedad
localmente avanzada o de alto riesgo; y en esquemas de adyuvancia en
combinacidon con taxanos o en monoterapia si se alcanza la respuesta
completa patologica (RCP). Pertuzumab estd indicado en: cancer
metastdsico como primera linea de tratamiento combinado con taxanos y
mantenimiento con trastuzumab; en esquema de neoadyuvancia en
combinacidn con taxano y trastuzumab; y en terapia adyuvante en
combinacidn con trastuzumab en casos de ganglios regionales positivos o
en pacientes con alto riesgo metastdsico [122]. Otros farmacos, como el
lapatinib y el neratinib, son inhibidores irreversibles de la tirosina quinasa
que bloquean tanto HER2 como otros receptores de factores de crecimiento.
Su principal empleo es en el tratamiento adyuvante en pacientes con HER2+
y RH+. Se siguen desarrollando nuevos anticuerpos HER2, como los
biespecificos, que son capaces de unirse a diferentes epitopos y dominios
simultdneamente, optimizando asi el bloqueo producido [122].

PD-1/PD-L1: El receptor de muerte programada (PD-1) y su ligando (PD-
L1) actian como un mecanismo inmunoldgico capaz de controlar la
proliferacion celular. Su utilizaciéon es mas relevante en tumores con
aumento de linfocitos intraepiteliales (en inglés, Tumor-infiltrating
Lymphocytes, TILs). PD-1 es una proteina expresada en la membrana celular
de los linfocitos T estromales. La unioén con su ligando, en nuestro contexto

en las células tumorales, funciona como el “apagado de un interruptor”,
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evitando asi la apoptosis celular. Las células tumorales disponen de un
incremento de este ligando en su superficie lo que provoca un descenso de
la muerte celular programada. Tenemos dos enfoques para modificar esta
via: la activacion directa de PD-1 con farmacos como pembrolizumab y
nivolumab o el antagonismo de PD-L1 mediante atezolizumab o avelumab.

e PARP-1. La poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) actiia también sobre
el microambiente inmune. Su principal funcion es la modificacion de la
arquitectura cromatinica y los mecanismos de reparaciéon del ADN. Su
bloqueo suele asociarse con la administracion conjunta de farmacos anti-
PD-L1 para lograr un efecto sinérgico [123].

e Inhibidores MEK (proteina quinasa quinasa activada por mitégenos). MEK
forma parte de la ruta de sefializacion intracelular de la proteina quinasa
activada por mitogenos (MAPK), que induce la apoptosis y la proliferacion
celular. La inhibicion de MEK aumenta la expresion de los complejos
mayores de histocompatibilidad clase Iy II, asi como de PD-L1 en tumores
TN [121].

e CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4). Se une brevemente a CD80/86,
proporcionando una retroalimentacion negativa durante la primera fase de
la respuesta inmune. Tremelimumab e ipilimumab son dos inhibidores de
esta via [121].

e Inhibidores CDK4/6.

1.11.5. Radioterapia

El papel actual de la radioterapia en el tratamiento del cancer de mama se
basa, en la mayoria de los casos, en la adyuvancia tras cirugia conservadora. A lo
largo de las ultimas décadas, los esquemas de tratamiento han tendido hacia un
hipofraccionamiento extremo. Los dos esquemas de tratamiento mas habituales
son: irradiacion parcial acelerada de mama (APBI) y la radioterapia

hipofraccionada externa (RHEMA) con o sin sobreimpresion.

APBI alcanza una dosis total de 30 Gy en 5 fracciones a dias alternos. Se
recomienda su utilizacién segun la The Groupe Européen de Curiethérapie (GEC) and
the European SocieTy for Radiotherapy & Oncology (ESTRO), GEC-ESTRO, cuando:
mujeres de >50 afios sin mutacion BRCA, en tumores NOS u otros subtipos,

margenes de reseccién negativos de al menos 2 mm, Tis o T1 <2 cm, subtipo
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molecular TN, RE+, invasion linfatica y vascular negativa, componente in situ

pequeno con grado nuclear bajo o intermedio, unicéntrico y unifocal [124].

El esquema RHEMA administra una dosis total de 26 Gy en 5 sesiones a dias
consecutivos, con un incremento de hasta 29 Gy si es necesario una sobreimpresion.
Con criterios menos exigentes que APBI, se plantea tras cirugia conservadora ante
tumores: pT1-pT3, NO/MO. Se consideran como criterios de exclusion: el embarazo,

la lactancia, presencia de margenes positivos, estadio T4 o N+ [125].

Las guias actuales recomiendan la administracion de un plan de tratamiento
con una dosis total de 40,05 Gy, incluyendo tanto la mama como niveles axilares,
en 15 fracciones. De forma residual, es aceptable alcanzar valores totales 48 Gy a

través de la sobreimpresion.

El papel de la protonterapia en el cdncer de mama es mas limitado y sin
utilidad actual en la literatura. Su principal beneficio seria la reduccion de la
toxicidad a organos adyacentes, como el corazon, o el tratamiento de lesiones de
pequeno tamano [126].

La radioterapia intraoperatoria de mama (RIO) consiste en la administracion
de una tnica dosis de entre 10-20 Gy sobre el lecho tumoral inmediatamente
después del procedimiento quirtrgico, dependiendo del resultado intraoperatorio
del ganglio centinela. Existen diferentes aplicadores disponibles en el mercado.
Con RIO se alcanzan dosis efectivas mayores que las conseguidas mediante
esquemas de radioterapia externa fraccionada. La escasa adherencia a otros
tratamientos y la reduccion del coste total del tratamiento al administrarse junto a

la cirugia son las principales ventajas de esta técnica [127].

En la enfermedad oligometastasica se puede emplear la radioterapia corporal
estereotactica (SBRT). En la actualidad se estan llevando ensayos clinicos que
valoran la sinergia de esta técnica con la inmunoterapia. Por tltimo, la SBRT puede
ser utilizada como tratamiento paliativo sobre lesiones dolorosas, sangrantes o
limitantes [126].

1.11.6. Cirugia

La mastectomia radical (Halsted, 1852-1922) consiste en la extirpacion de toda
la glandula mamaria, incluyendo los musculos pectorales mayores y menores, asi

como la piel y la grasa axilar completa (Nivel I-III Berg). Debido a su agresividad,
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en la actualidad sdlo se reserva para casos de cancer avanzado con afectacion de la
musculatura pectoral. Posteriormente, se desarrollo una modificacion de esta
técnica, conocida como la mastectomia radical modificada, que se diferencia por el
respeto del pectoral mayor. Sin embargo, otros autores, como Madden y
Auchincloss, abogaron por respetar también el pectoral menor para facilitar la
linfadenectomia. La supervivencia global se demostrd no estar modificada por la

reseccion del pectoral mayor.

La extirpacion solamente de la glandula mamaria se conoce como
mastectomia simple. Una modificacion de ésta es la mastectomia ahorradora de
piel [128], que con el objetivo de facilitar una reconstruccion, se aboga por
conservar la piel y el surco submamario, aunque se reseca el CAP. La mastectomia
ahorradora de piel total es similar a la anterior, pero se conserva la epidermis y la

dermis del CAP, con reseccion de la porcion distal de los galactoforos [129].

Respecto a la linfadenectomia axilar, siempre se incluyen los niveles I y Il de
Berg, solo resecandose el nivel III en caso de afectacion macroscopica del nivel II.
El enfoque oncoplastico en la cirugia actual contribuye a una mejor recuperacion
psicoldgica de las mujeres. El tipo de cirugia variard segun el tamafno y la
localizacion exacta del tumor. Para una correcta planificacion, se debe realizar una
segmentacion externa de la mama y considerar los siguientes elementos para lograr
el mejor resultado estético: las areas habitualmente expuestas, el aumento de la
sensibilidad en el drea del CAP después de la cirugia, la distribucion heterogénea
de la grasay el contorno de la mama [129]. Una revision sistematica sobre la cirugia
de mama asistida por robot concluyd que esta técnica es factible y segura, con
menores costes, menor tiempo quirurgico y menos dolor en las primeras 24 horas
[130].

1.12. INMUNOHISTOQUIMICA BASICA DE LA MAMA

El panel basico tanto para diagndstico como prondstico realizado en nuestro

centro consiste en las siguientes técnicas:

e CKI19
e p53
e BCL2

e REyYRP
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e HER2
e Ki67
1.12.1. CK19

La CK19 es una queratina de bajo peso molecular (40 kDa) expresada de
forma citoplasmatica en tejidos simples y complejos. Es una proteina con relativa
importancia al asociarse con el dominio de unién de la distrofina y con otros
filamentos intermedios, como la co-expresion conjunta con CK8 para la formacion
de filamentos [131]. En la patologia mamaria, su expresion indica que estudios
moleculares posteriores, como el andlisis del ganglio centinela mediante One Step

Nucleic Acid Amplification (OSNA), son técnicamente posibles.

1.12.2. p53

La proteina nuclear p53 pertenece a la familia de proteinas supresoras de
tumores. Se encuentra localizada en el cromosoma (chr) 17p13. El funcionamiento
habitual de esta proteina es promover la reparacion de dafios en el ADN antes de
la division mitotica. Otras funciones son: el arresto celular, cambios en el
metabolismo e incluso la induccién de la apoptosis celular. Su principal regulador
es la proteina MDM2, que a través de mecanismos de ubiquitacion promueve su

degradacion.

Su expresividad en tejidos normales no tumorales suele ser la de positividad
parcial y focal de tipo nuclear. En cambio, en patologia tumoral se aprecia tanto
una expresion aumentada (rara vez en la totalidad de las células), una pérdida total
de expresion (“null type”) o una expresion habitual (“wild-type”).

Es la proteina tumoral mas frecuentemente alterada en el cancer de mama
[132]. Estudios recientes para nuevas dianas terapéuticas se centran tanto en p53
como de otras con influencia sobre ella, aunque han mostrado resultados limitados
[133].

1.12.3. BCL2

BCL2 es una proteina de 25 kDa de peso molecular y de tipo proto-

oncogénica, localizada en el chr 18q21.3. Se expresa en la membrana interna
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mitocondrial, en el reticulo endoplasmatico y en la envoltura nuclear. En células
normales, su principal funcion es prevenir la apoptosis, lo cual es vital en algunos
tejidos, como en los centros germinales de los ganglios linfaticos, donde ocurre la
exposicion al antigeno y la diferenciacion celular hacia células productoras de

inmunoglobulinas, principalmente células B memoria.

Su mutacidn, frecuentemente asociada a la translocacion t(14,18)(q32;q21) en
relaciéon con el gen IgH, produce su sobreexpresion en células tumorales

proporcionando un mecanismo antiapoptotico fundamental en la carcinogénesis.

En la patologia tumoral mamaria se ha determinado que BCL2 actia como
un marcador pronostico independiente en carcinomas luminales A [134], asi como,
un factor de pronostico desfavorables en canceres TN o RH- y favorable en RH+
[135].

1.12.4. Receptores de estrogeno y progesterona

Existen dos RE, el receptor alfa de 67 KDa (chr 6q25.1) y el receptor beta de
59 kDa (chr 14q23.2). La principal diferencia entre ellos radica en que el receptor
beta tiene un dominio amino terminal mas corto. Ambos muestran tres dominios:
el dominio NH2-terminal, el dominio de unién al ADN y el dominio de unién al
ligando terminal COOH. El dominio de union al ADN, principal ejecutor de la
funcion muestra una similitud muy elevada entre ambos tipos de receptores, con
una semejanza de aminodcidos superior al 95% [136]. El receptor predominante en
la mayoria de los tejidos es el receptor alfa. Ambos se localizan en el ntcleo y

muestran diversos dominios funcionales.

Los estrdgenos, u hormonas femeninas primarias, incluyen a cuatro
hormonas naturales: estradiol, estrona, estriol y estretol. Todas ellas son esteroides
liposolubles, lo que les permite atravesar libremente la membrana celular y
alcanzar los receptores, que se encuentran principalmente en el nticleo celular. Su
unién provoca la formacion de un dimero del receptor, que se une a secuencias
especificas llamadas “elementos de respuesta a hormonas”, situadas cerca del
promotor de un gen, regulando asi su expresidon. Su estimulacién promueve el
desarrollo del tejido mamario, pero su activacion continua promueve la génesis

tumoral y progresion hacia al cancer de mama [136]. Fuera del tejido mamario, su
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funcion es variada, desde estimular la formacidon y la resorcion Osea, hasta

modificar el metabolismo de la glucosa y los lipidos.

En el tejido mamario, se expresan en células luminales con una variabilidad
en su expresion tipicamente baja (10-20%), pero nunca negativa ni del 100%. Ambos
extremos pueden observarse en patologia tumoral, y su expresion generalizada
también se utiliza para diferenciar lesiones in situ (hiperplasia ductal sin atipia
versus hiperplasia ductal con atipia). Su expresion se correlaciona con una mejor
respuesta al tratamiento hormonal y, en su mayoria, con tumores de menor grado

que aparecen en mujeres de mayor edad.

El RP posee dos isoformas, A y B, ambas codificadas el chr 11q22. Similar a
lo descrito en el receptor de estrogeno, muestra también: un dominio de unién al
ADN, un dominio de unién al ligando C-terminal y un dominio amino-terminal
compuesto. E1 RP es regulado por el propio RE, por lo que es necesario la presencia
de estrogenos. Entre algunas de sus dianas, produce un aumento de la expresion
de RANKIL, lo que permite activaciones de cascadas enzimaticas que intervienen
en la proliferacion, expansion y supervivencia celular [137]. Ademas, se ha visto
relaciéon con una regulacion negativa de la expresion de STAT1 mediante su
fosforilacion, hecho que se ha relacionado como un método de escape
inmunoldgico tumoral [138]. En términos generales en la patologia mamaria, su

expresion estd estrechamente relacionada con la expresion de estrogenos.

En la actualidad, existen analisis de imagenes computarizadas, validadas por
la FDA (la Administracion de Alimentos y Medicamentos, en inglés Food and Drug
Administration), para el contaje automatizado de RE, RP y estudio de HER2. La
implementacion de estos sistemas, que dependen de la patologia digital, esta lejos
de ser una realidad en la mayoria de los centros. Los estudios al respecto han
demostrado una reduccion en el error interobservador y una mayor rapidez en el
conteo. Sin embargo, siguen sefialando la necesidad de control por parte del

patdlogo en los casos mas complejos [139].

En cuanto a su valoracién en la patologia mamaria, puede determinarse
mediante la medicion semicuantitativa de la expresion del marcador nuclear en
células tumorales, anadiendo su grado de intensidad en tres posibles categorias:
débil, moderada o intensa. La guia proporcionada por la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica y Colegio de Patélogos Americanos (ASCO/CAP, en inglés), para
interpretacion de las técnicas de estrogeno y progesterona, aconseja que las
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muestras tengan una fijacion entre 6-72 horas. Los RH, se consideran positivos si
estan en un rango de 1%-100%, y negativos si la expresion es menor al 1%. Cuando
la expresion esta entre el 1% y el 10%, se recomienda utilizar el término “positivo
débil” [140].

En los ultimos afios se han desarrollado otros sistemas de cuantificacion de
expresion de RH. El sistema de puntaje Allred [141] combina tanto el porcentaje de
expresion como la intensidad de la misma. Mediante un puntaje para cada una de
estas dos categorias, se obtiene una puntuacion final basada en rangos. Con una
puntuacion entre 0-2 puntos, se considera que la expresién de RH es negativa. En
cambio, puntuaciones de entre 3-8 puntos determinan una expresion RH positiva
(ver tabla 6).

Tabla 6. Sistema de puntaje Allred para la valoraciéon IHQ de RE y RP.

Puntaje de Rangos de % de Puntaje de Tipo de intensidad
proporcion expresion intensidad de expresion

0 0 0 Ninguna

1 <1 1 Débil

2 1-10 2 Intermedia

3 11-33 3 Fuerte

4 34-66

5 67-100

Otros sistemas son menos utilizados. Destaca el puntaje H-Score que se
calcula multiplicando el porcentaje de células por su grado de intensidad
(calificadas de 0 a 3). Esto permite obtener hasta 300 posibles resultados (entre 0 y
300 puntos), lo que complica su aplicacion en la practica clinica diaria, ya que no
facilita la transmision rapida de la informacion. Se han desarrollado tablas de
equivalencias entre ambos sistemas que permitan emitir informes mas

comprensibles [142].

Debido a su importancia en la progresiéon tumoral, se han desarrollado
diversas dianas terapéuticas, previamente explicadas, dirigidas a contrarrestar su

funcion. Los principales son: SERM, SERD e inhibidores de la aromatasa [136].
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1.12.5. HER2/erbB2

HER2/erbB2 es un receptor del factor de crecimiento epidérmico humano con
un peso molecular de 185 kDa. Se presenta como una glicoproteina transmembrana
con actividad quinasa. Este oncogén se localiza en el chr 17q12 y pertenece a la
familia de factores de crecimiento epidérmico junto a: HER1 (receptor del factor de
crecimiento epidérmico EGFR/erbB-1), HER3 (erbB3) y HER4 (erbB4) [143]. Todos
ellos muestran un ligando de unién extracelular, un dominio transmembrana y un
dominio intracelular con actividad catalitica para la tirosina quinasa. Si la
dimerizacion ocurre con otro HER2, se denomina homodimerizacion. Sin embargo,
si se realiza con otro miembro de su familia (HER1, HER3 o HER4), se denomina
heterodimerizacion. Una vez dimerizado, y dependiendo del tipo de dimerizacion
y del comparfiero con el que se realice [144], se produce una cascada de activacion
aguas abajo que implica la fosforilacion de numerosas rutas de sefalizacion
intracelular, entre las que se incluyen: la via Ras/RAF, PI3K y fosfolipasa C. Todo
esto da lugar a la generacion de sefales que participan en la division, adhesion y
regulacion celular. Se estima que existen mas de 100 veces la cantidad normal de
copias de este receptor cuando hay una amplificacion en células tumorales. El
aumento en la cantidad total del receptor, junto con su dimerizacién, desencadena

los pasos fundamentales hacia el crecimiento y la division celular descontrolada.

La interpretacién de su sobreexpresion es algo mas compleja que el resto de
los marcadores descritos anteriormente. Para su interpretacion se utilizan las guias
ASCO/CAP [145], que estan totalmente implementadas en los servicios de
Anatomia Patoldgica. De forma inicial, siguiendo las recomendaciones
ASCO/CAP, se debe valorar HER2 mediante IHQ con 4 posibilidades (tabla 7).

La obtencion de un resultado equivoco, 2+, hace necesaria la realizacion de
pruebas adicionales. Si no se dispone de otra muestra, se recomienda realizar
hibridacién in situ (ISH) sobre la misma, o una nueva determinacion IHQ o ISH en

otra muestra diferente.
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Tabla 7. Valoracién por inmunohistoquimica de la proteina HER2/erbB2 segtn las recomendaciones
de las guias ASCO/CAP.

T

No se observa tincion, o si, pero debe ser una tincion de
Negativo (0) membrana incompleta de tipo débil o casi imperceptible
en menos o igual al 10% de las células tumorales.

Tincién incompleta de membrana que es débil o casi

Negativo (1+) ] ] ] ;
imperceptible en mas del 10% de las células tumorales.

Tincion débil/moderada completa de membrana en mas

del 10% de las células tumorales o tincién completa de

Equivoco (2+)

membrana que es intensa, pero en menos del 10% de las

células tumorales.

. Tincion de membrana completa en mas del 10% de las
Positivo (3+) ,
células tumorales.

Para estudio ISH se puede valorar mediante hibridacién in situ con plata

(SISH) o FISH, empleando una sonda doble, una de ellas que marca una region
estable de localizacion centromérica (habitualmente el centromero del cromosoma
17, CEP17) y la otra marca el gen HER2/erbB2 localizado en chr 17q21.1. Se evaltan
20 ntcleos tumorales no solapados y se cuantifica el ratio HER2/CEP17 y el numero

de copias del gen HER?2 por célula. Las posibles interpretaciones son las siguientes:

e Grupo 1 =ratio HER2/CEP17 22,0; >4,0 sefiales HER2/célula.
e Grupo 2 =ratio HER2/CEP17 22,0; <4,0 sefiales HER2/célula.
e Grupo 3 =ratio HER2/CEP17 <2,0; 26,0 sefiales HER2/célula.
e Grupo 4 =ratio HER2/CEP17 <2,0; 24,0 y <6,0 sefiales HER2/célula.
e Grupo 5 =ratio HER2/CEP17 <2,0; <4,0 sefiales HER2/célula.

Una vez asignado un grupo, se debe clasificar finalmente como positivo o

negativo, teniendo en cuenta los criterios recogidos en la tabla 8.



86 ALBERTO SANCHEZ ESPINOSA

Tabla 8. Resultados tras interpretacion de ISH en los casos 2+ basado en las guias ASCO/CAP.

RESULTADO FINAL GRUPO

e Grupo?2elHQO0-1+0 2+
Negativo con necesidad de revision de ITHQ [CEEN@ tieJeR-BIS(OXIAES

e Grupo 4 eIHQ 0-1+ 0 2+
e Grupo2elIHQ 3+
Positivo con necesidad de revision de THQ [CEEE Il ReR- IS0

e Grupo4eIHQ 3+

Los estudios de IHQ, y especialmente los de ISH, pueden fallar debido a que

es necesario un cierto grado de conservacion del material genético sin una
degradacion significativa que impida la hibridacion de sondas. Por ello, se
consideran causas probables de material poco apto cuando: se presentan periodos
largos de fijacion en formol (mas de una semana), se utiliza una fijacion basada en
medios no formolicos, se emplea descalcificante o el tiempo de incubaciéon con

proteasa es insuficiente.

Se estima que HER?2 estd sobre expresado en un 20-30% de los canceres de
mama y con un peor prondstico [146]. Por todo lo comentado anteriormente, es
normal considerar el bloqueo de este receptor de membrana como una de las lineas
terapéuticas en el cancer de mama, sobre todo en los casos de cancer de mama con
RH-. La utilizacion de anticuerpos monoclonales, como el trastuzumab, permiten
un bloqueo del receptor tanto por dafio directo a los dominios extracelulares como
por la inhibicién del anclaje en la membrana celular [147]. En la actualidad, también

existe la posibilidad de bloquear la actividad quinasa con el empleo de lapatinib.

1.12.6. Ki67

Ki67 se considera una de las mejores proteinas para la valoracion de la
proliferacion celular. Su expresion es nuclear y su sintesis ocurre en todas las fases
del ciclo celular (figura 10): G1, S, G2 y M, a excepcidn de la fase GO (fase de reposo).

Esto indica su gran sensibilidad para denotar de forma sencilla y econdémica la
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cantidad de células fuera de la fase de reposo y que, en cierto grado, estan

disponibles para entrar en la fase de mitosis.

En cuanto a su valoracion, en la mayoria de los tejidos siempre se aprecia un
cierto porcentaje de expresion, siendo mas frecuente y fisiologica en algunos, como
en el fondo de las criptas de la mucosa del intestino grueso o en la médula désea
hematopoyética, debido a su alto reemplazo celular. En tejidos maduros, su
expresion se circunscribe a las capas basales y proliferativas, con pérdida de

expresion en las células maduras.

En la patologia tumoral, Ki67 se asocia con una mayor agresividad y
crecimiento. En Anatomia Patoldgica, se cuantifica de forma porcentual,
habitualmente en las zonas de mayor expresion. Aunque también se puede valorar
la cantidad de mitosis (solo veriamos la fase M del ciclo), ambos conteos se
complementan. La proliferacion celular se contrapone a la quiescencia celular. En
ambos procesos intervienen rutas enzimaticas que mantienen un equilibrio, el cual
puede romperse hacia uno de los dos lados. Las proteinas MEKi y CDK4/6
promueven un estado quiescente, mientras que otras proteinas como c-Myc

pueden inducir a las células a entrar en fase de mitosis [148].

Mitosis
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-

Figura 10. Esquema de las fases del ciclo celular (imagen disponible gratuitamente en
ttps://www.genome.gov)
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En patologia mamaria, este marcador es fundamental para diferenciar entre
el tipo luminal A del luminal B, utilizando un punto de corte clasico para Ki67 del
14% [149,150], aunque recientemente se ha estipulado incrementarlo hasta el 20-
30% [151,152]. La interpretacion, aunque tedricamente sencilla, se complica debido
a la falta de una medicion completamente estandarizada. Ademas, el conteo de
otras células no tumorales presentes alrededor del tumor puede dificultar la
valoracion. A pesar de todo esto, es conocida una variabilidad interobservador que
provoca que en la actualidad, se estén desarrollando e implementando algoritmos
de inteligencia artificial [153], para una cuantificacion mas agil y ajustada a la
realidad. No se han establecido puntos de corte fuera de la distincion mencionada
anteriormente, lo que dificulta su valoracion en estudios de terapias

neoadyuvantes o adyuvantes.

Ademas, su menor expresividad, se ha visto como un factor prondstico de
riesgo de recidivas, lo que puede de cierta manera orientar hacia tratamientos

adyuvantes mas personalizados [154].

1.13. FASCINA

1.13.1. Descripcion molecular, funcion y principales vias de interaccion

La fascina (FSCN), del latin fasiculus, es una proteina de union a actina, con
un peso molecular de 55 kDa. Pueden formar parte de un sistema poco dindmico,
como mecanismos de estabilizacion sobre bandas de microfilamentos
citoplasmaticos que mantienen la rigidez celular. Ademas, poseen una funciéon mas
dindmica, localizada en la superficie celular, participando en la formacion de
protrusiones citoplasmaticas, como los filopodios, asi como en otras estructuras
citoesqueléticas celulares, tales como pequefias espiculaciones, lamelipodios e
invadopodios. Fue secuenciada por primera vez en la clase equinoideo [155] con
un total de 496 aminoacidos. Su funcion radica en organizar la actina fibrilar a
través de un empaquetamiento en haces paralelos con morfologia hexagonal,
manteniendo una distancia de 11 nm entre filamentos [156]. Con esta union se
consigue un paso fundamental para la creaciéon de protuberancias celulares

basadas en actina.
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Los filopodios son proyecciones espiculadas citoplasmaticas con forma de
“ptas”, formadas por filamentos de actina en una disposicion paralela y
perpendicular a la membrana celular, junto con otras proteinas que permiten su
estabilizacion y regulacion. Es por ello, que los filopodios necesitan de una
consistencia minima, un anclaje, que permita que este tipo de tenue prolongacion

citoplasmatica no colapse.

Los modelos existentes estiman la necesidad de al menos 10 filamentos de
actina, que permitan vencer a la resistencia de la membrana celular, y que la
longitud del filopodio estd limitado a un maximo de 10-30 filamentos. La FSCN
actiia como un pegamento, una proteina reguladora de este sistema, al conseguir
un entrecruzamiento de filamentos de actina entre si (al menos de 10 filamentos
unidos) que consigue proporcionar una mayor rigidez al anclaje (figura 11). Esto
permite que los filopodios no colapsen y con ellos todo el proceso de migracion
celular [157].

N = 20 - 30 filaments
V =~ 0.1 pm/sec
Length scale ~ | ym

Time scale ~ 100 sec
~ 0.2 um

.2
~ 100 filaments / pm < 2 pm

Length scale ~ 0.1 um
Time scale ~ 1 sec

@ ® | 2 ™ —~
fascin  Arp2/3 actingfilament  capping protein  tip complex membrane

Figura 11. Esquema de la estructura de filopodios. Ilustracién obtenida: Mogilner, A., & Rubinstein,
B. (2005). The physics of filopodial protrusion. Biophysical journal, 89(2), 782-795.

La FSCN se expresa en diferentes tejidos del cuerpo humano, con
predileccion por células endoteliales y estromales, y en menor medida en células
epiteliales. Se diferencian tres tipos de FSCN. La fascina-1 (FSCN1, chr 7p22.1) es
la mas frecuente, con mayor predileccion en el tejido nervioso central y en células
dendriticas, especialmente en sus proyecciones citoplasmaticas, que son cruciales
para la presentaciéon de antigenos. Esta proteina mantiene una secuencia

interespecie bastante conservada, tanto en vertebrados como en invertebrados
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[158]. La fascina-2 (FSCN2, chr 17q25), aunque menos comun, se expresa con mayor
frecuencia en el tejido retiniano. Por otro lado, la fascina-3 (FSCN3, chr 7q31.3) se
describe en la literatura como exclusiva del tejido testicular. Las tres muestran una
gran similitud en su cadena consenso, hélice y residuo modificado. La FSCN1
participa en procesos de embriogénesis, siendo fundamental para la migracion

embrioldgica, asi como en la motilidad, inmunidad, reparacion y carcinogénesis.

La FSCNI1 es regulada mediante la fosforilacion de la serina 39 a través de
una proteina quinasa C (PKC) [159]. Contrario a lo que podria pensarse, su
secuencia no estd en relacion con otras proteinas de movilidad o unién a actina,
como la fimbrina o la alfa actinina. Su unién con la proteina beta-catenina es
evidenciada en ensayos de ISH donde el complejo FSCN1-betacatenina se
localizaba en los bordes celulares y en las zonas de union a célula-célula (sinapsis
celular), lo que sugiere su papel conjunto en la movilidad celular. Por lo que existe
una estrecha relacion entre la via de sefializacion de Wnt/B-catenin y el aumento de
expresion de la FSNC1 [160]. La FSNC1 sigue siendo en la actualidad la principal

proteina reguladora de los filopodios implicada en la progresion tumoral.

Ademas de la movilidad, la expresion de FSCN1 muestra un papel clave en
la inmunidad, facilitando la interaccién entre células. Las células dendriticas,
células fundamentales en la presentacion antigénica a linfocitos T en ganglios
linfaticos, presentan en sus prolongaciones celulares una gran cantidad de FSCN1,
lo que favorece la sinapsis celular. Se ha visto que solo este tipo de leucocito
muestra una expresion de FSCN1 relevante, lo que promueve la idea de que la
FSCNT1 es quizas una proteina basica en la capacidad de presentacion antigénica
celular [161]. El contacto inmunoldgico entre ambas células promueve una mayor
densidad de FSCN1 en la zona de sinapsis celular inmunologica, asi como, en su

correcta maduracién [161].

La presencia de FSCN1, ocurre en células sanas, pero también se ha
demostrado su mayor expresividad en las células tumorales [156,162], por lo que
se ha llegado a considerar como un biomarcador de metdstasis. Los invadopodios
se basan en la estructura basica del filopodio y, por ende, requieren de la capacidad
de formacidn y estabilizacion de la FSCN1 para generar estas estructuras terciarias
celulares [163]. Posteriormente, microtubulos o filamentos de vimentina hacen aun
mas estable estas prolongaciones citoplasmaticas. Ademas, estas prolongaciones

citoplasmaticas permiten interactuar con otras estructuras intercelulares como
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cadherinas y desmosomas lo que facilita la migracion celular [164]. La metdstasis
ocurre cuando células tumorales son capaces de emigrar de su sitio de origen hacia
organos o tejidos alejados. Por ello, su capacidad de adhesion, movilidad y
capacidad de penetracion vascular es fundamental para la progresion de la

enfermedad tumoral.

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una citoquina que
muestra diferentes papeles en la progresion tumoral. En etapas iniciales es un
inhibidor del crecimiento tumoral, pero en etapas finales las células tumorales son
capaces de evadir ese freno e incluso secretar mas TGF-B, lo que favorece la
metastasis. Ensayos in vitro han demostrado que TGF-B eleva la expresion de
FSCNI1 y la formacion de filopodios en células de morfologia fusiforme pero no en
las células poligonales [165,166]. Ademas, la presencia de ARN mensajero (ARNm)
de FSCN1 produce una retroalimentacion positiva para la formacion de novo de
TGEF-B.

La FSCNI1 también muestra la capacidad de modular genes asociados a la
metastasis. La regulacion negativa del gen Breast cancer metastasis suppressor 1
(BRMS1) y positiva del gen factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-Kb), favorece la supervivencia y la division celular
[167].

NF-xB es un conjunto proteico que regula la transcripcion del ADN en una
estrecha relacion con las proteinas REL. De forma basal, se encuentra en el
citoplasma en el llamado complejo inhibidor (IxkB). Su activacion, ya sea por via
candnica 0 no canodnica, que involucra la fosforilaciéon y degradacion proteica,
produce la liberacién del complejo NF-«B, permitiendo su unién al ADN nuclear y
la activacion de genes [168].

BRMS1 (chr 11ql13) es un regulador del remodelamiento cromatinico
perteneciente a la familia de las histonas. Es un potente supresor tumoral porque
interviene en las etapas de metastasis, angiogénesis, apoptosis, reordenamientos
del citoesqueleto, reconocimiento inmune; con una relacion con EGFR, NF-xB y
quinasas de adhesion focal (FAK). Respecto a estas tltimas, ensayos en lineas
celulares han notificado que la falta de FSCN1 sensibiliza al tratamiento con
quimioterapicos, al aumentar la fosforilacion de dichas proteinas respecto a lineas
celulares FSCN1-, ademads de relacionarse estrechamente con un incremento de
integrina beta 1 (ITGB1) [169]. La expresion de BRMSI se asocia a tumores con una
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mejor supervivencia global [170]. La via Notch, identificada como protooncogén
en el cdncer de mama, aumenta en situaciones de estrés celular como en hipoxia o
ante la elevacion de citoquinas inflamatorias. Las células con expresion de FSCN1
manifestaban un crecimiento tumoral mas estable respecto a los que no expresaban
FSCN1, demostrado al igualar el crecimiento entre ambas al administrar a las
primeras un inhibidor (FLI-06) de la via Notch. Este fendmeno parece responder a
una activacion sostenida mediante una renovacion continua de sefiales en esta via,

especialmente en células con mayor expresion de FSCN1 [171].

Los invadopodios son capaces de secretar metaloproteasas contra la sustancia
fundamental estromal, lo que permite la invasion celular al romper inicialmente la
membrana basal. La interaccion entre FSCN1 y las metaloproteasas en el frente
tumoral se conoce a través de estudios que asocian ambas proteinas entre si, junto
a otros factores de mal prondstico [172]. Respecto a esto ultimo, se ha estudiado su
relacién con el acido linoleico en cultivos celulares, donde se ha denotado una
mayor produccion de metaloproteasas 2 y 9 (capaces de degradar el colageno tipo
IV, abundante en las membranas celulares) ante la presencia en el medio de dicho

acido, y ademas una relacion directa con la expresion celular de FSCN1 [173].

La relacion de la FSCN1 con la progresion del cancer también se debe, en
parte, a su interaccion con mecanismos de resistencia a los tratamientos
quimioterdpicos. En este sentido, se ha demostrado una modulacion de la
quimioresistencia, como la mayor sensibilidad al tratamiento con doxorrubicina en
lineas celulares FSCN- respecto a FSCN+, a través de una potenciacion de la via
PI3K, lo que resulta en una mayor resistencia a la apoptosis mediante un aumento
de la fosforilacion de AKT y una menor expresion de PTEN. El aumento de la
proteina inhibidora de apoptosis ligada al cromosoma X en lineas celulares FSCN+,

seria otra via de escape a la muerte celular programada [169].

Los receptores citoplasmaticos para trombospondinas y sindecanos permiten
una regulaciéon positiva de la FSCN1, en cambio, receptores de fibronectina o
vitronectina produce una regulacion negativa de dicha expresién. La hipoxia
celular, mas frecuente en el frente tumoral de tumores sélidos, se relaciona con una
sobreexpresion FSCN1. HIF1-alfa tiene como diana a la FSCN1, lo que origina una
regulacion al alza de esta proteina, similar a la activacion de otros genes que

participan en la invasion y metdastasis [174].
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En los ultimos anos, el papel de la transicion epitelio-mesénquima y la
transicion mesénquima-epitelio ha sido ampliamente estudiado para comprender
estos procesos y todos los mecanismos y rutas moleculares involucrados, con el
objetivo de encontrar dianas terapéuticas. En el cancer de mama, el aumento de los
niveles de FSCN1 se ha correlacionado con un incremento de los factores de
transcripcion de la transicion epitelio-mesénquima, y viceversa, con factores tipicos
de la transiciéon mesénquima-epitelio, como GATA3. [175]. GATA3 es un factor de
transcripcion con dedos de zinc necesario para el desarrollo, embriogénesis y
mantenimiento del tejido mamario sobre todo de las células luminales [176]. Su
expresion nuclear podria suprimir la actividad transcripcional de la ruta TGF-£3-
smad y anular la capacidad de SMAD4 para promover la formacion de
invadopodios, la migracion y la invasion celular [175]. Esta anulacion se cree que

es por interaccion entre SMAD4 y sus sitios de unién al ADN.

La expresion de FSCN1 se ha correlacionado con tumores mas agresivos y
de peor prondstico y en el caso particular de carcinomas de mama con lo de
fenotipo basal-like [177-179].

Se conocen otros papeles relevantes de la FSCN1, mas alld de su principal
relacion con la formacion de filamentos de actina. La union a nesprina-2, una
proteina de la envoltura nuclear es fundamental en la cancerogénesis, ya que
permite la deformacion y el movimiento nuclear [180]. Ademas, la FSCN1 participa
de forma independiente en el mecanismo de liberacion citoplasmatica celular por
vesiculas. Su forma fosforilada, localizada en el nucleo, interactia con diversas

proteinas, como histonas y ARN polimerasas [181].

1.13.2. Expresion de FSCN1 en el cancer de mama

En el afio 2000, Grothey et al [182], estudiaron la correlacion de expresion de
FSCNT1 con los RH. Para ello, utilizaron 58 muestras de mujeres que no hubiesen
recibido quimioterapia ni radioterapia previa. Se clasificaron segin subtipo
histoldgico (segun 5 edicion WHO) en: 38 carcinomas NOS, 7 carcinomas
lobulillares, 7 carcinomas NOS con patrén medular, 2 carcinomas mucinosos y 4
carcinomas tubulares. Se consideré FSCN1+ cuando >5% de las células eran
positivas. Si era >50% se le denomind “positivo difuso”. Sus resultados mostraron

una correlacion significativa de la expresion de FSCN1 con: RH- y tumores no
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diploides. De forma contraria no se constato significancia estadistica en: estadio
tumoral, subtipo histologico, afectacion ganglionar, presencia de metastasis,
niveles de CEA y CA15.3. Por ultimo, ya en este afio estos autores sugirieron que

la expresion citoplasmatica era mayor en el frente tumoral.

En 2005, Yoder et al [183], valoraron la expresividad de HER2, RH, y FSCN1
con tissue microarays en una poblacion de 210 pacientes. El grado de intensidad de
la FSCNT1 se evalué mediante una gradacion en cuatro variables: 0, 1+, 2+ y 3+. Estas
corresponden a: 0 expresion negativa, 1+ expresion débil citoplasmatica y
membrana, 2+ expresion moderada y 3+ expresion intensa. La forma de evaluar si
un caso era positivo es que debia mostrar una expresion al menos 1+ y que afectara
al 10% de uno de los dos cilindros valorados. Este estudio si subdividié por subtipo
histologico el cancer de mama. Por ello, del total de 210 pacientes: 168 (80%) se
correspondian con carcinomas NOS, 32 (15,2%) carcinomas lobulillares, 4 (1,9%)
carcinomas mixtos, 3 (1,4%) carcinomas mucinosos y 3 (1,4%) carcinomas NOS con
patron medular. Respecto la expresividad de FSCN1 en relacion con los RH fue:
11/159 en RE+, 29/51 en RE-, 12/125 en RP+y 21/85 en RP-.

Sus resultados demostraron una correlacion significativa entre la
expresividad de FSCN1 con la negatividad para RE y RP, en cambio, para HER2 no
hubo correlacion. Para ahondar en esta relacion, realizaron una doble tincion RE y
FSCN1 demostrando una relacion inversa de expresividad entre ambas proteinas,
tal fue asi que, todas las células con expresividad para RE no expresaban FSCN1, y

viceversa.

En un seguimiento de 5 afios, se observo una clara significacion estadistica en
el periodo libre de enfermedad: los tumores FSCN1+ presentaron un periodo de 74
meses, en comparacion con los 100 meses de los tumores FSCN1-. Esta relacion
también se trasladd a una mayor supervivencia global, asi como en grados
histoldgicos mayores. Por ende, la expresion de FSCN1 se revel6 como un
marcador prondstico independiente de HER2, PRy el estadio tumoral, pero no para
RE o grado tumoral. En este estudio no se reveld una correlacion significativa de la

expresion de FSCN1 con el tamafio tumoral, invasion linfatica ni metastasis.

En 2006, Rodriguez-Pinilla et al [184], en un estudio centrado en el cancer de
mama TN sin metdstasis ganglionar y expresion de FSCNI, notificé una
positividad del 25,1% en este subgrupo especifico, que se elevaba al 83,3% en los
casos de BRCA1 y de un 16,7% en casos BRCA2. Se demostr6 su asociacion con:
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mayor grado histologico, mayor Ki67, mayor expresion de CK5/6; e inversamente
con: positividad para RH. No se observd relacion con la recurrencia, metastasis, ni
con la expresion de HER2 o EGFR.

En 2009, Giilgiin Erdogan et al [185], valoraron la expresion de FSCNI1 en el
carcinoma ductal infiltrante de mama. Para ello dividieron su poblacion a estudio
en tres grandes grupos: “carcinoma infiltrante con ganglio linfatico positivo”,
“carcinoma infiltrante con ganglio linfatico negativo” y “microinvasion con
carcinoma infiltrante de mama con componente in situ extenso”. La expresion de
FSCN1 fue de 13/16 (81%), 7/16 (43,7%) y 4/9 (44,4%) respectivamente, mostrando
una diferencia estadistica entre los diferentes grupos, asi como con la invasion
linfovascular y el mayor estadio. No se observé relacion con el tamafio tumoral, RH

ni con la sobreexpresion de HER2.

En 2010, Xue et al [186], en un estudio de diferentes tumores en una poblacion
asiatica china revelaron una positividad de tan so6lo el 13,3% para FSCNI1 en el

carcinoma infiltrante de mama.

En 2011, Al-Alwan et al [167], en un estudio in vitro del cancer de mama
revelaron una positividad de FSCN1 en un 40,84% del total de los casos, asi como,
una correlacion estadistica significativa de la expresion de la FSCN1 con: subtipo
molecular TN, RH-, mayor tamafo tumoral, mayor grado histologico y un menor
periodo libre de enfermedad. Ademas, se observo una inhibicion de BRMS1, con
una reduccion de la expresividad nuclear de este gen supresor tumoral, en relacion

con una mayor expresion gendmica del gen FSCNI.

En 2014, Esnakula et al [179], analizaron la expresién de FSCN1 en 202 mujeres
afroamericanas con carcinomas infiltrantes de mama, sin especificar el subtipo
histoldgico, pero si el molecular, utilizando tissue microarrays y dos observadores
independientes. Para cuantificar la intensidad, emplearon un sistema de gradacién
con las siguientes categorias: 0 para no tincion, 1+ para tinciones débiles de
membrana o citoplasma, 2+ para tincion moderada-intensa y 3+ para tincion
intensa. Ademas, en cada caso se anot6 el porcentaje de células positivas de forma
numérica. Se consideré FSCN1+ si habia >10% de células tumorales con cualquier
tipo de tincion citoplasmatica (es decir, mayor que la categoria 0). En el estudio, se
notificé un 40,6% de positividad para FSCN1 (82/202).
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Los andlisis estadisticos también mostraron una correlacion significativa
entre la expresion de FSCN1 y la negatividad para RH, menor tiempo de
supervivencia, mayor grado histoldgico y el subtipo molecular TN (55/77).
Ademads, la FSCN1 se revel6 como un factor independiente de prondstico y
diagnostico. En contraste, la edad, el tamafo tumoral y el estado ganglionar al
inicio del estudio no mostraron esta asociacion. La relacion con el periodo libre de

enfermedad fue marginal y no del todo significativa.

En 2015, Hiromichi Tsuchiya et al [187], estudiaron la expresion de FSCN1 en
una cohorte japonesa de 301 pacientes de tumores primarios mamarios que no
habian recibido quimioterapia ni hormonoterapia previo a la cirugia. Para su
valoracion asignaron a la intensidad 4 variables: 0 para expresion nula, 1 para débil,
2 para moderada y 3 para intensa. En cuanto al porcentaje de expresion, lo hicieron
por cuartos de la siguiente manera: 1 para una expresion entre 1-25%, 2 entre 26-
50%, 3 entre 51-75% y 4 entre 76-100%. Ambas categorias eran sumadas y se
considerd positivo si el score combinado era >3. Bajo esta interpretacidn, se obtuvo
una expresion de FSCN1 en el 56% de los luminales A, 14,3% de los luminales B
HER2-, 52,9% de los luminales B HER2+, 31,3% de los HER2 enriquecido y un 81,3%
de los TN. Respecto a otros datos analizados, se observo una correlacion estadistica
con la expresion de KI67 y el subtipo molecular TN, pero no con la expresion de
CK5/6, la expresion de EGFR, la edad ni el tamafio tumoral.

También en 2015, Min et al [188], realizaron un estudio retrospectivo de
expresion de FSCN1 mediante tissue microarrays en un total de 194 pacientes. Se
valord su expresividad citoplasmatica y no nuclear con una gradacion en 4
variables siendo: 0 una expresion negativa, 1 débil, 2 moderada y 3 fuerte. A su vez
clasificaron esta expresion dependiendo del porcentaje en otras cuatro categorias
(0-3): 0-25%, 26-50%, 51-75%, 76-100%. Ambos valores fueron utilizados para
realizar un puntaje “score” final donde curvas receiver operating characteristic curve
(ROC) mostraron que el punto de corte de dicho valor se correspondia con un valor
<1 para considerar la expresion FSCN1 como negativa, y >1 para considerarla como
positiva. Ademas, la expresién combinada de FSCN1 fue comparada con p53, Ki67,

expresion IHQ de RH y grado de necrosis tumoral.

Con este sistema, se notific una positividad en 41 de 194 pacientes (21,1%) y
una negatividad en 153 de 194 (78,9%). La positividad de FSCN1 se distribuyo

segun el subtipo molecular de la siguiente manera: 4% en luminal A, 14,3% en
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luminal B HER?2-, 18,2% en luminal B HER2+, 24,1% en HER2 enriquecido y 69,4%
en TN. Se observo una clara significacion de la expresion positiva de FSCN1 en los
casos TN, pero no para la expresion de HER2 ni en los subtipos moleculares
luminal A y B. Ademas, se correlacion6 con una mayor expresividad de p53, mayor
grado tumoral, mayor necrosis tumoral, mayor riesgo de recidiva, menor tiempo
libre de enfermedad y peor supervivencia global, aunque esta tltima se limito al
subgrupo de pacientes con un estadio avanzado, especialmente con un mayor pT.
Por ultimo, la expresion de FSCNI1 se asocid significativamente con la

supervivencia global en pacientes con resistencia al tratamiento adyuvante.

En 2016, Chao-Qun Wang et al [189], analizaron la expresion de HER2
mediante FISH y de FSCN1 mediante IHQ en una poblacion china de 457 pacientes
con cancer de mama, utilizando muestras de resecciones primarias en parafina y
dividiéndolas segtin el subtipo molecular. La valoracion de FSCN1 fue idéntica a
la realizada por Hiromichi Tsuchiya et al. En cuanto al score final, se considerd
“positiva para FSCN1” si era >3 y habia al menos un 5% de células positivas, y

“fuertemente positiva para FSCN1” si era 26 con una positividad de al menos 3.

La expresion de FSCN1 se observé en el 31,5% de los casos (144/457), siendo
“fuertemente positiva” en el 16,8% (77/457). La distribucion segun los diferentes
subtipos moleculares fue la siguiente: luminal A 12,4% (23/185), luminal B 16,5%
(18/109), HER2 enriquecido 38,3% (31/81) y TN 87,8% (72/82). Considerando la
categoria tinica de “fuertemente positiva”, se observo que el 78% de estos casos
eran TN. Se comunicé una significancia estadistica tanto para la “positividad
fuerte” como para la “positividad”. Ademads, la alta sensibilidad (87,8%) y
especificidad (80,8%) de FSCN1 en los casos TN justificaron su valoracion como un
marcador diagnostico independiente del subtipo molecular TN, mostrando datos
que mejoraron los reportados por Esnakula et al dos afios antes. Por tltimo, estos
autores también sugieren la expresion de FSCN1 como un marcador predictor
positivo en la expresion de HER2, especialmente en casos de HER2 2+ que
requieren estudios FISH posteriores.

Ademas en 2016, Min et al [190], realizaron una subclasificacion molecular del
cancer de mama en una poblaciéon coreana y estudiaron la probable asociacion
entre el periodo libre de enfermedad y la supervivencia global con respecto a la
expresion de GATA3 y FSCN1. Graduaron tanto la expresiéon como la intensidad

de FSCNI1 en 4 categorias, similar a lo realizado por los autores anteriormente
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comentados. Estos autores ademas utilizaron una “puntuacion de inmunoreacién”
que consiste en multiplicar la categoria de grado de intensidad por la categoria de

porcentaje de positividad.

La expresion de GATAS3 se asocio con datos de buen pronostico: ausencia de
invasion vascular, ausencia de necrosis, ausencia de metastasis a distancia, menor
grado histologico, RH+, ausencia de expresion en TN, menor expresion de p53 y
negatividad para HER2. En cambio, la expresion de FSCN1 se relacioné con: mayor
grado histologico, mayor necrosis, RH-, mayor expresion en el subgrupo TN y alta
expresion de p53. La relacidon inversa entre la expresion de GATA3 y FSCNI1
también fue demostrada estadisticamente, hecho que ya se sugirié en estudios in
vitro [191].

En 2017, S.J] Yoo et al [192] notificaron, mediante THQ utilizando tissue
microarrays en 107 mujeres, una correlacion estadistica de la expresion de FSCN1
con el subtipo molecular TN, el riesgo de metastasis linfaticas ganglionares y la
relacion inversa de la expresion de FSCN1 con RH. Otros pardmetros estudiados,
como la edad, el grado histologico, el tamafio tumoral y el estadio, no evidenciaron

una relacién estadistica

También en 2017, Hye Jin Lee et al [193] estudiaron la expresion de FSCN1, las
caracteristicas histoldgicas y clinicas, asi como la expresion del gen supresor
BRMS1 en una poblacién coreana de 183 pacientes. Su estudio reflejo6 una
positividad para FSCN1 del 18% (33/183) y una asociacion estadisticamente
significativa con: mayor grado histoldgico, mayor grado nuclear medido por Scarff-
Bloom-Richardson (SBR), RH-, ausencia de metastasis ganglionar, negatividad de
HER?2, menor periodo libre de enfermedad y subtipo molecular TN. En cuanto a la
correlacion con BRMSI, no se demostrd una asociacion estadistica en este estudio,
aunque se observo una tendencia a la expresion inversa de ambos, con una mayor
predisposicion a que los casos BRMSI1 negativos mostraran una expresion positiva
de FSCNI1.

Otro estudio en 2017 a cargo de Chao-Qun Wang et al [194], en una poblacién
china de 316 pacientes con un grupo de control de 222 mujeres, analizé la
prevalencia y el efecto sobre el riesgo de cdncer de mama de diversos
polimorfismos de un solo nucledtido del gen FSCN1. Los portadores de los alelos
AC+CC o AC de la variante rs56156320, en comparacion con el tipo salvaje AA,
tenian el doble de riesgo de desarrollar cancer de mama. Tener un alelo G en la
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variante rs3801004 o un alelo T en 152966447 aumentaba mas del doble el riesgo de
estadio/metastasis linfaticas en el subtipo luminal A, o casi el doble el riesgo de
poseer un mayor SBR en el subgrupo luminal B. Esto evidencia que las mutaciones
puntuales en este gen pueden ser extremadamente relevantes para el prondstico de
los diferentes subgrupos. En cuanto a las variables demograficas del estudio, se
asocié una mayor edad y el consumo de tabaco, pero no el consumo de alcohol, con

un mayor riesgo de cancer de mama.

En 2019, Nonni et al [195], publicaron una cohorte de 127 pacientes cuyos
resultados mostraron una relacion estadisticamente significativa entre la expresion
de FSCN1 y un mayor grado histologico tumoral, una mayor tasa de Ki67, el
subtipo molecular TN y un mayor riesgo de recurrencia o muerte. Este tltimo fue
mas relevante en un periodo de estudio de progresion de enfermedad de 5 afos.
En cambio, no se hall¢ significacién estadistica para el estadio tumoral o las
metastasis ganglionares. Este mismo grupo investigador, Tampaki et al [196], valord
la expresién combinada de FSCN1y MAP17 (proteina de membrana y en el aparato
de Golgi, asociado con aumento de proliferaciéon y menor apoptosis celular [197]).
Los resultados asociaron la expresion de FSCN1 con los subtipos TN, un mayor
grado histolégico, una mayor expresion de Ki67, mds recidivas, una mayor
expresion de FSCNI1 en células endoteliales de neovasos tumorales y una mayor
expresion de MAP17 en células tumorales. La correlacion de MAP17 fue similar:
tumores de mayor grado histoldgico, mayor expresion de Ki67, mayor expresion
en el subgrupo TN y en pacientes con una expresion de FSCN1 en neovasos
tumorales. La expresion positiva combinada se correlaciond con un menor periodo

libre de enfermedad a 5 anos.

También en 2019, Ata Abbasi et al [178] en un estudio irani de 61 pacientes con
muestras parafinadas, obtuvieron una expresién de FSCN1 en un 26,2% (16/61). Se
considerd positivo cualquier expresion citoplasmatica. El estudio mostréd una
significacion estadistica de la expresion de FSCN1 con: grado histologico, tamafio
tumoral, subtipo molecular y afectacion ganglionar inicial; y de tipo inverso para
RH. En cambio, no mostraron significacién para: el subtipo histoldgico tumoral,
lateralidad tumoral, invasion perineural o linfatica, afectacion de la piel o pezon, ni

para la expresion de HER2 ni de Ki67.

En 2022, Rani et al [198], notificaron para una poblacion de 130 pacientes una

positividad para citoplasmatica para FSCN1 del 69% de los casos. Un 31% del total
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de los casos se correspondian con una tincidon citoplasmatica y de membrana.
Ademas, apreciaron mayor expresion en casos TN con mayor frecuencia para los
carcinomas metaplasicos y carcinoma NOS, asi como, en los de mayor grado

histoldgico y estadio.

1.13.3. Opciones terapéuticas anti-FSCN1

Las opciones terapéuticas anti-FSCN1 son actualmente considerables y
presentan diferentes mecanismos de accion. Aunque algunas de ellas ain estan en
fase de expansion, otras mds antiguas ya han demostrado su efectividad en
modelos in vivo. Su principal finalidad como diana antitumoral es la capacidad de

inhibir la movilidad y la capacidad metastasica de los tumores.

En la actualidad, no existe ningin farmaco anti-FSCN1 aprobado por
ninguna agencia de medicamento internacional como primera indicacion

terapéutica. Se clasifican segin su mecanismo de inhibicion [199].

1.13.3.1.  Inhibidores especificos

Las macrocetonas, como los analogos de la migrastatina, han sido estudiadas
por Lin Chen et al [200], como moléculas capaces de bloquear los dos sitios de union
de la actina a la FSCN (puesto de manifiesto por estos autores con técnicas de rayos
X), impidiendo pues la formaciéon de filamentos de actina. Se conoce que la
mutacion E391A y H475A, impide la unién de la macrocetona a los sitios de unién,

lo que reduciria el futuro papel antitumoral de la misma [199].

Se ha evidenciado que los derivados del tiazol, en especial el denominado
“5K”, son capaces de reducir la cantidad de actina fibrilar celular, lo que conlleva
la formacion de filamentos de actina mal empaquetados. Esto, a su vez, reduciria

la capacidad de migracion celular [201].

Ademas, existen otros medicamentos ya comercializados con otra indicacién
terapéutica que estdn siendo investigados por su funcién inhibidora directa de
FSCN1. El raltegravir, antiviral clasico para el tratamiento del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), ha sido estudiado por Alburquerque-Gonzalez et
al de forma in vitro mediante xenotrasplante en saco vitelino de pez cebra de células
procedentes de carcinoma colorrectal. Se obtuvo una reduccion del nimero de

metdstasis. La eleccion de raltegravir se realiz6 mediante cribado virtual por
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inteligencia artificial, utilizando la base de datos de la FDA y un modelo
tridimensional de la proteina FSCN1. Los estudios de dindmica molecular
demostraron la estabilidad de este farmaco con la FSCN1 [202].

El inhibidor =~ N-(1-(4-(Trifluorometil)bencil)-1H-indazol-3-il)furano-2-
carboxamida, ha demostrado ser capaz de unirse al sitio de union de actina de la
FSCN1, produciendo una disminucién del nimero de filopodios por célula en
aproximadamente tres veces. Ademas, se observo la formacion de nidos celulares
mas redondeados y aplanados, sin que se haya evidenciado una reduccion en el
total de células ni en la capacidad de producir apoptosis. Ensayos in vivo tras la
implantacion de células tumorales demostraron una reduccion de hasta el 95% en
las metastasis pulmonares en ratones tratados con este inhibidor, en comparacion
con los que no fueron tratados. Ademas, la sobredosificacion de este inhibidor no
mostro efectos adversos [203,204]. Esta linea de investigacion derivo en [205] con
la sintesis de los derivados: NP-G2-011 y NP-G2-044. Ambas moléculas
evidenciaron una reduccion en la formacion de filamentos de actina, metastasis y

migracion celular e incluso, aunque de forma escasa, del tamafio tumoral.

En la actualidad otras moléculas como los derivados de la tetrahidropiridina
y la imipramina han mostrado un papel inhibidor de la FSCN1 [206]. Respecto a
este ultimo, un medicamento utilizado en clinica diaria para el tratamiento de la
depresion fue estudiado por Alburquerque-Gonzilez et al, utilizando el modelo de
xenotrasplante de lineas tumorales en peces cebras, observaron un menor
porcentaje de invasion de células tumorales de forma dosis dependiente, una
disminucion de las estructuras invasivas del citoesqueleto de actina con menor
cantidad de FSCN1 y una reduccion en la migracion celular [207]. En la actualidad

ya existen ensayos clinicos en pacientes con cancer colorrectal.

1.13.3.2.  Inhibidores indirectos/otros

La melatonina, una hormona natural del cuerpo humano, ha mostrado un
papel antitumoral. Ensayos han demostrado que en células tratadas con
melatonina, la FSCN1 se encontraba suelta en el citosol y no en la membrana
celular, lo que conllevé una reduccion en la formacion de filopodios [208].

Productos naturales como la chalcona (cetona aromatica), la curcumina
(utilizado como colorante derivado de la ctrcuma) y el extracto de Eleagnus
angustifolia L. han mostrado una modificacién de la expresion de FSCNI1. La tltima
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de ellas produce una menor expresion de la FSCN1 actuando sobre su actividad en
la transicion epitelio mesénquima [209]. Las alteraciones del eje HER2 o via
JAK/STATS3 son las principales responsables de las otras. Otras vias de inhibicion o
reduccion de expresion son: la reduccion del citocromo CYP26A1 con el uso acido
transretinoico [210] y la utilizacién de derivados sintéticos como PQ401 como
inhibidor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) que reduce la
expresion de FSCNT1 [211].

1.14. ' TOPOISOMERASA

1.14.1. Descripcion molecular, funcién y principales vias de interaccion

Las ADN topoisomerasas (TOP) son enzimas isomerasas capaces de cambiar
la estructura tridimensional del material genético. Fueron aisladas durante las
décadas de 1970 y 1980. Esta familia se divide en dos grandes subgrupos: la
topoisomerasa I, que actia sobre una unica cadena de ADN a través de un
mecanismo de rotura y posterior union, sin requerimiento energético de trifosfato
de adenosina (ATP); y la topoisomerasa II, que ejerce su accion sobre la doble
cadena con requerimiento de ATP y magnesio (Mg2+). La topoisomerasa I tiene dos
isoformas, It y I3, similar a la topoisomerasa II, que también presenta las isoformas
I (TOP2A) y 1I3 (TOP2B). La topoisomerasa I (gen TOP3A) y la topoisomerasa
IB (gen TOP3B) permiten respectivamente el paso y la rotacion de una tinica hebra
del ADN. La localizacion de estas proteinas es de tipo nuclear, aunque en algunas

de ellas, como el caso de la topoisomerasa I3, también es mitocondrial.

TOP2A es una proteina de 170 kDa de peso molecular, sintetizada a partir del
gen TOP2A localizado en el chr 17q21.2. La polaridad de rotura del ADN es 5’ con
un numero de enlace de 2. Su localizacion es nuclear y mitocondrial. Actiia como
un homodimero (2 unidades iguales de la proteina) anclandose de forma
simultanea sobre ambas hebras de ADN. Este hecho le permite modificar el
plegamiento de la cromatina de un estado superenrollado a un estado parcialmente
enrollado. TOP2A es dependiente del ciclo celular y su expresion alcanza maximos
durante la fase G2/M.

Esta enzima es capaz de producir una rotura pasajera de la doble hebra del
ADN en una de las hélices del ADN (conocido como segmento G), permitiendo el
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paso de la segunda hélice a través de este defecto (denominado segmento T-
transportado) y la posterior union del segmento G para cerrar de nuevo el defecto
originado (figura 12). Con este mecanismo se produce la decatenacion y el
desenrollamiento del material genético [212]. Estos cambios conformacionales son
dependientes del consumo de ATP, lo que permite de manera “sincronizada” el
cierre y apertura de las diferentes etapas [213]. La decatenacion se inicia durante la
replicacion genética, donde el proceso de replicacion produce por si mismo un
enrollamiento del material genético, que contintia hasta finalizar la mitosis.
Ademas, la decatenacion es requerida durante la fase S del ciclo celular, lo que
facilita la sintesis proteica. La accion de la TOP2A ocurre sin ninguna modificacion

quimica sobre el ADN.

A DNA Double-helix
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Figura 12. Mecanismo de accién de TOP2A (extraido de Soliman et al).

Otras funciones son: union al ADN, escisidn/re-union especifica del ADN, y
anudado/desanudado de sustratos de acidos nucleicos, transferencia de hebras de
ADN e hidrdlisis de ATP [214]. El papel mas relevante de TOP2A ocurre durante
la mitosis, donde una decatenacién completa previa a la anafase es necesaria para

conseguir la separacion de las cromatidas hermanas [215].

TOP2A se encuentra en una regioén gendmica especifica, pero cercana a otros
genes relevantes como HER2. Algunas amplificaciones de HER?2 incluyen, por
proximidad, al gen TOP2A. Sin embargo, aunque esto sea frecuente, la

amplificacion o alteracion de TOP2A no ocurre siempre en sintonia con la del gen
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HER2, lo que hace necesaria una evaluacion separada de ambos genes [216]. Su
correlacién con tumores de mayor indice proliferativo es ampliamente conocida
debido a su papel fundamental en la replicacion y division celular [217]. Respecto
a esto ultimo, los TN con indices mitéticos elevados no muestran aberraciones
genéticas del gen TOP2A como se esperaria, pero si presentan niveles elevados de
expresion de ARN y de la proteina final. Esta expresion elevada ocurre por rutas
independientes a la alteracion gendmica, incluyendo niveles transcripcionales,

traduccionales y postranscripcionales [218].

Ademads, conocer su expresion junto a la de HER2 seria relevante previo al
inicio de terapias de antraciclinas, ya que, la co-amplificacion de ambos ha
mostrado mejor tasa de respuesta libre de enfermedad en terapias basadas en
antraciclinas [219]. En cambio, otros autores no apreciaron una significacion en la
amplificacion de TOP2A, sino en la cantidad de expresion de este gen [220]. La
literatura refleja que la asociacion simultdnea de ambas proteinas puede tener un
papel relevante en predecir la respuesta a los esquemas basados en antraciclinas
[221].

Un metaanalisis mostré una clara asociacion entre un estado alterado de
TOP2A o su sobreexpresion, y el potencial incremento del beneficio de la terapia
con antraciclinas, tanto en esquemas de adyuvancia como en neoadyuvancia. Este
beneficio también se observo en casos de enfermedad metastasica o avanzada [222].
Los pacientes con remision completa mostraron niveles mas elevados de ARN de
TOP2A en comparacion con aquellos cuya respuesta fue parcial o nula [223]. Este
hecho hace sugerir la determinacion de TOP2A como un probable marcador

prondstico.

La expresion de TOP2A en los diferentes subtipos histoldgicos y moleculares
no estd ampliamente documentado a diferencias de otras proteinas, como por
ejemplo HER2 [224]. La ausencia de los genes reparadores BRCA1 y BRCA2
incrementa la sensibilidad a los tratamientos anti-TOP2A, ya que estos acttian sobre

la rotura de la doble cadena de ADN, impidiendo una reparacién homologa [225].

Algunos tratamiento anti-TOP2A crean complejos TOP2A-ADN, cuya
reparacion celular se realiza por proteodlisis o procesamiento nucleolitico posterior.
La existencia de complejos TOP2A-ADN puede aumentar el riesgo de neoplasias

secundarias, como la leucemia mieloide descrita tras utilizacion de terapias basadas
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en etoposido y tenipdsido [226]. Algunos autores asemejan TOP2A con un
marcador de proliferacion celular, similar a Ki67 [227].

La determinacion de TOP2A sigue siendo muy discutida. Su valoracion
puede realizarse a través de diferentes técnicas: FISH, PCR cuantitativa (q-PCR),
deteccion de ARNm TOP2A mediante PCR cuantitativa con retrotranscriptasa
(qQRT-PCR) y determinacion de expresion proteica final mediante IHQ. Las técnicas
mas habituales son la IHQ y FISH [228]. Ambas técnicas poseen una correlacion
baja, hecho ampliamente expuesto en la literatura. La probable amplificacion o
aumento del niumero de copias no implica necesariamente una sobreexpresion a
nivel proteico de la misma. La IHQ no permite un contaje del nimero de sefiales y
ambos estudios muestran una concordancia baja (k=0,134) [229]. Estudios en
paralelos FISH y IHQ para TOP2A mostraron una gran disparidad respecto a la
valoracion de HER2 [230]. En cambio, otros estudios han apreciado una mayor
similitud al comparar técnicas de qRT-PCR y FISH (p=0,047) [223], y atin mayor
cuando se comparaban qRT-PCR con la positividad e intensidad mediante IHQ
(p<0,001) evidenciando una mejor correlacion entre el ARN y la expresion final de
la proteina. El método mas habitual para analizar el estado de TOP2A es a través
de FISH. Este método es menos subjetivo que la expresion IHQ y deja menos lugar
a dudas sobre la intensidad de las senales, al basarse en un contaje de sefiales. A
pesar de ello, durante la interpretaciéon de FISH deben tenerse en cuenta varios
factores: la localizacion exacta del componente infiltrante, la posibilidad de co-
amplificaciéon de HER? o la utilizacion de diferentes sondas, es decir, de diferentes
longitudes que puedan incluir la region HER2 y dar falsos positivos. Esto no ocurre
con la delecién, donde la eleccion de la sonda no es relevante. La heterogeneidad
tumoral, con células amplificadas y otras no en la misma muestra, también es un
problema en la interpretacion. No existe todavia un punto de corte exacto
estandarizado ni para estudios IHQ ni FISH, lo que dificulta la extrapolacion de
datos [231].

1.14.2. Expresion de TOP2A en el cancer de mama

En 2004, Kalogeraki et al [232], observaron en un estudio IHQ sobre PAAF
mamaria una mayor expresion de TOP2A cuanto mayor era el grado tumoral, asi

como, una mayor expresion en los casos con metastasis ganglionares. Ademas, fue
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también estadisticamente significativa la relacion entre una mayor expresion de

HER?2 y una mayor expresion de TOP2A.

En 2006, Tinari et al [233], estudiaron a 75 mujeres sometidas a tratamiento
neoadyuvante basado en un esquema de antraciclinas, para evaluar el efecto del
mismo en la expresion de TOP2A. Se observo, con significancia estadistica, una
reduccion en el porcentaje de células que expresaban TOP2A. Estos autores
destacaron TOP2A como un predictor independiente de una peor supervivencia

libre de enfermedad.

Se realizaron estudios sobre la alteracion conjunta de HER2 y TOP2A,
analizada mediante hibridacién in situ cromogénica (CISH), como factores
prondsticos en casos metastasicos en el afio 2009 por Todorovic-Rakovic et al [234].
Este estudio no reflejé ninguna correlaciéon con marcadores/datos clinicos ni con
RH, tamano tumoral, presencia de metastasis, tipo histoldgico ni estadio. No
obstante, TOP2A se correlaciond en el andlisis de supervivencia como un marcador

pronostico mejor que la alteracion de HER2.

En 2009, Tubbs et al [235], en un estudio realizado mediante microarrays y
andlisis FISH de HER2 y TOP2A en 2.123 mujeres tratadas con antraciclinas, no
evidenciaron que las alteraciones en el nimero de copias de ambos genes

mejoraran la supervivencia.

En 2010, Mukherjee et al [236], publicaron la existencia de una asociacion
predictiva, determinada mediante un andlisis univariante, entre la expresion
elevada de TOP2A, determinada por IHQ, antes del tratamiento neoadyuvante y
la RCP.

En 2011, Atocha Romero et al [229], en un estudio comparativo entre métodos
de determinacion de TOP2A (FISH, IHQ y g-PCR) presentaron como
significativamente estadistico la asociaciéon de TOP2A con: mayor expresion de
Ki67; y los subtipos moleculares luminal B, HER2 enriquecido y tipo basal. Por
FISH, 13 de los casos estaban amplificados y 2 de los casos mostraron delecion
(21,3% y 3,3% respectivamente). En el mismo afio, Gdémez et al [237], evaluaron la
asociacion entre terapias basadas en antraciclinas y la expresiéon de TOP2A por
IHQ. No hubo relacién entre la expresiéon de TOP2A con la supervivencia global

ni con el periodo libre de enfermedad. Ademas en este 2011, Glynn et al [238],
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mediante q-PCR, evidenciaron que existian alteraciones en la sobreexpresion de

TOP2A incluso cuando no se observaban alteraciones en HER2.

En 2012, Engelstaedter et al [239], valoraron mediante FISH la expresion de
HER2 y TOP2A junto a otros marcadores IHQ y de prondstico en una poblaciéon de
245 casos. Con un punto de corte para la amplificacion de ratio TOP2A/CEP17 22 y
sin amplificacion cuando la ratio <2, se notificé una amplificacion en el 4,9% de los
casos y 0% de delecion. Solo el 3% de los casos mostraron una co-amplificacion de
HER2 y TOP2A. No se encontrd significacion estadistica entre la amplificacion de
TOP2Ay el grado tumoral, estadio tumoral, subtipo histologico, ganglios afectados

ni la media de supervivencia.

La valoracion de TOP2A en subtipos especificos de cancer de mama, y mas
concretamente en TN, ha sido explorado por Mrklic et al [240]. Estos autores
consiguieron en una poblacion croata de 83 pacientes una correlacion entre la
expresion IHQ de TOP2A, con un punto de corte del 37%, con: subtipo histologico
(clasificado como NOS y otros), mitosis, grado histoldgico y Ki67.

En 2015, Qiao et al [228], analizaron el estatus de TOP2A, RH y HER2 en 256
pacientes operables. El estudio FISH de TOP2A se considerd amplificacion si el
ratio TOP2A/CEP17 era>2 y delecidn si el ratio era <0,8, siendo normales los valores
intermedios. El valor k=0,160 entre la valoracion IHQ y FISH (64,5% y 12,1% de
positivos respectivamente) indica la dificultad de considerarlas técnicas
equivalentes. La positividad para TOP2A se asocio con RE, Ki67 y HER2. No se
notificaron diferencias significativas entre la expresion FISH de TOP2A y la

supervivencia de la serie.

La buisqueda de otras proteinas que puedan correlacionarse con la expresion
de TOP2A ha sido explorada en la literatura. Sahin et al [241] en 2016 valoraron la
proteina 1 activadora de Rac GTPasa (RacGAP1), una GTPasa cuyo papel en la
citoquinesis es fundamental en la metafase mitdtica, en conjunto con la expresion
de TOP2A en 457 casos en Turquia. La expresion de TOP2A se relacion6 con la
expresion de: vimentina, RacGAP1 (con una correlacién directa), Ki67 mayor,
mitosis, mayor grado histologico, necrosis y afectacion del CAP. Este estudio si
mostrd significancia estadistica en los andlisis de supervivencia, asociando una
expresion elevada de TOP2A con un mayor periodo libre de enfermedad, menor
presencia de metastasis a distancia y supervivencia global. En el estudio de Milde-
Langosch et al [242] en 2013, mediante la expresiéon de ARN, manifestaron que
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RacGAP1, Ki67 y TOP2A en estudios multivariantes eran marcadores prondsticos
independientes. De similar manera en 2013, Mrklic et al [243], analizaron la
expresion de diferentes antigenos tumorales de testiculo (CTA, en inglés cancer
testis antigens) en 124 casos de TN con otros datos clinicos y determinaciones en las
cuales se incluia TOP2A. Se mostr6 una correlacion estadistica y una expresion en
tejido conjunta y a posteriori entre MAGE-A10/NY-ESO-1 con TOP2A. En 2012 se
valord la expresion entre TOP2A vy la proteina tau asociada a microtabulos (MAP-
tau) por parte de Won et al [244]. Tras regresion multivariante de Cox no se denotd
un p significativa entre la expresion de ambos y la quimioterapia adyuvante basada

en antraciclinas y taxanos.

En 2017, Jim-Ray Chen et al [245], mediante microarrays estudiaron la expresion
de HER2 y TOP2A en una poblacion taiwanesa de 311 pacientes. Obtuvieron una
media de ratio TOP2A/CEP17 de 0,43. Se detect6 amplificacion en el 9,8% de los
casos analizables (26/296) y delecién en el 2,7% (8/296). Los casos de amplificacion
poseian una correlacion estadistica con una edad mayor de 50 afios, asi como, una
amplificacion de HER2, en cambio, no mostraba relacion con otros datos clinicos,
patologicos ni de supervivencia. En el mismo afo, Neama at al [246], en una
poblacion iraqui evidenciarian una similar asociacion estadistica con la expresion

de HER2, pero también con una correlacion negativa para los RH.

En 2018, Xin An et al [247], analizaron la expresion de TOP2A en 434 mujeres
sometidas a cirugia. Se consider6 como sobreexpresado si la tincion nuclear
era 230% de las células tumorales a estudio, y negativo si era <30%. Se evidencid
una significacion estadistica para mayor grado histoldgico tumoral y mayor media
de Ki67 en tumores con expresion nuclear de TOP2A. El resto de los marcadores
estudiados clinicos e histopatologicos no demostraron asociacion. El andlisis de
supervivencia reveld que una alta expresion de TOP2A se asociaba a un menor
periodo libre de enfermedad y a un menor tiempo libre de metastasis a distancia,

con resultados mas pronunciados si el seguimiento era de 5 afios.

También en 2018, Shigematsu et al [248], estudiaron la sobreexpresion de
TOP2A. Los datos reflejaron una correlacion de su sobreexpresion con el subtipo
molecular luminal B, asi como una asociaciéon con un mayor grado tumoral,

negatividad para RH, positividad para HER2 y mayor Ki67.

En 2019, Guestini et al [249], analizaron mediante IHQ la expresién entre otros
de: TOP2A, BCL2, p53, PTEN, Ki67. En este estudio, se destaca la asociacion
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estadistica significativa entre la respuesta patologica y la expresion de TOP2A y
Ki67. Ademas, la elevacion de ambas se relaciona con un aumento de la
sensibilidad de los TN tratados con quimioterapia basada en antraciclinas. La

delecion de PTEN se asoci¢ con una disminucion de la expresion de TOP2A.

En 2020, Ogino et al [250], realizaron un analisis de expresion de ARNm de
TOP2A y topoisomerasa I, tanto en tejido tumoral como sano, en un total de 60
pacientes japoneses. Aunque se aprecio una expresion mayor para ambas proteinas
en el tejido tumoral, ésta no tuvo correlacion estadistica con ningunas de las
variables clinicas estudiadas. Como dato relevante en su serie, ningin paciente

mostro recidiva cuando la expresidn de estas proteinas era negativa.

1.14.3. Puntos de control de TOP2A en la division celular

La célula posee diferentes puntos de control, siendo el mas relevante en
nuestro contexto la via de respuesta al dafio de ADN (DDR), que ejerce su efecto
principalmente durante la division celular. Los puntos principales de control de
esta via son: la correcta decatenacion del ADN antes de la entrada en metafase, la
valoracién de los niveles de TOP2A previo a la anafase y la valoracion de la

abscision celular.

El primer punto de control ocurre antes de la entrada en metafase. DDR
detecta la ausencia de decatenacion, lo que promueve la activacion de los genes
ATM, Chkl y Chk2, y con ello el arresto celular en G2. El etopdsido se une
covalentemente antes del paso de re-fusién de la hebra de ADN, aumentando el
grado de catenacion [251].

En el segundo punto de control, la célula dispone de un mecanismo que
asegura que los niveles de TOP2A libres de union sean suficientes para garantizar
una correcta anafase. El aumento de complejos TOP2A-ADN, principalmente
debido al bloqueo de la hidrdlisis de ATP en su region catalitica, ya sea de forma
artificial con inhibidores como ICRF-193 (C12H18N40O4, o 4-[2-(3,5-Dioxo-1-
piperazinil)-1-metilpropil]piperazina-2,6-diona) o por mutaciones genéticas,
produce el reclutamiento de otros reguladores que paralizan el inicio de la anafase
[252].

El tltimo punto de control de esta via ocurre durante la abscision y se activa

en caso de que no ocurra la disyuncién completa de los cromosomas homologos.
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Esto conlleva a la activacion de genes que retrasan la citocinesis hasta su resolucion,
como el gen ATM o AURKB [252].

1.14.4. Opciones terapéuticas clasicas anti-TOP2A

Para explicar las opciones terapéuticas, la literatura divide a los farmacos en

dos grandes subgrupos: inhibidores clasicos/venenos y cataliticos [253].

1.14.4.1. Tratamiento cldsico/venenos anti-TOP2A

Los tratamientos anti-TOP2A, empezaron su desarrollo durante la década de
1960 con dos derivados semisintéticos glucdsidos a partir de la podofilotoxina, una
sustancia presente en los rizomas de la especie Podophyllum peltatum
(mandragora): etoposido (C29H32013) y teniposido (C32H32013S) [213]. Estos
compuestos han demostrado tener un efecto quimioterapico sobre células
tumorales al producir una unioén covalente que bloquea el dominio catalitico de
TOP2A encargado de la escision y reparacion de la rotura del ADN. Esto aumenta
los complejos TOP2A-ADN vy, como consecuencia de la utilizacion de estos
farmacos, se desencadena un aumento de las roturas genémicas, lo que conlleva a

una mayor activacion de la apoptosis.

La otra gran familia clasica anti-TOP2A, son las antraciclinas, farmacos
antibioticos  obtenidos del hongo Streptomyces spp: daunorubicina
(C27H29NO10), idarrubicina (C26H27NQ9), adriamicina (C27H29NOI11) vy
epirrubicina (C27H29NO11) [213]. Las antraciclinas actiian intercaldndose entre los
puentes de hidrégeno de las bases del ADN, bloqueando asi el mecanismo de
accion de la TOP2A. El principal inconveniente de las antraciclinas de primera
generacion son sus efectos citotoxicos, que se asocian a cardiotoxicidad (debido a
la generacion de radicales de oxigeno libre y el efecto sobre la TOP2B en el tejido
cardiaco), disfuncién medular, sindromes mieloproliferativos y leucemias [254]. En
un intento de reducir estos efectos secundarios, aunque no se ha conseguido del
todo, la industria desarrolld una segunda generaciéon con analogos como la
doxorrubicina (C27H29NO11) y amrubicina (C25H25NO9), con escasa aprobacion
internacional. La esorubicina (C27H29NO11), con menor efecto adverso sobre el
miocardio, mostro una incidencia elevada de aplasia medular. La introduccion de

nanoparticulas unidas a las antraciclinas ha permitido dirigirlas de forma mads
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eficiente a drganos especificos como por ejemplo, la doxorrubicina liposomal
pegilada con glutation para tumores del sistema nervioso central. Una tercera
generacion, siendo su principal exponente la mitoxantrona (C22H28N406), no
produce una union covalente con la TOP2A lo que reduce sus efectos adversos. Por
ultimo otros farmacos con poder anti-TOP2A relacionados son: la aclarubicina

(inhibe la union de fragmento G del ADN con la enzima) y merbarona [213].

Asi mismo, el uso de antraciclinas es notificado como una sustancia
“quimiosensibilitante” al ser capaz de generar proteinas asociadas al patrén
molecular asociado al dafio, también denominadas “alarminas”, que permiten el
reconocimiento de células inmunitarias presentadoras de antigeno de proteinas
inductoras de apoptosis inmunogénica como la calreticulina, proteina que se

encuentra de forma fisioldgica en el reticulo endopldsmico [255].

1.14.4.2.  Inhibidores cataliticos clasicos anti-TOP2A

Su mecanismo de accién se basa en el bloqueo de la principal actividad
enzimatica de la proteina, el dominio catalitico, sin generar un aumento de
complejos unidos covalentemente con ADN (complejos TOP2A-ADN). Entre los
mas importantes se encuentran los derivados de la bisdioxopiperazina: ICRF-159,
ICRF-187 y MST-16. Estos farmacos actian como quelantes y también como
bloqueadores de la hidrolisis de ATP del dominio catalitico después del paso de la
hebra. Por ello, su “congelacion” provoca que la enzima quede bloqueada sobre el
ADN, afectando a la estructura del mismo y causando la citotoxicidad asociada
[253].

1.14.4.3.  Nuevos inhibidores, desarrollo en un futuro y resistencia

En la actualidad, la industria quimica y farmacéutica esta desarrollando
nuevas moléculas capaces de bloquear la accion de la TOP2A que reduzcan la
aparicion de neoplasias secundarias, la cardiotoxicidad y la resistencia al

tratamiento.

Entre los llamados nuevos inhibidores bacterianos de la TOP con actividad
anti-TOP2A encontramos: la gepotidacina y los andlogos de quinolina pirimidina
triona-1[256,257]. La sintesis de derivados de [3-carbolina enlazada con aril sulfonil
piperazina desarrollados por Manasa et al [258], demostraron en ensayos de

inhibicién, una ausencia de decatenacién similar a la observada con etopdsido y un
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aumento del arresto celular en G1 en ensayos de induccion de apoptosis. Otros
grupos, Manda et al [259], también han trabajado recientemente sobre derivados de
la B-carbolina a través de técnicas de amidacién; o derivados de N-(carbobenciloxi)-
L-fenilalanina con resultados de inhibicion de TOP2A [260].

Otra aproximacion es la utilizacion de derivados de la triptantrina, un
alcaloide aislado de hongos ascomicetos, que acttia como un inhibidor catalitico y
que ha mostrado una reduccion celular en lineas celulares tumorales de mama,
colon y leucemia [261], fendomeno similar a lo observado con derivados de
isoquinolinas [262]. La crisoesplenetina es otra molécula con potencial antitumoral
anti-TOP2A por un mecanismos de intercalacion [263]. La wedelolactona, un
cumestano, también muestra efecto in vitro anti TOP2A [264]. Farmacos con
indicacion dispar, como la pironaridina tetrafosfato, una quinolona sintética

antimalarica [265], ha mostrado un efecto in vivo anti-TOP2A.

Los principales mecanismos de resistencia a la TOP2A son [266]: una
reduccion en su expresion y, por tanto, de la proteina total disponible [253],
mutaciones del gen o mecanismos de desactivacion (modificaciones
postraduccionales como la fosforilacion, glicosilacion [267] o ubiquitacion) que
imposibilitan o reducen el efecto del farmaco; o mecanismos de expulsion celular

mediada por glicoproteinas P, similar a otros fdarmacos antineoplasicos.
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II - JUSTIFICACION

El cancer de mama sigue siendo la principal causa de muerte entre las
mujeres. La reduccion de la mortalidad y su incremento en la incidencia en paises
desarrollados se ha visto mejorada por una mayor facilidad y rapidez en su
diagndstico. No menor, ha sido la evolucién en el tratamiento del mismo, con el
desarrollo de nuevos farmacos y dianas terapéuticas, como la hormonoterapia o
inmunoterapia, lo que ha permitido tratar a subtipos de canceres de mama que
hasta entonces no disponian de un tratamiento especifico o realmente efectivo. No

obstante, los tratamientos clasicos, como las antraciclinas, siguen en uso.

El estudio histoldgico y sobre todo la llegada a la clinica diaria de la patologia
molecular han permitido subclasificar este tumor. La comprensiéon molecular de
esta patologia permite en nuestros dias el seguimiento estrecho mediante consejo
genético de alteraciones genéticas especificas. Los resultados de Ilas
determinaciones rutinarias inmunohistoquimicas y de HER2 también han

favorecido planes de tratamiento especificos.

La valoracién de proteinas asociadas al poder de invasion al estroma
adyacente y al riesgo de metastasis ocupa un papel relevante en la literatura
cientifica actual, ya que la reduccion del riesgo de metastasis local y a distancia es
clave para lograr periodos mas prolongados libres de enfermedad, y con ello,
“cronificar” la patologia tumoral. La FSCN1, una proteina vital en la creacion de
proyecciones citoplasmaticas, como son los invadopodios, ha sido y sigue siendo
estudiada tanto en la mama como en otros 6rganos. La TOP2A se relaciona con el
ciclo celular y con la capacidad de mantener una tasa de proliferaciéon tumoral
elevada. La expresion conjunta de ambas no ha sido explorada segun se refleja en

la literatura cientifica.

Actualmente, existen farmacos de naturaleza antineoplasica dirigidos contra
ambas proteinas, que contintian siendo actualizados y desarrollados. Aunque las
nuevas generaciones han reducido su intensidad, los efectos secundarios de las
antraciclinas persisten. Las determinaciones planteadas en este estudio representan
un coste inferior en comparacion a otras técnicas de biologia molecular disponibles

en el mercado.
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Por todo ello, el objetivo es investigar la posible asociacion y sinergia entre la
expresion de FSCN1 y alteracion del nimero de copias de TOP2A en los diferentes
subtipos de cancer de mama, con el fin de obtener datos que puedan llevar a
reconsiderar la necesidad de nuevos esquemas de tratamiento para el cancer de

mama o la modificacién de los tratamientos existentes.
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IIT- OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS PRINCIPALES

Determinacién fascina-1 (FSCN1) a través de técnica inmunohistoquimica
(IHQ) y posterior gradacion de su porcentaje e intensidad de expresion en

los diferentes subtipos del cancer de mama.

Cuantificacion de la ratio de copias del gen TOP2A/CEP17 (topoisomerasa
2 alfa) por estudio de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH) y
clasificacién en una variante cualitativa de expresion (delecion, normal,
ganancia y amplificacion).

Elaboracién de una base de datos que recoja los datos anteriores, asi como
otras determinaciones IHQ y pruebas adicionales ya realizadas junto a
otros datos demograficos-clinicos-oncoldgicos de los pacientes que

cumplan los criterios de inclusion.

Estudio estadistico detallado de las variables recogidas y de las hipdtesis

a estudio (ver a continuacion).

3.2. HIPOTESIS PRINCIPALES DE ESTUDIO

1.

Analizar si existe asociacion entre la expresion conjunta de FSCNI y
alteracion de la ratio de TOP2A que permita la estratificacion de los
pacientes para el desarrollo/modificaciéon de tratamientos oncoldgicos

individuales o combinados.

Analizar si existe valor prondstico y asociacion entre el subtipo histologico
del cancer de mama con la expresion de FSCN1 y la ratio de TOP2A.

Analizar si existe valor prondstico y asociacion entre el subtipo molecular

del cancer de mama con la expresion de FSCN1 y la ratio de TOP2A.
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3.3. HIPOTESIS SECUNDARIAS DE ESTUDIO

4.

10.

11.

12.

Analizar si existe una diferencia significativa entre la edad y estado fértil

(en mujeres) con la expresion de FSCN1 y la ratio de TOP2A.

Analizar si existe una asociacion entre la expresion de FSCN1 y la ratio de
TOP2A con el estadio tumoral (TNM) y grado histologico (SBR).

Analizar si existe una asociacion entre la expresion de FSCN1 con otros
datos clinicos y con marcadores IHQ adicionales utilizados en el
diagndstico habitual del cancer de mama: E-cadherina, CK19, p53, BCL2,
receptores hormonales (RH), HER2/erbB2 y Ki67.

Analizar si existe una asociacion entre la ratio de TOP2A con otros datos
clinicos y con marcadores IHQ adicionales utilizados en el diagndstico
habitual del cdncer de mama: E-cadherina, CK19, p53, BCL2, RH,
HER2/erbB2 y Ki67.

Analizar si existe asociacion entre la supervivencia global con: expresion
proteica FSCN1, ratio TOP2A, subtipo molecular, subtipo histoldgico,
edad, menopausia, SBR, RH, BCL2, p53, estadio tumoral, CK19, E-
cadherina, Ki67 y IHQ de HER2/erbB2.

Analizar si existe asociacion entre la supervivencia libre de enfermedad
con: expresion proteica FSCN1, ratio TOP2A, subtipo molecular, subtipo
histoldgico, edad, menopausia, SBR, RH, BCL2, p53, estadio tumoral,
CK19, E-cadherina, Ki67 y IHQ de HER2/erbB2.

Analizar si existe una asociacion entre la respuesta completa al
tratamiento neoadyuvante con la expresién de FSCN1 y la ratio TOP2A,
con otros datos clinicos y con los marcadores inmunohistoquimicos
adicionales utilizados en el diagnostico habitual del cancer de mama: E-
cadherina, CK19, p53, BCL2, RH, HER2/erbB2 y Ki67.

Analizar si existe una asociacion entre la expresiéon de FSCN1 y la ratio de

TOP2A con la recidiva tumoral.

Analizar si existe una técnica predictora de respuesta al tratamiento
neoadyuvante entre los marcadores IHQ adicionales utilizados en el
diagndstico habitual del cancer de mama: E-cadherina, CK19, p53, BCL2,
RH, HER2/erbB2 y Ki67.
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13. Analizar si es posible la representatividad en nuestro centro de los
subtipos histoldgicos del cancer de mama siguiendo el criterio de la 5*
Edicidon de la clasificacion de carcinomas de mama de la World Health
Organization (WHO).
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IV -MATERIAL Y METODO

4.1. DISENO, POBLACION Y CRITERIOS DE ESTUDIO

Esta tesis utiliza un modelo de estudio observacional descriptivo
retrospectivo anonimizado sobre muestras con diagndstico previo de carcinoma de
mama. La poblacion diana del area II de Salud (Cartagena) segtin el centro regional
de estadistica de Murcia en el ano 2020, actualizado en febrero de 2021, es de
269.269 de un total 1.511.251 habitantes en la Regién de Murcia. El 4rea Il es la tinica
area del SMS que tiene dos hospitales de referencia, ambos situados en la ciudad
espanola de Cartagena: el Hospital Santa Maria del Rosell y el Hospital Santa Lucia.
En conjunto se les denomina Complejo Hospitalario Universitario de Cartagena
(CHUCQ).

La poblacion de nuestra investigacion, son tanto hombres y mujeres,
procedentes/derivados desde Atenciéon Primaria como por los servicios de
Ginecologia y Obstetricia, Radiodiagndstico o Cirugia General con unos criterios
clinicos y/o radioldgicos suficientes para la toma de una biopsia por sospecha de
lesion tumoral. Esta biopsia se registra en nuestra base de datos después de

verificar los datos de identificacion y el tipo de muestra recibida.

4.1.1. Criterios de inclusion

e Pacientes de cualquier edad, raza y sexo.

e Pacientes con biopsias incisionales con diagnostico de “carcinoma” de
mama a partir del 1 enero de 2013, independientemente de su subtipo
histoldgico, hasta el 30 de diciembre de 2023.

e Disponer de un numero de registro inicial en el servicio de Anatomia
Patoldgica del CHUC.

e Presencia fisica de los bloques parafinados dentro del archivo de muestras
del servicio de Anatomia Patoldgica del CHUC.

e Suficientes datos clinicos y/o asistenciales a fecha maxima del dia 31 de
diciembre de 2023.
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4.1.2. Criterios de exclusion

e Muestra mal conservada, con escaso o sin lesion residual tras estudio
anatomopatoldgico asistencial (habitualmente en bloques parafinados con

otros estudios moleculares que han agotado el material).

e Muestras de centros externos cuyos bloques parafinados no estan

disponibles para posteriores estudios.
e Casos consultas que no dispongan de datos clinicos suficientes.

e No disponer de un nimero de registro inicial en el servicio de Anatomia
Patologica del CHUC.

4.2. VARIABLES HISTOLOGICAS, INMUNOHISTOQUIMICAS U OTRAS DETERMINACIONES
ESPECIALES-MOLECULARES, CLINICAS Y PRONOSTICAS

Las variables a estudio quedan reflejadas en una base de datos que se detallan

a continuacion.

4.2.1. Variables histologicas

Los datos histologicos recogidos son: el subtipo histoldgico del carcinoma de
mama, ver tabla 9, siguiendo la clasificacion propuesta en la pagina 10 de la 5
edicion del libro WHO Classification of Tumours: Breast Tumours publicado en
2019 por la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC).
Algunos subtipos y patrones morfoldgicos especiales muy poco frecuentes no
fueron encontrados en nuestra base de dato o no pudo realizarse el estudio
IHQ/molecular.  Estos subtipos comprenden: carcinoma cribiforme,
cistoadenocarcinoma mucinoso, carcinoma metapldsico, carcinoma sebdceo,
patron pleomorfico, patron coriocarcinomatoso, patrén melandtico, patron
oncocitico, patron rico en lipidos, patrén con células gigantes estromales de aspecto
osteoclastico y patron rico en glucogeno.
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Tabla 9. Subtipos histoldgicos infiltrantes de mama incluidos en nuestro estudio.

Subtipos histologicos de carcinoma infiltrante de mama presentes en

nuestro estudio

Carcinoma NOS

Carcinoma lobulillar

infiltrante

Carcinoma adenoide

quistico

Carcinoma tubular

Carcinoma medular

Carcinoma mucinoso

Carcinoma

micropapilar infiltrante

Adenocarcinoma

apocrino

Carcinoma papilar

infiltrante

Para la gradacion tumoral se utiliza el sistema de Scarff-Bloom-Richardson
(SBR) modificado por Elston-Ellis, también llamado grado histologico combinado
de Nottingham [33]. Este sistema permite gradar los carcinomas de mama de

manera cuantitativa, asignando puntos en funcion de tres aspectos histoldgicos:

e DPorcentaje de formacion glandular. Se asigna 1 punto si mds del 75% del
tumor estd formado por glandulas y/o tabulos. Se asignan 2 puntos si el
componente glandular y/o tubular estd comprendido entre el 10% y el 75%.
Se asignan 3 puntos si el componente glandular y/o tubular es inferior al
10%.

e Pleomorfismo nuclear. Se asigna 1 punto si el nucleo es pequeto, con
escaso aumento respecto a las células epiteliales adyacentes, cromatina
uniforme y contorno regular. Se asignan 2 puntos si las células son de mayor
tamafio, con nucleo vesicular y nucléolo pequefio con moderada
irregularidad nuclear. Se asignan 3 puntos si el nucléolo es prominente, el
nucleo es vesicular y hay una marcada variabilidad en la forma y contorno

nuclear, incluyendo formas aberrantes.

e Numero de mitosis de mitosis. Se asignan 1, 2 o 3 puntos dependiendo del
numero de mitosis por mm?, teniendo en cuenta el didmetro del campo

observado.
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Dependiendo del valor de esta suma, el grado histologico se clasifica en:

Grado 1: Sumatorio de 3, 4 o 5 puntos.
Grado 2: Sumatorio de 6 o 7 puntos.

Grado 3: Sumatorio de 8 0 9 puntos.

4.2.2. Variables inmunohistoquimicas u otras determinaciones especiales

De cada una de las biopsias incisionales, se obtiene el valor para los siguientes

marcadores:

Expresividad IHQ para la proteina de citoplasma E-Cadherina: con valor
dicotdmico de si/no expresion.

Expresividad IHQ para los RE y RP: con valor numérico entre 0-100%.
Expresividad IHQ para la proteina nuclear Ki67: con valor numérico entre
0-100%.

Expresividad IHQ para la proteina nuclear p53: con valor numérico entre 0-
100%.

Expresividad IHQ para la proteina de membrana mitocondrial interna,
reticulo endopldsmico y envoltura nuclear BCL2: con valor numeérico entre
0-100%.

Expresividad IHQ para CK19: con valor dicotomico de si/no expresion.
Expresividad IHQ para la proteina de membrana HER2/erbB2: 0 (negativo),
1+ (negativo), 2+ (equivoco) y 3 (positivo) [268].

Expresividad IHQ para la proteina de citoplasma FSCN1 determinando el
grado de porcentaje de células tefiidas en cuatro opciones distintas: A
(<10% de células con tincion), B (11-50% de células con tincién), C (51-75%
de células con expresion) y D (76-100% de células con tincion).
Expresividad IHQ para la proteina de citoplasma FSCN1 determinando el
grado de intensidad de la tincidn en cuatro posibles opciones (figura 13): A
(negativa, sin tincion), B (tincién débil), C (tincién moderada) y D (tincién
intensa). Basado en el método de cuantificacion de Erdogan et al [185].
Categoria Expresividad Fascina: “Baja expresion”(si no contiene la letra C
y/o D en alguno de los puntos previos: porcentaje de células tefiidas e

intensidad de la sefial) y “Alta expresion” (si contiene las letras C y/o D en
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alguno de los puntos previos: porcentaje de células tefiidas e intensidad de
la sefial). Basado en el método de cuantificacion de Erdogan et al [185].
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Figura 13. (A-D) Diferentes grados de intensidad de expresion para FSCN1. (A) Débil. (B) Leve. (C)
Moderado. (D) Intenso.
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4.2.2.1.

Clones y sondas

En la tabla 10 se exponen las diferentes sondas y clones utilizados.

Proteina a

estudio

EP700Y (Cell
Marque™, Rocklin,

CA, EE. UU.)
0,85 pg/ml

E-Cadherina

1E2 (Roche Ventana®,

Receptor de Basilea, Suiza)

Progesterona
1 pg/ml

DO-7 (Roche Ventana®,
Basilea, Suiza)

0,5 pg/ml

A53-B/A2 (Cell
Marque™, Rocklin,
CA, EE. UU.)

0,23 ug/ml

VENTANA HER2 Du
al ISH (Roche
HER?2 ISH Ventana®, Basilea,

Suiza)

1 pg/ml

55K-2 (Agilent Dako,
Santa Clara, CA, EE.
uu.)

0,25 pg/ml

Fascina-1

Tabla 10. Clones y sondas utilizados en el estudio de BAG de mama.

Proteina a
Clon/Sonda . Clon/sonda
estudio

SP1 (Roche
Receptor de Ventana®, Basilea,

estrogeno Suiza)

1 pg/ml

30-9 (Roche
Ventana®, Basilea,

Suiza)

2 pg/ml

SP66 (Roche
Ventana®, Basilea,

Suiza)

0,2 pg/ml

4B5 (Roche
Ventana®, Basilea,

Suiza)

6 ug/ml

MAD-001FA
(Vitro Master
Diagnostica®,

HER2 FISH

Granada, Esparia)

CT-PACO008-OG

FISH (CytoTest®
B OO e CEWl  Rockville, MID,
EE. UU)
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4.2.3.

Variables moleculares

Si el resultado de HER2 por IHQ fuese 2 (equivoco), se anotard y se valorara
el resultado de SISH-FISH. El grupo asignado dependiendo del nimero de
copias y ratio HER2/CEP17 puede ser: Grupo 1, Grupo 2, Grupo 3, Grupo 4
y Grupo 5 [145].

Determinacion por FISH de TOP2A (figura 14) anotando el valor exacto del
ratio del nimero de copias TOP2A/CEP17 en 50 células tumorales con
categorizacion posterior en: delecién (ratio < 0,7 copias), normalidad (ratio
>0,7-1,3 copias), ganancia (ratio >1,3 y <2 copias) y amplificacion (ratio > 2
copias). Basado en los puntos de corte del estudio de Varga et al [231].
Reagrupacion posterior en “Grupo Normal” y “Grupo Alterado”, siendo el

alterado cualquier ratio que no sea > 0,7-1,3 copias.

Figura 14. Valoracion de la ratio de TOP2A. (A) No amplificacion. (B) Amplificacion.
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4.2.4. Variables clinicas y pronosticas

Se obtendran de la historia clinicas los siguientes datos: sexo, edad,
menopausia, tratamiento neoadyuvante si procede, respuesta patologica al
tratamiento neoadyuvantes si procede, tratamiento adyuvante si procede
(hormonoterapia, radioterapia y quimioterapia con linea principal de tratamiento),
tipo y fecha de cirugia si procede, dias desde biopsia hasta la cirugia si procede,
recidiva tumoral si procede con fecha y tipo (bioquimica, bioquimica + radioldgica
metastdsica, radioldgica ganglionar, radioldgica local y radioldgica metastasica),
estadiaje TNM clinico y patoldgico basado en la 82 Edicion de la AJCC, estatus
actual del paciente (vivo con enfermedad, vivo sin enfermedad, muerto con

enfermedad o vivo sin enfermedad) y fecha de defuncion si procede.

4.2.5. Variables no estudiadas

Las principales variables no estudiadas son:

e El tratamiento sobre lesiones metastdsicas que difiera del adyuvante
principal.

e FElresultado OSNA si se hubiese realizado.

e Estudios moleculares adicionales como NGS para BRCA1/BRCA2.

e Invasion linfovascular/neural.

4.3. BIOPSIA, PROCESAMIENTO Y DIAGNOSTICO

Los pacientes fueron sometido a una toma biopsia inicial en todos los casos
seleccionados, a través de técnicas de BAG o BAV con emisién de su informe
anatomopatoldgico correspondiente. Posteriormente, se realiza en algunos de ellos,
una cirugia de mama que engloban diferentes grados de agresividad: desde
nodulectomias o mastectomias simples hasta mastectomias radicales modificadas.
Las biopsias BAG o BAYV, se pueden clasificar como biopsias incisionales, en la que
la intencidn no es de resecabilidad de la lesion si no una intencién diagnodstica. En
cambio, las nodulectomias y mastectomias en todo su espectro suponen una
biopsia de tipo escisional con intencion curativa. En ocasiones se acompanan de

vaciamientos ganglionares o estudio OSNA.
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4.3.1. Biopsia por aguja gruesa (BAG) y asistida por aspiracion (BAV)

Las muestras recibidas en el laboratorio de Anatomia Patoldgica consisten en
el caso de BAG de cilindros de parénquima mamario en bote con medio fijador
formolico al 4%. Muestran de manera generalizada una coloracion amarillenta-
blanquecina y una longitud habitual que oscila entre los 0,5 cm y los 2 cm. Las BAV
se reciben en frascos transparentes con cierre antifugas con formol tamponado al
10% y dentro de un almacenaje de plastico que contiene multiples fragmentos de
morfologia cilindrica y coloraciéon amarillenta-blanquecina. Sus caracteristicas
macroscopicas quedan reflejadas en el informe mediante el tallado por parte de un
médico especialista en Anatomia Patoldgica o Técnico Superior en Anatomia

Patoldgica y Citodiagnostico.

4.3.2. Biopsia por reseccion

Se reciben en fresco principalmente como biopsias escisionales:
nodulectomias, cuadrantectomias, mastectomias simples, mastectomias
ahorradoras de piel y mastectomias radicales modificadas. Sus caracteristicas
macroscopicas, descripcion inicial de margenes y lesion/es, asi como, la ejecucion
de cortes para una fijacion adecuada queda a cargo de un residente o un facultativo

especialista en Anatomia Patologica.

4.3.3. Procesamiento

Las biopsias incisionales, BAG y BAV, se dejan fijando en formol al 4%, no
menos de 8 horas y no mas de 48 horas. Después de este tiempo, se procesan para
sustituir el agua que contienen por parafina, un hidrocarburo alcano. Se han
utilizado los procesadores Excelsior AS (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EE.

UU.) y Logos One Evo (Milestone Medical®, Scano al Brembo, Italia). Se sigue un

protocolo estandar sumergiendo las muestras en alcoholes crecientes hasta el 100%
para conseguir una deshidratacion total de la muestra. Posteriormente se sumergen
en xilol y por ultimo se realizan bloques parafinados. Esto permite obtener una
consistencia adecuada para realizar cortes histoldgicos con un microtomo estandar,
logrando secciones de entre 2 y 5 micras (2-3 micras en el caso de FISH), que se

colocan en un portaobjetos para su posterior tincion o realizacion de técnicas.
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4.3.4. Diagnostico

El diagndstico histopatoldgico convencional es realizado por los facultativos
especialistas en Anatomia Patologica del CHUC en plantilla entre el periodo 2013-
2023. No se encontraron diagndsticos de casos consultas fuera del servicio

mencionado.

METODOLOGIA

4.4. BUSQUEDA DE CASOS

Busqueda en el programa de gestion PAT-Win V.4.13.9.0 (Dedalus®, Florencia,
Italia) (figura 15) implantado en el servicio de Anatomia Patoldgica del CHUC

como programa de gestion habitual en el diagnostico anatomopatologico diario.

Se accede al apartado “Estudios por literal” y se selecciona: margen de fecha:
“fecha de informada”, tipo de muestra: “biopsia”, fecha de basqueda: “entre 1 de enero
de 2013 y 31 de diciembre de 2023”, muestra: “Patologia mamaria” y diagnostico:

“carcinoma” . El resto de las opciones de busqueda se dejan vacias.

Estudo Pracedencia
Margen dé fachay Tigo de Estido Prioridad Origen [T000s] v

AL A e
F. DE NFORMADA | |BOPSA v [Tooos] v Cenp  [TODOS]
Desde Hasa Tigo de Process Patilogo Responsatle
o o 0005
oveien 8 [y12ze23 8| ropog; 3 To0s] Ano chies [TO0CSH
Serico  [T0D0S] v
Categorias Etiquetas
Categor:[10005] v .| Mg [TODOS]
Dates Cinicos Desc Macro
Dagnstico Desc. Mecro
CARCHOMA [Jinclur notas aciconaies (7]
Selecciln de Nuestras
PATOLOGLA DEL APARATO DIGESTIVO
PATOLOGHA ENDOCRINA PATOLOGIA MAMARA ¥
PATOLOGIA GINECOLOGICA
& PATOLOGIA MAMARIA
Biopsia de mama v Mot
Selecoin de SHOMED | (Por Raices y Literaies) Selsccibn de SNONED CT
SHOMED SHOMED CT

figufa 15. Criterios de busqueda de casos en el software PAT-Win.

Se obtiene un listado completo y se exporta como fichero .xml. En etapas
posteriores, se procede a depurar y comprobar los criterios de inclusion de los casos

obtenidos.
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El primer paso de depuracion de datos consiste en la eliminacion de la
patologia no tumoral quedando un total de 3.605 biopsias. El segundo paso radica
en la verificacion de que el paciente disponga al menos de una muestra tipo
incisional, BAG 0 BAV, que permita las siguientes etapas de la tesis. Entre la tercera
y la quinta etapa, se verifica la existencia de material suficiente para el estudio, asi
como la disponibilidad de los marcadores inmunohistoquimicos y los datos
clinicos requeridos. En las ultimas etapas, se seleccionan los casos a estudiar
mediante un sistema estratificado por subtipo histoldgico, tomando en
consideracion la viabilidad del tejido, especialmente para la realizacion de estudios
por FISH. La relacion entre el nombre del paciente y el nimero de historia clinica

queda eliminada en el tltimo paso para asegurar la anonimizacion del estudio.

4.5. PREPARACIONES DE DETERMINACIONES ADICIONALES

Tras la seleccion de los casos a estudio, se procede a extraer los bloques
parafinados del archivo. Para facilitar la realizacion de técnicas adicionales y
optimizacion de gastos se crean rondas de 2 casos. En cada portaobjetos se incluyen
2 rondas, o lo que es lo mismo 4 casos, denomindndose al primero de cada ronda
“A” y al segundo “B”. Por ende, cada portaobjeto tendra la siguiente rotulacion:
“Ronda X A, Ronda X B, Ronda X+1 A, Ronda X+1 B”. Se realizan un total de tres
portaobjetos iguales que se tifien/hibridan con diferentes técnicas: 1° para HE, 2°
para IHQ para FSCN1 (clon 55K-2, Agilent Dako, Santa Clara, CA, EE. UU.) y 3° para
FISH para TOP2A (sonda CT-PACO008-OG, CytoTest® Rockville, MD, EE. UU).

Para mejorar el rendimiento del FISH, la muestra se presenta en los dos
tercios inferiores del portaobjetos. Los cortes parafinados se realizaron entre 24h-
48h antes de su hibridacion para una optimizacion de la técnica molecular. En
algunas ocasiones algunas repeticiones fueron necesarias por fallo del aparataje. El

esquema de este proceso queda reflejado en el siguiente diagrama (figura 16).
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HEM ATOMILINA -EOSINA IHO FASCIMA-1 FISH TOP2A
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Figura 16. Diagrama de realizacién de portaobjetos para posteriores estudios.

4.6. TECNICA Y DESCRIPCION DE HEMATOXILINA-EOSINA

Para la comprobaciéon y método de apoyo para el resto de las técnicas se

utiliza el primer cristal anteriormente comentado para una tincion clasica de HE
con el equipo Tissue-Tek Prisma Plus & Tissue-Tek Film (Sakura®, Tokio, Japdn) (figura

17). El protocolo utilizado es el siguiente:

Xilol durante 7 minutos.

Alcohol 100% durante 1:30 minutos.

Alcohol 96% durante 1:30 minutos.

Alcohol 70% durante 1:30 minutos.

Agua destilada durante 1 minuto.
Hematoxilina durante 4 minutos.

Lavado con agua corriente durante 3 minutos.
Eosina durante 3 minutos.

Lavado con aguda corriente durante 3 minutos.

Alcohol 70% durante 1 minuto.
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e Alcohol 96% durante 1 minuto.
e Alcohol 100% durante 3:30 minutos.

¢ Xilol durante 4 minutos.

e Colocacion automatica de cubreobjetos de tipo film.

Figura 17. Tefiidor y montador Tissue-Tek Prisma Plus & Tissue-Tek Film.

La posterior visualizacion se realiza a través de un microscopio de campo claro
BX43 (Olympus®, Tokio, Japon).

4.7. TECNICA Y DESCRIPCION IHQ DE FASCINA-1

La inmunotincidn se realiza de forma automatica en equipo BenchMark Ultra

(Roche Ventana®, Basilea, Suiza) (figura 18) con el anticuerpo primario monoclonal
IgG1 k de conejo para diagndstico in vitro (IVD). Con una presentacidon en forma
de dispensador de la casa comercial Cell Marque™ para muestras fijadas en formol
y parafinadas. Se han utilizado los vasos sanguineos como control interno, aunque
existen otros controles, como las células de Reed-Sternberg de linfomas de Hodgkin

clasico, que puede emplearse como control externo.
El protocolo utilizado es el siguiente:
e Horneado previo a 70°C durante 8 minutos.
e Desparafinado a 72°C durante 8 minutos.

e Dispensacion de acondicionador celular, ULTRA Conditioner CC1 a 95°C

durante 36 minutos para desenmascaramiento antigénico.


https://www.google.com/search?client=firefox-b-d&sca_esv=600713061&q=desenmascaramiento&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiL7o3SoPODAxVwhf0HHZ26CiUQkeECKAB6BAgIEAI
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e Dispensacion de gota de anticuerpo FSCN1 (clon 55K-2) en dispensador
prediluido con amortiguador Tris, pH 7,3-7,7, con un 1% de BSA y <0,1% de
azida de sodio a concentraciones comprendidas entre 0.019-0.022 ug/ml,
con un intervalo de dilucion recomendado entre 1:100-1:500. Posterior

incubacién durante 32 minutos.
e Dispensacion de hematoxilina para contratincién durante 16 minutos.

e Dispensacion de Bluing Reagent (utilizado para azular los ntcleos

previamente marcados con hematoxilina) durante 8 minutos.

e Marcaje de cromogeno de color marrdn con kit ultraView Universal DAB
Detection Kit basado en diaminobencidina (DAB) y la enzima peroxidasa
de rabano picante durante 3 minutos.

e Montaje automatico de cubreobjetos en equipo Tissue-Tek Prisma Plus &
Tissue-Tek Film (Sakura®, Tokio, Japon).

Figura 18. Equipo de tincion IHQ automatico BenchMark.

Los estudios inmunohistoquimicos son interpretados con un microscopio de

campo claro BX43 (Olympus®, Tokio, Japon).

4.8. TECNICA Y DESCRIPCION DE SONDA FISH TOPOISOMERASA 2 ALFA

La sonda FISH TOP2A con N° de catdlogo CT-PACO008-10-OG (Cytotest®,
Granada, Espafia) esta disefiada para cubrir todo el gen TOP2A ubicado en el
cromosoma 17q21.2 ademas de la region de CEP17, para el contaje de nimero de
copias (figura 19). La sonda para TOP2A se visualiza en CytoOrange (fluorocromo

con excitacion entre 551-575 nm) y CEP17 en CytoGreen (fluorocromo con
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excitacion pico entre 495-518 nm). El patron normal de sondas es la presencia de
dos senales naranjas y de dos sefiales verdes en el mismo ntcleo. Cualquier otro
patron se considera anémalo. El microscopio de fluorescencia utilizado ha sido un

BX53 (Olympus®, Tokio, Japén) con tecnologia LED de fluorescencia.

CCP17 FISH Probe  17q21.2 Chr. 17
~720 KB
LSP TOP2A FISH Probe

I | — |
COC6 RARA TOP2A TNS4

Figura 19. Esquema de la localizacion del gen TOP2A en el chr 17. Disponible en
https://www.cytotest.com/enn/tercshow.asp?ID=4001

Se ha utilizado el hibridador MD-Stainer (Vitro Master Diagnostica®, Granada,
Espafia) (figura 20). Se trata de un equipo con capacidad automatica y

semiautomatica para la hibridacion de sondas FISH e ISH.

El protocolo utiliza cortes histologicos de entre 2-3 micras colocados sobre los
dos tercios inferiores de los portaobjetos, realizados preferentemente un dia antes
de la técnica y como maximo una semana antes. Previo paso al hibridador el
portaobjeto debe calentarse a unos 60°C lo que permitira el correcto desparafinado.
La sonda TOP2A utiliza un protocolo semiautomatico, cuya primera fase consiste
en un pretratamiento con reactivos de hibridacion habituales (DS7, DS8, Pepsina,
Buffer de lavado y TR3) donde ocurre la digestién enzimatica de la muestra. El
siguiente paso es un lavado con agua destilada, seguido de la dispensacion manual
de la sonda antes de aumentar la temperatura para la desnaturalizacion del ADN
y la hibridacién, fase que dura 16 horas. Por ultimo, se inician lavados post
hibridacion con tris-buffered saline (TBS) y agua destilada, para terminar con 2-(4-
amidinofenil)-1H -indol-6-carboxamidina (DAPI) y la colocacién del cubreobjetos.
A diferencia de otros equipos, en este hibridador es vital colocar un pozo sellador
tras la dispensaciéon de la sonda y afiadir Fixogum (adhesivo de goma), lo que
permite que el proceso de hibridacién ocurra en un espacio sellado

herméticamente.
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Figura 20. Hibridador MD-Stainer de Vitro.

4.9. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico y la realizacién de graficos, que incluye el estudio
descriptivo e inferencial, se llevd a cabo tras la exportacion de los datos con el
software SPSS Statistics 21 (IBM, Armonk, NY, EE. UU.). El estudio de variables
cuantitativas incluyo la determinacion de las frecuencias absolutas y relativas. Para
las variables cualitativas se obtuvo la media, mediana, rangos (valor minimo y
maximo) y desviacién tipica. El nivel de significacion estadistica para todos los
estudios de inferencia e hipodtesis se definid como significativo si p<0,05 con

utilizacion de contraste de dos colas (bilateral).

La comparacién de medias de variables continuas se analizé mediante la
prueba t de Student, de tipo paramétrico, al disponer de tamafios muestrales
superiores a treinta. El cumplimiento de la homogeneidad y normalidad para
variables paramétricas se comprobd con la prueba de Levene. La comparacion
entre FSCN1 intensidad/porcentaje con la ratio de TOP2A se realizé mediante
ANOVA de un factor.

El grado de correlacion entre dos variables nominales se realizé mediante:
Chi-cuadrado de Pearson, correccidon por continuidad (si eran tablas 2x2) y razon

de verosimilitudes. La comparacidn de proporciones se realizé utilizando la prueba



CAPITULO IV —= MATERIAL Y METODOS 141

Chi cuadrado. El grado de correlacion entre variables continuas se analiz6 con el
coeficiente de correlacion de Spearman. Los estudios de supervivencia global y
libre de enfermedad se estudiaron mediante la prueba no paramétrica de Kaplan-
Meier y la comparacion entre grupos con la prueba de Mantel-Cox (logrank). El
andlisis multivariante de la supervivencia se analiz6 a través de la Regresion de
Cox. Se estudido mediante curvas ROC la capacidad discriminativa de probables

pruebas diagnosticas dicotdmicas respecto a la RCP.

4.10. CONSIDERACIONES ETICAS

Esta tesis cuenta con el visto bueno del Comité de Etica del CHUC aprobado
el 15 de diciembre de 2021 y del Comité de Etica de la Universidad Catdlica de San
Antonio de Murcia (UCAM) aprobado el dia 30 de mayo de 2022. En ambos casos,
se constata que no se ha realizado experimentacion clinica o no clinica en seres
humanos, pero si se ha utilizado material procedente de un banco de muestras o

tejidos de seres humanos

No fue necesario obtener un consentimiento adicional por parte de los
pacientes, ya que en el consentimiento firmado para la biopsia/reseccidn se incluye
la posibilidad de realizar determinaciones adicionales orientadas a un diagnéstico
integral y la identificacién de la mayor cantidad de marcadores que diluciden el
prondstico de su enfermedad.

Por ultimo, se recoge el compromiso de respetar y hacer respetar los
principales principios éticos en el dmbito de la investigacion biomédica incluidos
la confidencialidad, seguridad y el respecto a la dignidad humana incluyendo la
Declaraciéon de Helsinki (Finlandia, 1964) y su tltima revision (Fortaleza, Brasil,
2013), asi como, las normas de Buena Préctica Clinica propuestas de la Comision

Europea de Economia.

4.11. CONFLICTOS DE INTERES

El investigador principal, director e investigadores asociados no tuvieron

ningun conflicto de interés.
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V - RESULTADOS

5.1. ANALISIS DESCRIPTIVOS DE LOS RESULTADOS

5.1.1. Edad, género y menopausia

Los datos de edad, género y menopausia estan resumidos en la tabla 11.

Tabla 11. Descriptivo estadistico para edad, sexo y estado de menopausia (n=265; n=265; n=251).

DT Mediana Rango

n 182 69 251
Porcentaje % 72,5 27,5 100

DT: desviacidn tipica.

El nimero total de pacientes que se ha estudiado es de 265: 261 mujeres y 4
hombres. La edad media de los pacientes a estudio es de 64,69 (+15,13) afos, con
una mediana de 65 afios y un rango de 74 afos, siendo el rango inferior una

paciente de 25 anos y el rango superior otra paciente de 99 anos.

Del total de mujeres, 182 eran menopausicas en el momento del diagndstico
y 69 fértiles, en 10 de ellas no se dispuso de dicho dato.
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5.1.2. Subtipos histologicos del cancer de mama

Los subtipos histologicos del cancer de mama estan desglosados en la figura
21y tabla 12.

SUBTIPO HISTOLOGICO

M ADENCIDE QUISTICO

B APOCRING

M LOBULILLAR INFILTRANTE

W MEDULAR
MICRCPAPILAR

M MUCINOSO
NOS; DUCTAL

B PAPILAR INFILTRANTE

W TUBULAR

Figura 21. Gréfico de distribucién de frecuencias de los subtipos histolégicos del cancer de mama.

Tabla 12. Distribucion de los subtipos histoldgicos del cancer de mama (n=265).

Subtipo Histologico Porcentaje %

NOS; Ductal 133 50,2

Lobulillar infiltrante 47 17,7
Mucinoso 24 9,1
Tubular 20 7.5
Papilar infiltrante 15 5,7
Medular 12 45
Micropapilar 6 2,3
Apocrino 5 1,9
Adenoide quistico 3 1,1
Total 265 100
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La amplia mayoria se corresponden con el subtipo carcinoma NOS con un
total de 133 casos, que representan el 50,2% de la muestra. Ademas, se evidencia
una escasa representatividad de subtipos histologicos menos frecuentes, donde
destaca en segundo lugar, el carcinoma lobulillar infiltrante con 47 casos (17,7%).
De forma residual, el tipo adenoide quistico y el tipo apocrino no representan
juntos mas del 4% del total. No se identifican todos los subtipos reflejados en la 5

clasificacién de la WHO para el cancer de mama.

5.1.3. Subtipos moleculares del cancer de mama

En la tabla 13 se dividen por el subtipo molecular los canceres de mama de

nuestra serie.

Tabla 13. Distribucién de los subtipos molecular del cancer de mama (n=253).

Subtipo molecular N Porcentaje %
Luminal A 84 31,7
Luminal B HER2- 109 41,1
Luminal B HER2+ 19 7,2
HER2+ 2 0,8
Triple Negativo 39 14,7
Total 253 100

La subclasificacion molecular se pudo realizar en 253 pacientes a estudio. El
subtipo molecular mas frecuente en nuestro estudio fue el luminal B HER2- (n=109)

y el menos frecuente el subgrupo HER2+ (n=2).

5.1.4. Variables IHQ habituales en el diagndstico en el cancer de mama

La distribucién de los marcadores IHQ dicotémicos esta reflejada en la tabla
14. Los analisis descriptivos del resto de marcadores IHQ quedan dispuestos en la
tabla 15.
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Tabla 14. Distribucion de marcadores IHQ y moleculares habituales del cancer de mama: CK19, E-
Cadherina, HER2, FISH/ISH HER2 (n=264; n=259; n=265; n=75).

n

SISH/FISH SOBRE HER2 2+ (GRUPOS)
5 | ND/P | Total
n 10 | 2| o | 2] e 1 75

Porcentaje % 13,3 2,7 0 2,7 80 1,3 100
ND/P: No dato o pérdida de sequimiento

Tabla 15. Descriptivo de variables continuas del panel basico en el diagndstico de cancer de mama
determinadas por IHQ: RE, RP, Ki67, p53 y BCL2 (n=265; n=265; n=265; n=256; n=256).

Subtipo Histologico Media (DT)
RE 68,70 (+2,26) 0-90
RP 46,80 (+2,44) 0-90
Ki67 26,82 (+1,44) 2-90
p53 19,52 (+1,82) 0-90
BCL2 70,66 (+2,19) 0-90

DT: desviacion tipica

La mayoria de los casos son CK19+ (98,9%) y 218 son E-Cadherina+, lo que
representan mas del 80% de los casos. Respecto a la valoracion IHQ de HER2, se
observa una distribucion parecida entre los grupos 0-2+, pero menor para 3+.
Dentro de los casos HER2 2+ (n=75), el resultado FISH/SISH los clasifica como
grupo 5 (negativo) para la mayoria de ellos (n=60, 80%).
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Respecto al resto de valores, se puede apreciar como dentro de los RH, la
media de RE de 68,70 (+2,26) es mas elevada que la media de RP 46,80 (+2,44). La

media Ki67 en nuestro estudio se sittio en un valor de 26,82% (+1,44).

5.1.5. Grado tumoral histolégico SBR

La tabla 16 refleja las frecuencias del grado tumoral histolégico medido con

SBR, tanto en categorias tinicas como agrupadas por grados.

Tabla 16. Tabla de frecuencias del grado histologico SBR y SBR agrupado (n=259).

28 43 77 53 42 7
Porcentaje % 3,5 10,8 16,6 29,7 20,5 16,2 2,7 100
SBR Agrupado GRADO'1 GRADO 2 GRADO 3 !
n 80 130 49 259
Porcentaje % 30,9 50,2 18,9 100

La mayoria de los tumores muestra un grado histoldgico en rangos
intermedios, 6-7 SBR, lo que supone un porcentaje acumulado del 50,2%. El grado
histoldgico sigue una distribucion de aspecto gaussiana con valores extremos de
SBR 3 de 3,5% y SBR 9 de 2,7%.

5.1.6. Estadio patologico, estadio clinico y tipo de cirugia

Los estadios tumorales y tipo de cirugia se muestran en la tabla 17 y tabla 18.

Tabla 17. Distribucién de estadio patoldgico y clinico del cancer de mama (n=186; n=51).

Estadio patolégico IA | IB | IA | IB | IIA | B | mC | 1v Yo

n

Porcentaje %
Estadio clinico IA

n

Porcentaje %
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Tabla 18. Distribucion del tipo de cirugia (n=237).

Tipo de Cirugia N Porcentaje %
Pendiente de cirugia 9 3,8
Conservadora/Local 118 49,8
Mastectomia simple 64 27
Mastectomia radical 46 19,4

Total 237 100

En nuestra serie, disponemos de todos los posibles estadios recogidos en la
ultima clasificacion de la AJCC. La mayoria de los casos se encuentran en los
estadios IA y IIA en el estadio patologico, mientras que el estadio IIIA es el mas
frecuente en el estadio clinico (23,5%). La mastectomia conservadora de mama es
la técnica quirurgica de eleccion, con 118 casos (49,8%). En cambio, la mastectomia

radical solo se utiliz6 en 46 operaciones (19,4%).

5.1.7. Tratamientos oncoldgicos especificos

La utilizacién de los tratamientos médicos oncoldgicos (hormonoterapia,

radioterapia y quimioterapia) se detalla en la tabla 19.

Tabla 19. Distribucién dicotémica de tratamiento oncoldgicos especificos (n=263; n=263; n=262).

Hormonoterapia
Si

n

Porcentaje %

Radioterapia
Si
n 173 90 263
Porcentaje % 65,8 34,2 100

Quimioterapia

Si
n 94 168 262

Porcentaje % 64,1 35,9 100
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Estos tipos de tratamiento fueron utilizados en mas del 60% de los pacientes

a estudio, con un predominio de la hormonoterapia (74,5%).

5.1.8. Neoadyuvancia, tipo respuesta al tratamiento y recidiva

Se dispone en la tabla 20 los analisis descriptivos de los pacientes sometidos
a neoadyuvancia y el tipo de respuesta a la misma. En la tabla 21 se refleja la tasa

de recidiva de nuestra serie.

Tabla 20. Distribucion dicotémica de los pacientes con propuesta de neoadyuvancia (n=265) y su tipo
de respuesta (n=48).

Neoadyuvancia
Si
n 48 217 265
Porcentaje % 18,1 81,9 100
Tipo de respuesta a neoadyuvancia
Total Parcial/Ninguna ND/P
n 13 24 11 48
Porcentaje % 27 50 23 100

ND/P: No dato o pérdida de sequimiento

Tabla 21. Distribucion de las recidivas y sus tipos (n=256).

Tipo de recidiva | n | Porcentaje %
Ninguna 239 93,4
Bioquimica 1 0,4
Bioquimica + Radioldgica metastasica 1 0,4
Radioldgica ganglionar 4 1,6
Radioloégica local 4 1,6
Radiologica metastasica 7 2,7
Total 256 100

En nuestra poblacion con n=265 la eleccion de un tratamiento neoadyuvante
ocurrié en n=48, lo que supone el 18,1%. De éstos, la valoracion de remision sélo
pudo obtenerse en n=37, siendo la remisién completa en n=13, mientras que fue

parcial o nula en el restante de los casos.
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La recidiva en nuestra serie fue escasa 6,6% (n=256), siendo la de tipo

metastasica la mas frecuente con un 2,7%.

5.1.9. Estado vital de los pacientes al finalizar el estudio

A continuacion en la tabla 22, se reflejan el estado vital de los pacientes a fin
de estudio (31/12/2023).

Tabla 22. Distribucién del estado vital de los pacientes a cierre del estudio 31/12/2023 (n=257).

Estado vital al fin del estudio ‘ n | Porcentaje %
Muerto con enfermedad 22 8,6
Muerto sin enfermedad 5 1,9

Vivo con enfermedad 29 11,3
Vivo sin enfermedad 201 78,2
Total 257 100

Se notificaron un 10,5% de fallecimientos, de ellos el 8,6% no estaban libres
de enfermedad en el momento del éxitus. Un 78,2% de los pacientes se encontraban

libres de enfermedad al finalizar el nuestro seguimiento.

5.1.10. Expresion conjunta por FISH de HER2 y TOP2A

En nuestra serie de datos, no se registra ningtin caso de amplificacion
simultdnea de HER2 y TOP2A mediante FISH. Ademas, no se han detectado casos
de delecion de TOP2A en presencia de una amplificacion de HER2.

5.1.11. FSCN1

En la tabla 23 y tabla 24 quedan reflejado el grado de porcentaje de expresion
y grado de intensidad de FSCN1 en cuatro variables (A-D). Ademas, en la tabla 25
se muestra la expresion de FSCN1 agrupada en dos categorias denominadas: “Baja

expresion” y “Alta expresion”.
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Tabla 23. Tabla de distribucién del grado de intensidad de expresion de FSCNI1 en cuatro variables
(n=265).

Grado de intensidad de FSCN1 ‘ n | Porcentaje %
A (Negativa) 143 54
B (Débil) 88 33,2
C (Moderada) 19 72
D (Intensa) 15 5,6
Total 265 100

Tabla 24. Tabla de distribucion del grado de porcentaje de expresion de FSCNI1 en cuatro variables
(n=265).

Grado de porcentaje de FSCN1 n Porcentaje %
A (<10%) 162 61,1
B (10-50%) 46 17,4
C (51-75%) 24 91
D (76-100%) 33 12,4
Total 265 100

Tabla 25. Distribucion de expresién de FSCN1 en dos categorias: Baja y Alta Expresion (n=265).

Categoria de FSCN1 ’ n ‘ Porcentaje %
Baja expresion 205 77,4
Alta expresion 60 22,6

Total 265 100

Tanto en intensidad como en porcentaje, se observa un predominio del grado
A, conun 54% y 61,1% respectivamente. El menor porcentaje de valor de intensidad
corresponde a la grado D (5,6%), mientras que, si consideramos el porcentaje de
expresion, es el grado C (9,1%). Al considerar la expresion de manera dicotomica,
se observa un predominio de la categoria “Baja expresion” (77,4%) en comparacion
con la de “Alta expresion” (22,6%).
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5.1.12. TOP2A

En la tabla 26 queda constancia de la media de la ratio TOP2A, determinado
por FISH, y su subclasificacion en cuatros categorias y posterior agrupacion en 2
grandes grupos: “Normal” y “Alterado”. Se considera como grupo “Alterado” la

agrupacion del resto de categorias previas diferente a la “Normal”.

Tabla 26. Analisis descriptivo y distribucién por categorias de la ratio y grupos de TOP2A (n=175).

‘ Ratio TOP2A ‘ ‘ Rango

Categoria FISH TOP2A | ‘ Porcenta]e %
Amplificacion 12 6,9
Ganancia 21 12
Normal 136 77,7
Delecion 6 3,4
Total 175 100

Grupos FISH TOP2A n Porcentaje %
Normal 136 77,7
Alterado 39 33,3
Total 175 100

DT: desviacion tipica

El valor de la media de la ratio de TOP2A fue de 1,28, lo que la sitia dentro
del rango de lo que hemos definido como categoria “Normal”. Se obtuvieron
resultados en todas las categorias predominando la categoria normal (n=136). La
ganancia (n=21) se identifico en mds ocasiones que la suma de casos de delecion y
amplificacion (n=6 y n=12 respectivamente). Respecto a los grupos, se clasifica hasta
un tercio de nuestra serie en el grupo “Alterado”.
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5.2. ANALISIS DE INFERENCIA

5.2.1. Analisis de la relacion entre los grados de porcentaje e intensidad de
expresion de FSCN1

Para valorar esta asociacion, se disefia una tabla de contingencia (tabla 27),
considerando las cuatro categorias del grado de porcentaje de expresion y las

cuatro categorias del grado intensidad de expresién de FSCN1 por IHQ.

Tabla 27. Tabla de contingencia entre los grados de porcentaje e intensidad de expresiéon de FSCN1
(n=265).

X2 de Pearson GRADO INTENSIDAD FSCN1
p<0,001
Total
162
GRADO 16
PORCENTAJE
FSCN1 24
32
Total 143 88 19 15 265

El andlisis denota una correlacion estadistica significativa entre un mayor

porcentaje de expresividad con una mayor intensidad de FSCN1 (p<0,001).

5.2.2. Analisis de la relacion entre las categorias de FSCN1 y la ratio de TOP2A

Para valorar la diferencia entre las categorias de FSCN1 y la ratio de TOP2A

se realiza una tabla de contingencia (tabla 28).

Tabla 28. Tabla de contingencia entre las categorias de FSCN1 y la ratio de TOP2A (n=175).
X2 de Pearson RATIO TOP2A
p=0,562 Amplificacion | Ganancia | Normal ‘ DRSO Total
CATEGORIA Lﬁ‘ 8 18 106 4 39
FSCN1 Alta 4 3 30 2 136

Total 12 21 136 6 175
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En esta primer tabla se evidencian cuatro casillas con un n<5 lo que podria
estar limitando el andlisis estadistico. Por ello, en la tabla 29, se realiza similar
andlisis estadistico en otra tabla de contingencia, con los grupos de TOP2A:
“Normal” y “Alterado”.

Tabla 29. Tabla de contingencia de las categorias de FSCN1 frente a los grupos de TOP2A (n=175).

x2 de Pearson

GRUPO TOP2A
p=0,893
Orma Alterado Total
CATEGORIA Baja 106 30 136
FSCN1 Alta 30 9 39
Total 136 39 175

El andlisis estadistico no demuestra diferencias significativas (p=0,562 y
p=0,893).

5.2.3. Analisis de relacion entre los grados de expresion de la
intensidad/porcentaje de FSCN1 y la ratio de TOP2A

Para analizar si la intensidad y porcentaje de FSCN1 tiene asociacion con la
ratio de TOP2A, se realizan test de ANOVA de un factor (tabla 30 y tabla 31

respectivamente).

Tabla 30. Tabla de contingencia entre el grado de intensidad de FSCN1 y la ratio de TOP2A.

ANOVA de un factor a de ados de edia alor de
p=0,650 adrado bertad adra
ergrupo 1,212 3 0,404 ,548
Agrupa 126,025 171 0,737

Total 127,237 174
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Tabla 31. Tabla de contingencia entre el grado de porcentaje de FSCN1 y la ratio de TOP2A.

ANOVA de un factor a de ados de edia alor de
p=0,167 Adrado D€ ad d(rd
ergrupa 3,709 3 1,236 1,711
Agrupa 123,529 171 0,722
Total 127,237 174

Con p=0,650 y p=0,167 no se obtiene relacion significativa entre la expresion
de FSCN1, tanto en su intensidad como porcentaje de células tumorales, con la ratio
de TOP2A.

5.2.4. Analisis de relacion entre la edad y las categorias de FSCN1 y los grupos
de TOP2A

Para correlacionar la edad y el tipo de expresiéon de FSCN1 se acomete
estudio estadistico en tabla 32. De similar manera, se analiza la relaciéon con la ratio
TOP2A en la tabla 33.

Tabla 32. Tabla de contingencia de las categorias de FSCN1 frente a la edad (n=265).

T-STUDENT ;
Media Edad
p=0,124
CATEGORIA Baja 205 65,46 15,023 1,049
FSCN1 60 62,05 15,314 1,977

DT: Desviacién tipica, SEM: Error estdndar de la media
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Tabla 33. Tabla de contingencia de los grupos de TOP2A frente a la edad (n=175).

T-STUDENT
p=0,335

Media Edad

GRUPO
Topr2A Alterado

DT: Desviacién tipica, SEM: Error estandar de la media.

No se obtiene una correlacion estadistica entre edad y la expresion de FSCN1
(p=0,124), ni con la ratio de TOP2A (p=0,335).

5.2.5. Analisis de relacion entre los subtipos histoldgicos del cincer de mama y
las categorias de FSCN1

Para valorar si existen diferencias entre los subtipos histologicos y la

expresion de FSCNI1, se disefia una tabla de contingencia (tabla 34).

Tabla 34. Tabla de contingencia entre los subtipos histolégicos y las categorias de FSCN1 (n=265).

+ de Pearson CATEGORIA FSCN1

p<0,001 Baia Alt: Total
e ] 0 3 3

APO 0 2 5

obulillz ante [RY 5 47

SUBTIPO = 6 12
HISTOLOGICO opap 1 6
DSO 23 1 24

0 92 41 6%

apilz _— 15 0 15

bulz 19 1 20

Total 205 60 265

Con un p<0,001, se aprecia una significancia estadistica entre el subtipo

histoldgico y la expresién de FSCN1, dispuesta de forma categorica.
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5.2.6. Analisis de relacion entre la expresion entre los subtipos moleculares del
cancer de mama y las categorias de FSCN1

Para valorar si existen diferencias entre los subtipos moleculares y la

expresion de FSCN1 se disefia una tabla de contingencia (tabla 35).

Tabla 35. Tabla de contingencia entre los subtipos moleculares y las categorias de FSCN1 (n=253).

CATEGORIA FSCN1
X2 de Pearson
p<0,001
Luminal A
Luminal B HER2-
SUBTIPO
Luminal B HER2+
MOLECULAR

Triple Negativo

El estudio estadistico demuestra una asociacion estadistica significativa

(p<0,001) entre la expresion de FSCN1 y el subtipo molecular.
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5.2.7. Analisis de relacion entre los subtipos histoldgicos del caincer de mama y
la ratio de TOP2A

Para valorar si existen diferencia entre los subtipos histoldgicos y la ratio de

TOP2A se disefa la siguiente tabla de contingencia (tabla 36).

Tabla 36. Tabla de contingencia entre los subtipos histoldgicos frente a la ratio de TOP2A (n=175).

RATIO TOP2A
X2 de Pearson

p=0,610 Amp 0 Delecion [y
Adenoide g 0 0 0 0 2

Apao 0 0 0 0 5

o] Lob 3 2 15 0 20

° 0 ed 0 0 1 9
&= \% opap 0 1 0 4
3 5 0s0 3 6 11 1 21
T 0 6 8 72 4 90

) 0 2 10 0 12

) 0 2 10 0 12

Total 12 21 136 6 175

Amplif: Amplificacién

No se demuestra asociacion estadistica entre las categorias de ratio de TOP2A
y el subtipo histoldgico (p=0,610). Debido a que 28 casillas mostraban una
frecuencia menor a 5, se decidid realizar un similar estudio utilizando los grupos
de TOP2A: “Normal” y “Alterado” (tabla 37).
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Tabla 37. Tabla de contingencia entre los subtipos histoldgicos frente a los grupos de TOP2A (n=175).

GRUPO TOP2A
X% de Pearson

p=0,188 Uik AU I Total
Adenoide ¢ 0 0 2
Apocrino 0 5
Lobulillar infiltrante 15 5 20
Medular 1 9
SUBTIPO . .
. Micropapilar 1 4
HISTOLOGICO .
Mucinoso 11 10 21
NOS 72 18 90
Papilar infiltrante 10 2 12
Tubular 10 2 12
Total 136 39 175

Tampoco se aprecio significancia estadistica al agrupar los datos (p=0,188).

5.2.8. Analisis de relacion entre los subtipos moleculares del cincer de mama y
los grupos de TOP2A

Para valorar si existen diferencias entre los subtipos histologicos del cancer
de mama frente a los grupos “Normal” o “Alterado” de TOP2A, se disefia la

siguiente tabla de contingencia (tabla 38).

Tabla 38. Tabla de contingencia entre los subtipos moleculares y los grupos de TOP2A (n=165).

GRUPO TOP2A
x2 de Pearson
p=0,041 Orma Alterado Total
A 42 6 48
B 55 20 75
SUBTIPO
B 9 8 17
MOLECULAR
1 0 1
ple Negativo 20 4 24
Total 127 38 165
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Los datos notifican una significancia estadistica (p=0,041) entre el subtipo
molecular y el grupo de TOP2A.

5.2.9. Analisis de relacion entre el grado histologico y las categorias FSCN1 y
los grupos de TOP2A

En aras de estudiar la relacion del grado histoldgico SBR con la expresion de
FSCN1 y ratio TOP2A, se disenan las siguientes tablas de contingencias

combinadas (tabla 39 y tabla 40).
Tabla 39. Tabla de contingencia combinada entre el grado histologico SBR y las categorias de FSCN1
y los grupos de TOP2A (n=259; n=170).

CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p<0,001; p=0,033 Total
0 A ado
% 5 5
2 14 3 17
®)
29 24 6 30
< 8 32 15 47
—
© o 24 13 37
2 29 1 30
m
3 4
Total 131 39 170

Tabla 40. Tabla de contingencia combinada entre el grado histolégico SBR agrupados por grados y
las categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A (n=259; n=170).

CATEGORIA GRUPO

X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p<0,001; p=0,003 Baja | Alta L ormal | Alterado [l
SBR POR ado 1 A 7 | 80 IRl 43 9 52
GRADO 0Pl 101 | 29 | 130 (TRl 56 28 84
K] 27 | 22 | 49 [ETrl 32 2 34
Total | 130 | 58 |259 | Total | 131 39 | 170

En ambos casos (p<0,001; p=0,033 y p<0,001; p=0,003), se demuestra una
significacion estadistica de la expresion de FSCN1 y ratio TOP2A con los distintos

grados histoldgicos SBR, tanto por categorias como agrupados por grados.
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5.2.10. Analisis de relacion entre el sexo del paciente y las categorias de FSCN1
y los grupos de TOP2A

A tenor de estudiar la relacion del sexo con la expresion de FSCN1 y ratio

TOP2A, se disefia la siguiente tabla de contingencia combinada (tabla 41).

Tabla 41. Tabla de contingencia combinada del sexo frente a las categorias de FSCN1 y los grupos de
TOP2A (n=265; n=175).

CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A

p=0,910; p=0,643 Total Orma N[l Total
202 59 261 e 134 38 172
SEXO
3 1 4 omb 2 1 3
205 60 265 136 39 175

El sexo, en nuestra serie, no influye estadisticamente en la expresién de
FSCN1 y la ratio TOP2A. Los hombres representan un pequefio porcentaje en este
estudio (n=4).

5.2.11. Analisis de relacion entre la menopausia y las categorias de FSCN1 y los
grupos de TOP2A

Se ha realizado una tabla de contingencia combinada para estudiar la relacion
entre la menopausia con la expresion de la FSCN1 y ratio TOP2A (tabla 42).

Tabla 42. Tabla de contingencia combinada de la menopausia frente a las categorias de FSCN1 y los
grupos de TOP2A (n=251; n=165).

CATEGORIA GRUPO
x2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,144; ]9=0,923 Total 0 s NSl Total
182 26 91 117
MENOPAUSIA
69 0 11 37 48
Total 251 37 128 165

Como el apartado anterior, tampoco existe una correlacion estadistica

(p=0,144; p=0,923) con la menopausia.
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5.2.12. Analisis de relacion entre el estadio tumoral patoldgico-clinico y las
categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A.

Para explorar la relacion entre el estadio tumoral, tanto patologico en
pacientes sin neoadyuvancia y clinico en pacientes que si han recibido
neoadyuvancia, y la expresion de FSCN1 y ratio TOP2A, se han realizado tablas de

contingencias combinadas (tabla 43).

Tabla 43. Tablas de contingencias combinadas del estadio tumoral patoldgico y clinico frente a las
categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A (n=186; n=51 FSCN1; n=124; n=36 TOP2A).

CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,382; p=0,620 Total Orma N[l Total

59 71 8 13 51
ESTADIO
74 16 |9 [0 14 44 58
TUMORAL
, 14 6 | 20 10 13
PATOLOGICO
5 0 | 5 0 2 2
Total | 152 34 | 186 25 99 | 124
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,830; p=0,329 ormal | Alterado [HY
0 1 1
ESTADIO
3 7 10
TUMORAL
, 2 18 20
CLINICO
2 3 5
Total 7 29 36

Con valores de p=0,382 y p=0,620; p=0,830 y p=0,329 respectivamente, no se
aprecia significacion estadistica entre el estadio tumoral, tanto patoldgico como

clinico, con la expresion de FSCN1 y la ratio de TOP2A.
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5.2.13. Analisis de relacion entre los descriptivos T, N, M patoldgicos/clinicos y
las categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A

Para explorar la correlacion entre los descriptivos que conforman el TNM y
la expresion de FSCNT1 y la ratio TOP2A, se lleva a cabo tablas de contingencias
combinadas (tabla 44 y tabla 45).

Tabla 44. Tablas de contingencias combinadas de los descriptivos patoldgicos (P TNM) y las categorias
de FSCNT1 y los grupos de TOP2A (n=158; n=175; n=173 FSCN1; n=123; n=116; n=115 TOP2A).

CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,692; p=0,858 EY N (= Total ormal | Alterado JEEN
D 1 0 1 p 1 0 1
1288 73 15 88 p 52 11 63
T patolégica pT2 K] 15 | 78 T p 38 11 49
10 14 |patologica |y 6 2 8
pT4 0 4 pT4 2 0 2
Total| 151 34 | 158 Total| 99 24 123
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,478; p=0,659 Baja | Alta Ul ormal | Alterado BRS)
pNO 2! 17 1101 pNO e 16 71
Npatolégica 49 | 10 | 59 N . 32 5 |37
6 3 9 |patologica s 4 1 5
D 4 2 6 p 2 1 3
Total| 143 32 | 175 Total| 93 23 116
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,289; p=0,476 Alta | Baja RNaeH ormal | Alterado JRE)
B p MO pe 31 | 168 M pMO el 23 113
M patoldgica .
p 5 0 5 |patologica |3 2 0 2
Total| 142 31 | 173 Total| 92 23 115
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Tabla 45. Tablas de contingencias combinadas de los descriptivos clinicos (cTNM) y las categorias de
FSCN1 y los grupos de TOP2A (n=51; n=51; n=51 FSCN1; n=36; n=36; n=36 TOP2A).

CATEGORIA
X2 de Pearson FSCN1
p=0,716; p=0,722 Baja | A Total
0 0
cT1 2 2 4

12 | 12 |24

T clinica g 5 e T clinica
i 7 3 10 4
Total| 29 22 | 51 Total
CATEGORIA
X2 de Pearson FSCN1
p=0,687; p=0,176 Baja | Alta giSiel
0 8 6 14 0
N clinica 5 L N clinica
4 3 7
9 4 13
Total| 29 22 | 51 Total
CATEGORIA
X2 de Pearson FSCN1
p=0,823; p=0,211 Baja Total
. 3 23 18 | 41 .
M clinica M clinica
6 4 10
Total| 29 22 | 51 Total

GRUPO
TOP2A
ormal | A =l Total
0 0 0
3 0 3
12 4 16
7 2 9
7 1 8
29 7 36
GRUPO
TOP2A
0 A =0l Total
6 4 10
10 1 11
6 0 6
2
29 7 36
GRUPO
TOP2A
0 A s 0)l Total
26 5 31
3 2 5
29 7 36

No se ha apreciado ninguna relacion para la ratio TOP2A y expresion de
FSCNI1 con los descriptivos TNM, tanto para pTNM como ¢TNM.
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5.2.14. Analisis de relacion entre marcadores IHQ de rutina para el cancer de
mama y las categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A

Se ha realiza un analisis estadistico para analizar si existe relacion entre los
marcadores IHQ de rutina en el cancer de mama y la expresién alta y baja FSCN1
(tabla 46y figura 22). De similar forma, se disefia estudio para valorar la correlacion

con el grupo normal o alterado de ratio de TOP2A (tabla 47 y figura 23).

Tabla 46. Pruebas T de Student para valorar correlacion entre RE/RP/Ki67/p53/BCL2 y las categorias
de FSCN1 (n=265; n=265; n=265; n=256; n=256).

T- CATEGORIA Media
n
STUDENT FSCN1 Variable

DT: Desviacion tipica; SEM: Error estindar de la media, p= valor de probabilidad.
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Figura 22. Diagramas de cajas para las variables IHQ de rutina en el diagnéstico del cancer de
mama respecto a las categorias de FSCN1.
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Tabla 47. Pruebas T de Student para valorar correlacion entre RE/RP/Ki67/p53/BCL2 y los grupos de
TOP2A (n=175; n=175; n=175; n=167; n=168).

Media
Variable

Alterado
Normal
Alterado

Normal
Alterado
Normal
Alterado

DT: Desviacion tipica; SEM: Error estindar de la media, p= valor de probabilidad;

100

RECEPTOR DE ESTROGENO
RECEPTOR DE PROGESTERONA
8

, | :

Al TFRADA NORMAI ALTERADA NORMAL

Kis7
& =
ps3

T

.|
L T

T
ALTERADA NORMAL ALTERADA NORMAL
EXPRESION TOP2A EXPRESION TOP2A
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BCL2

ALTERADA NORMAL
EXPRESION TOP2A

Figura 23. Diagramas de cajas para las variables IHQ de rutina en el diagndstico del cancer de mama
respecto a los grupos de TOP2A.

Con el diagrama de cajas, se puede observar visualmente la asociacion entre
una baja expresion de FSCN1 y niveles elevados de RE. De manera similar, el grupo

alterado de ratio de TOP2A se presenta en biopsias con niveles elevados de RE.

Se ha decidido agrupar las variables continuas en dos grandes grupos, lo que
permite un analisis mediante tablas de contingencia. De esta manera, para RE, RP,
p53 y BCL2 se han considerado dos posibilidades: expresion del 0% (negativo) o
>1% (positivo). Para Ki67, se ha utilizado un punto de corte del 14% (<14% y >14%),
y para la edad, un punto de corte de 65 afios (<65 y 265 afios). Ver tabla 48.
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Tabla 48. Tablas de contingencias combinadas de RE, RP, BCL2, p53, edad y Ki67 frente a las
categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A (n=265, n=265; n=256; n=256 FSCN1; n=175; n=175; n=168;

n=167 TOP2A).

CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=<0,001; p=0,166
Total i A e Total
185 31 216 109 35 144
RE 20 29 49 27 4 31
Total | 205 60 265 136 39 175
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=<0,001; p=0,240
Total ° A 10 Total
164 31 195 99 32 131
RP 41 29 70 37 7 44
Total | 205 60 265 136 39 175
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,003; p=0,494
Total i ; e Total
173 40 213 107 32 139
BCL2
26 17 43 24 5 29
Total 199 57 256 131 37 168
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,962; p=0,822
Total ’ A e Total
139 179 96 28 124
p53
60 17 77 34 9 43
Total 199 57 256 130 37 167
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CATEGORIA GRUPO
x2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,694; p=0,919

Total i - Total

105 29 134 6 65 19 84
Edad
100 31 131 6 71 20 91
Total 205 60 265 136 39 175
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,002; p=0,048
Total oHe 10 Total
) 172 4 89 32 121
Ki67 (%)
93 4 47 7 54
265 136 39 175

Los datos obtenidos con las pruebas T-Student muestran una significancia
estadistica entre el tipo de expresion de FSCNI1 y los marcadores IHQ. Queda
reflejado con un p=0,016 en el caso de p53 siendo en el resto inferiores a esta cifra.
En cambio, TOP2A no se relaciona estadisticamente con ningtin marcador IHQ
estudiado.

Con la agrupacion de los valores en las tablas de contingencia, se observa una
significacion estadistica para un Ki67 >14% tanto para FSCN1 como para TOP2A.
Ademads, se aprecia relacién con significancia estadistica de FSCN1 cuando
realizamos una agrupacion de “positivo y negativo” para las variables de RE, RP y
BCL2 pero no para p53 ni la edad. En lo que respecta TOP2A no se aprecia

significancia.

5.2.15. Analisis de relacion entre la expresion IHQ de CK19, E-Cadherina y HER2
y las categorias de FSCN1 y los grupos de TOP2A

Para explorar la relacion entre técnicas habituales de IHQ y la expresion de
FSCN1 y ratio TOP2A se ha realizado tablas de contingencias combinadas (tabla
49).
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Tabla 49. Tablas de contingencias combinadas de E-Cadherina, CK19 y HER?2 frente las categorias de

FSCN1 y los grupos de TOP2A (n=259; n=264; n=265 FSCN1; n=170; n=174; n=175 TOP2A).

CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,194; p=0,989
Total ’ A -0 Total
166 52 218 118 34 152
E-Cadherina
35 6 41 14 4 18
Total 201 58 259 132 38 170
CATEGORIA GRUPO
X2 de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,783; p=0,109
Total ° A -0 Total
261 135 37 172
CK19
3 1 1 2
Total 264 136 38 174
CATEGORIA GRUPO
x? de Pearson FSCN1 TOP2A
p=0,050; p=0,817
Total ’ A - Total
82 37 10 47
92 49 13 62
IHQ HER2
75 42 12 54
16 8 4 12
265 136 39 175

Como se observa en ninguna de las pruebas IHQ realizadas se asocia

estadisticamente con la expresion de FSCN1 y la ratio de TOP2A. La mds cercana

es la asociacion entre IHQ HER2-FSCN1 con p=0,050, lo que supone una ausencia

de significacion en nuestro estudio.
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5.2.16. Analisis de relacion entre la expresion de FSCN1 y la ratio TOP2A con la
recidiva y su tipo

Se realizan tablas de contingencia para analizar la relacion entre la recidiva y

su tipo y la expresion de FSCN1 y ratio de TOP2A (tabla 50 y tabla 51).
Tabla 50. Tabla de contingencia de tipo de recidiva frente a las categorias de FSCN1 (n=256).

CATEGORIA FSCN1
x2 de Pearson
p=0,514 B2 Al Total
o 187 52 239
Biog 1 0 1
RECIDIVA [t i 1 0 1
diologica ganglic 4
(110 .: 0
(11010¢ 7
Total 198 58 256

Tabla 51. Tabla de contingencia de tipo de recidiva frente a los grupos de TOP2A (n=171).

GRUPO TOP2A
X2 de Pearson

p=0,568 DTS RS Total
guna 122 36 158

RECIDIVA — L 0 L

diolog ganglio 3 1 4

diolog 0 1
adiologica metastasica 6 0 6
Total 133 38 171

Con relacion a FSCN1 no existe asociacion estadistica (p=0,514). De similar
forma ocurre con TOP2A (p=0,568).

En la tabla 52, se recompila de forma resumida los resultados de las tablas de

contingencias anteriormente expuestas.
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Tabla 52. Tabla resumen de contingencias de FSCN1y TOP2A con las diferentes variables a estudio

FSCN1 TOP2A
CARACTERISTICA BAJA ALTA p NORMAL ALTERADO p
Sexo 0,910 0,643
Hombres 3 1 38 1
Mujeres 202 59 134 38
Menopausia 0,144 0,923
Si 145 37 91 26
No 49 20 37 11
Edad 0,694 0,919
<65 100 31 71 20
>65 105 29 65 19
CK19 0,783 0,109
Positivo 202 59 135 37
Negativo 2 1 1 1
IHQ HER2 0,050 0,817
0 55 27 37 10
1+ 75 17 49 13
2+ 63 12 42 12
3+ 12 4 8 4
Estadio tumoral patol® 0,382 0,620
1 59 12 43 8
I 74 16 44 14
11 14 6 10 3
v 5 0 2 0
Estadio tumoral clin® 0,830 0,329
1 1 0 1 0
il 8 7 7 3
111 14 11 18 2

v 6 4 3 2
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FSCN1 TOP2A
CARACTERISTICA BAJA ALTA p NORMAL ALTERADO p
T patol6gico® 0,692 0,858
pTis 1 0 1 0
pT1 73 15 52 11
pT2 63 15 38 11
pT3 10 4 6 2
pT4 4 0 2 0
N patolégico® 0,478 0,659
pNO 84 17 55 16
pN1 49 10 32 5
pN2 6 3 4 1
pN3 4 2 2 1
M patolégico® 0,289 0,476
pMO 137 31 90 23
pM1 5 0 2 0
T clinicoP 0,716 0,722
cTis 0 0 0 0
cT1 2 2 3 0
cT2 12 12 12 4
cT3 8 5 7 2
cT4 7 3 7 1
N clinicoP 0,687 0,176
cNO 8 6 6 4
cN1 8 9 10 1
cN2 4 3 6 0
cN3 9 4 7 2
M clinicoP 0,823 0,211
cMO 23 18 26 5
cM1 6 4 3 2
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FSCN1 TOP2A
CARACTERISTICA BAJA ALTA p NORMAL ALTERADO p

Subtipo molecular <0,001 0,041
Luminal A 78 8 42 6
Luminal B HER2- 93 16 55 20
Luminal B HER2+ 14 5 9 8
HER2+ 2 0 1 0
Triple negativo 12 27 20 4

Subtipo histolégico <0,001 0,188
Adenoide quistico 0 3 2 0
Apocrino 3 2 5 0
Lobulillar infiltrante 42 5 15 5
Medular 6 6 8 1
Micropapilar 5 1 3 1
Mucinoso 23 1 11 10
NOS 92 41 72 18
Papilar infiltrante 15 0 10 2
Tubular 19 1 10 2

RE <0,001 0,166
Positivo 185 31 109 35
Negativo 20 29 27 4

RP <0,001 0,240
Positivo 164 31 99 32
Negativo 41 29 37 7

BCL2 0,003 0,494
Positivo 173 40 107 32
Negativo 26 17 24 5
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FSCN1 TOP2A
CARACTERISTICAS BAJA ALTA p NORMAL ALTERADO p
p53 0,962 0,822
Positivo 139 40 96 28
Negativo 60 17 34 9
Ki67 0,002 0,048
>14 123 49 89 32
<14 82 11 47 7
E-Cadherina 0,194 0,989
Positivo 166 52 118 34
Negativo 35 6 14 4
FSCN1 0,893
Baja - - 106 30
Alta - - 30 9
TOP2A 0,893
Normal 106 30 - -
Alterado 30 9 - -
SBR® <0,001 0,033
3 9 0 5 0
4 24 4 14 3
5 40 3 24 6
6 65 12 32 15
7 36 17 24 13
8 24 18 29 1
9 3 4 3 1
SBR€ por grados <0,001 0,003
Grado 1 73 7 43 9
Grado 2 101 29 56 28
Grado 3 27 22 32 2

RE: Receptor de estrégeno; RP: Receptor de progesterona; FSCN1: fascina-1; TOP2A: topoisomerasa 2.
RE, RP, BCL2, p53: se consideran negativos cuando 0 y positivo 21.

*Estadio tumoral patoldgico, T patoldgico, N patoldgico, M patologico: Pacientes sin neoadyuvancia.
YEstadio tumoral clinico, T clinico, N clinico, M clinico: Pacientes con neoadyuvancia.

¢SBR Escala Scarff-Bloom-Richardson para el grado tumoral histolégico.
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5.2.17. Analisis de la correlacion entre las variables continuas

Para analizar si existe correlacion y en qué sentido, se realizan correlaciones
de Pearson, reflejados en la tabla 53, de las variables continuas analizadas: RE, RP,
KI67, p53, BCL2 y ratio de TOP2A.

Tabla 53. Coeficientes de Correlacién de Pearson para las variables continuas (n=265; n=265; n=265;
n=256; n=256; n=175).

Correlacion

-0,550 -0,550
de Pearson

- <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,287

265 265 256 256 175

Correlacion
0,590
de Pearson

<0,001 [ <0001 <0001 <0001 0150

. 265 265 265 256 256 175
Correl
orrelacion - TR 0,398 -0469 -0,060
i de Pearson
' <0,001  <0,001 [N <0,001 <0001 0,432
265 265 265 256 256 175

Correlacmn
-0,550 -0,329 0,398
de Pearson

<0,001 <0,001 <0,001

-0,366 -0,329 0,477  -0,109

-0,434  -0,085

<0,001 0,277

256 256 256 255 167
Correlacion
0,692 0477 -0469 -0,434 0,009
o de Pearson
<0,001  <0,001 <0,001 <0,001 [ 0910

256 256 256 255 256 168

Correlacion
0,081 -0,109 -0,060 -0,085 0,009

de Pearson

B 057 0150 0432 0277 0910

175 175 175 167 168 175
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Como puede apreciarse, existe una relacion significativa entre RE, RP y p53
y BCL2 con p=<0,001. No ocurre asi con TOP2A, que no muestra relacion
significativa con ninguno del resto de marcadores. La correlacion de RE, RP y BCL2
es de sentido positivo, mientras que se relacionan en sentido inverso con p53 y

Ki67. Por altimo, p53 y Ki67 se correlacionan positivamente entre si.

5.2.18. Analisis curvas ROC de las técnicas IHQ habituales

Para la valoraciéon de si RE, RP, BLC2, Ki67, TOP2A serian pruebas
discriminativas en predecir la respuesta al tratamiento neoadyuvante, se realizaron
curvas ROC. Ver tabla 54 y figura 24.

Tabla 54. Areas bajo la curva obtenidas mediante curvas ROC de marcadores IHQ y FISH TOP2A.

Técnica ‘ Area bajo la curva ‘ Interpretacion
Ki67 0,822 Test bueno
RE 0,221 Test inadecuado
RP 0,284 Test inadecuado
p53 0,564 Test malo
BLC2 0,271 Test inadecuado
Ratio TOP2A 0,586 Test malo
Curva ROC io Curva_ ROC
ker '’ // RE //
(A) 7/_,,,/ (B) /,_,/
E 08 //,/-/’ E 06| //_,/,,
// / 4

02 04 08 og 10 00 02 04 05 0g 10

1 - Especificidad 1 - Especificidad
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Figura 24. (A-F) Curvas ROC para Ki67, RE, RP, BCL2, p53 y TOP2A.

El punto de corte para Ki67, obtenido mediante el indice de Youden es
cercano a un 72% de expresion.
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5.2.19. Andlisis de la respuesta completa patologica tras tratamiento
neoadyuvante

5.2.19.1.  Andlisis de relacion entre la RCP y la expresion de FSCN1 y TOP2A

Se ha realizado una regresion logistica binaria para la valoracion entre la

expresion FSCN1 y la RCP al tratamiento neoadyuvante (ver figura 25).

FSCN1]

Figura 25. Forest plot para el Odds Ratio (OR) de FSCNT1.

El resultado obtenido (OR: 2,7; IC95%=0,664-10,704; p=0,167) no muestra una
relacion estadistica. La valoracion similar considerando TOP2A no pudo realizarse,
ya que los pacientes con RCP no disponian de suficiente cantidad de determinacion

FISH de TOP2A para realizar el andlisis estadistico.
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5.2.19.2.  Andlisis de relacion entre la expresion otros marcadores IHQ y otros variables

clinica con la RCP

Se realizan las correspondientes regresiones logisticas binarias univariantes
para valorar la RCP tras tratamiento neoadyuvante con: Ki67, RE, RP, p53, BCL2,
Ki67, E-Cadherina, grado histolégico SBR, menopausia, edad, estadio tumoral
agrupado, subtipo histoldgico, subtipo molecular y si son TN o no (ver tabla 55 y

figura 26).

Tabla 55. Regresiones logisticas binarias de determinaciones IHQ habituales.
IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

IC 95%

Regresion logistica binaria

1,029 1,009-1,050 0,005

RP 1,020 0,996-1,044 0,098

p53 0,989 0,972-1,007 0,239
BCL2 1,024 1,006-1,043 0,010
Ki67 0,957 0,930-0,986 0,003
E-Cadherina 1,917 0,110-33,412 0,656

Tabla 56. Regresiones logisticas binarias de otros datos clinicos relevantes.
IC 95%: Intervalo de confianza del 95%.

gistica binaria

Grado Histolégico SBR 0,434 0,196-0,963 0,040
Menopausia 1,731 0,411-7,288 0,455
1,022 0,941-1,067 0,956

Estadio Clinico 3,680 1,026-13,197 0,046
Subtipo Histoldgico 0,871 0,528-1,436 0,588
Subtipo Molecular 0,169 0,045-0,641 0,009

TN/NO TN 7 1,350-36,306 0,021
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: Subtipo Molecular- w4
Estadio Clinico F—k—— :
‘ Subtipo Histologico-| ~ +#
E-Cadherina ¥ . | Edad4{ &
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0 10 20 30 0 2 4 6
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Figura 26. Forest plot para el OR de determinaciones IHQ habituales y de otros datos clinicos

relevantes.

Se observa una significacion estadistica para: RE, BCL2, Ki67, grado
histoldégico SBR, estadio tumoral agrupado, subtipo molecular y agrupamiento por
ser TN o no. Para RE, estadio tumoral agrupado, TN y BCL2 el OR es superior a 1;
en cambio para grado histologico SBR, Ki67 y subtipo molecular OR es menor de
1.

Se decide realizar un analisis multivariante, ver tabla 57, con las variables
significativas: estadio clinico, grado histologico SBR y subtipo molecular. No se
incluyeron: RE, Ki67 y BCL2, por haber mostrado una correlacion significativa en

la correlacion de Pearson anteriormente realizada.
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Tabla 57. Analisis multivariante mediante regresion logistica binaria en la RCP.

IC 95%
Estadio clinico 9,066 0,875-93,880 0,065

Grado Histolégico SBR 2,576 0,477-13,925 0,272
Subtipo molecular 0,037 0,002-0,819 0,037

gistica binaria

Tras esto, solo el subtipo molecular permanece como un variable

independiente de pronostico de la respuesta completa patoldgica (p=0,037).

5.2.20. Analisis de supervivencia y tiempo libre de enfermedad

5.2.20.1.  Supervivencia global segtin las variables a estudio

En la tabla 58 y figura 27 (B-S), se expone la supervivencia global respecto a
distintas variables: subtipo histoldgico, subtipo molecular, CK19, menopausia,
estadio tumoral clinico, tamafio tumoral clinico, ganglios afectos clinicos,
metastasis clinica, IHQ HER?2, E-Cadherina, RE, RP, p53, BCL2, Ki67 (con punto de
corte del 14%), edad (con punto de corte de 65 afos), grado histolégico SBR
(agrupado en grados), TOP2A y FSCNI. En la misma figura 27 (A) también se

representa la supervivencia global.
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Tabla 58. Resultados de los analisis univariantes de la supervivencia global de enfermedad (Mantel-
Cox) de nuestra serie en relacion con las distintas variables a estudio.

Log Rank (Mantel-Cox) Chi- Grados de libertad p
cuadrado

Subtipo histoldgico 21,642 8 0,006
Subtipo molecular 5,857 4 0,210
CK19 (+/-) 0,368 1 0,544
Menopausia (Si/No) 3,727 1 0,054
Estadio tumoral patoldgico 14,805 3 0,002
Tamaiio tumoral (T patoldgica) 21,895 4 <0,001
Ganglios afectos (N patoldgica) 15,377 3 0,002
Metastasis (M patologica) 6,477 1 0,011
IHQ HER2 5,382 3 0,146
E-Cadherina (+/-) 1,009 1 0,315
Receptor estrogeno (+/-) 5,456 1 0,020
Receptor progesterona (+/-) 1,646 1 0,200
p53(+/-) 3,585 1 0,058
BCL2(+/-) 4,192 1 0,041
Ki67(<14%/214%) 3,836 1 0,050
Edad(<65/>65) 12,657 1 <0,001
Grado Histoldgico SBR (agrupado) 2,844 2 0,241
TOP2A 0,034 1 0,853
FSCN1 1,783 1 0,181
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Figura 27. (A-S) Graficas de supervivencia global (Kaplan-Mier) de la serie a estudio y en relacién con
las distintas variables a estudio.
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o
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Posteriormente se realizado una

Meses

100

regresion de Cox, ver tabla 59, con las

variables que fueron estadisticamente significativas en el andlisis univariante

anterior: subtipo histoldgico, estadio patologico, RE, BCL2 y edad. No se analizan

al estar implicitico dentro del estadio patoldgico: T patoldgica, N patoldgica y M

patoldgica.

Tabla 59. Resultados regresion de Cox para la supervivencia global.

Variable Cociente de Riesgo | Intervalo confianza 95%| p
Subtipo histoldgico 2,437 0,648-9,162 0,187
Estadio patologico 2,803 1,467-5,356 0,002
Receptor Estrogeno (+/-) 3,120 0,157-61,854 0,455
BCL2(+/-) 0,349 0,056-2,190 0,261
Edad(<65/265) 5,098 0,627-41,410 0,128

Después de todos estos resultados, sdlo el estadio patoldgico (p=0,002) se

muestra como una variable independiente en el andlisis multivariante de la

supervivencia global.
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5.2.20.2.  Supervivencia libre de enfermedad segtin las variables a estudio

En la tabla 60 y figura 28 (B-S), supervivencia libre de enfermedad respecto a
las variables: subtipo histoldgico, subtipo molecular, CK19, menopausia, estadio
tumoral clinico, tamafio tumoral clinico, ganglios afectos clinicos, metastasis
clinica, IHQ HER?2, E-Cadherina, RE, RP, p53, BCL2, Ki67(con punto corte 14%),
edad (punto de corte 65 anos), SBR (grados), TOP2A y FSCN1. En la misma figura

28 (A) puede apreciarse la supervivencia libre de enfermedad de la serie.
Tabla 60. Resultados de los analisis univariantes de la supervivencia libre de enfermedad (Mantel-

Log Rank (Mantel-Cox) Chi- Grados de libertad p
cuadrado

Subtipo histoldgico 9,177 8 0,328
Subtipo molecular 23,375 4 <0,001
CK19 (+/-) 0,170 1 0,680
Menopausia (Si/No) 0,005 1 0,946
Estadio tumoral clinico 2,961 3 0,398
Tamaio tumoral (T clinica) 0,742 3 0,863
Ganglios afectos (N clinica) 2,498 3 0,476
Metastasis (M clinica) 2,852 1 0,091
THQ HER?2 2,606 3 0,456
E-Cadherina (+/-) 0 1 0,982
Receptor estrogeno (+/-) 10,265 1 0,001
Receptor progesterona (+/-) 2,680 1 0,102
p53(+/-) 1,783 1 0,182
BCL2(+/-) 0,164 1 0,686
Ki67(<14%/214%) 0,324 1 0,569
Edad(<65/265) 0,451 1 0,502
Grado Histoldgico SBR (agrupado) 0,301 2 0,860
TOP2A 0,003 1 0,954
FSCN1 1,735 1 0,188

Cox) de nuestra serie en relacion con las distintas variables a estudio.
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Figura 28. (A-S) Graficas de supervivencia libre de enfermedad (Kaplan-Mier) de la serie a estudio

en relaciéon con las distintas variables a estudio.
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Posteriormente se realizado una regresion de Cox, ver tabla 61, con las
variables que fueron estadisticamente significativas en el andlisis univariante

anterior: RE y subtipo molecular.

Tabla 61. Resultados regresion de Cox para la supervivencia libre de enfermedad.

Variable |Cociente de Riesg0| Intervalo de confianza (95%) P
RE 0,084 0,016-0,456 0,004
Subtipo molecular 0,681 0,373-1,243 0,221

Después de todos estos resultados, sdlo RE (p=0,004). se comporta como una
variable independiente en el andlisis multivariante de la supervivencia libre de

enfermedad.
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VI -DISCUSION

6.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

La edad media de nuestros pacientes, que es de 64,69 afios, es
considerablemente mas alta, probablemente en el contexto del mayor
envejecimiento de nuestra poblacion, en comparacion con los estudios realizados
sobre FSCN1 en otros paises, como Irdn, Corea y Turquia, donde las edades medias
fueron de 48,4, 48,2 y 53,73 afios respectivamente [178,185,188]. Similar ocurre con
estudios sobre TOP2A, con media de edad de 45 anos y 52,92 afios [239,247].
Nuestra subclasificacién molecular del cdncer de mama muestra diferencias con
algunas series. Se aprecia menor cantidad de HER2+ que los reflejado en [178], con
cifras que alcanza el 31,1% respecto al 0,8% de nuestra serie. La agrupacion de los
luminal B, en una tnica categoria en otros estudios, no difiere significativamente
de nuestra serie, ya que al sumar tanto los luminal B HER2+ como los luminal B
HER2-, obtenemos valores similares. No existe restriccion alguna en la raza de los
pacientes ni de género en nuestro estudio, al incluirse tanto mujeres como hombres.
Algunos autores centran sus estudios en subgrupos raciales, como por ejemplo, en
pacientes de raza negra con mayor incidencia de TN [179]. En cuanto al género,
nuestra limitada representacion de hombres (n=4), aunque parece estar en linea con
la prevalencia del 1% del cancer de mama en hombres, podria dejar sin determinar

si la expresion de FSCN1 y ratio TOP2A varia en este subgrupo.

Ninguno de los estudios considero el tipo de cirugia, tipo de tratamiento
adyuvante o tipo de recidiva como variable. Solo se mencion¢ el tipo de cirugia
como una caracteristica de la poblacion estudiada. No se encontraron datos en la
literatura consultada que relacionen la recidiva tumoral con la expresion de FSCN1
y ratio TOP2A. Sin embargo, en cuanto al tratamiento, si se observa una valoraciéon
de TOP2A y el uso de terapias con o sin antraciclinas. El porcentaje de

mastectomias radicales de 19,4% fue similar al de otros estudios [188].
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6.2. FASCINA 1

La FSCN1 es una proteina que se expresa en estructuras celulares asociadas
con la motilidad celular, como los invadopodios. La presencia de estas estructuras
facilita la invasion al estroma circundante y potencia la capacidad metastasica de
los tumores. Es importante destacar, que la expresion de FSCN1 es mayor en células
tumorales que en células sanas, y esta expresion tiende a incrementarse a medida

que aumenta el grado histoldgico del tumor.

La edad, tanto en la series analizadas [187] como en la nuestra, a pesar de
utilizar diferentes puntos de corte, no demuestra una relacion con la expresion de
FSCN1. La menopausia también carece de significancia estadistica, tanto en nuestra
serie como en las consultadas [182,184]. Dado que disponemos de los resultados de
CK19 en nuestra serie, que es el marcador previo a la valoracion del estudio de
ganglio centinela por OSNA, asi como, de la positividad o negatividad de E-
Cadherina, se analizo de forma exploratoria su relaciéon con FSCNI1. No se
evidencié ninguna relacion, lo cual era previsible al tratarse de una CK comtin entre
todos los tipos de cancer de mama, y de una proteina de membrana utilizada

exclusivamente para distinguir entre el carcinoma NOS y el carcinoma lobulillar.

La positividad del 26,2% de FSCN1 en [178], es similar a la “Alta expresion”
en nuestra serie del 22,6%, y difiere del 16% de otra [183]. Sin embargo, en una serie
japonesa [187], impresiona el valor de 56% y 26% de FSCN1 positiva en el subtipo
luminal A y luminal B HER2+. Esto contrasta con el 14,2% y el 8,9% si consideramos
la categoria “Alta expresion” respectivamente en estos grupos en nuestra serie, que
asemeja mas a otros estudios [188]. Por otro lado, se notifican expresiones de
FSCN1 del 72,3% de total de 130 tumores de una poblacion paquistani [198]. Estos
valores de expresividad tan dispares podrian explicarse por la presencia de
variantes especificas en la poblacion estudiada que aun no se conocen. Sin
embargo, esto nos genera dudas sobre la comparabilidad de los sistemas de

cuantificacion utilizados.

Esta discrepancia, en nuestra opinién, se acenttia debido a la existencia de
varios métodos para cuantificar la expresion de FSCN1. Algunos autores no aclaran
del todo si existe un minimo de expresién para considerarlo positivo, otros en
cambio, tienen en cuenta cualquier positividad citoplasmatica [178]. En la

literatura, existen estudios que valoran la expresion de una forma cuantitativa, a
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través de puntos de cortes arbitrarios de positividad (sin valorar el nivel de
intensidad). En [182] se establece un limite de positividad del 5% y se denomina
“extensamente positivo” si supera el 50%. Otra serie americana [183], considera que
los tumores son FSCN1 positivos si al menos un 10% de la celularidad tumoral
expresa FSCN1, en 1 de los 2 cilindros valorados, independientemente del grado
de intensidad. En [189] y [187] implementan un sistema de puntuacion
semicuantitativo similar al nuestro, utilizando una agrupacion categorica de la
expresion de FSCN1. Evaltian tanto el porcentaje como la intensidad citoplasmatica
de la expresion de FSCNI1, asignandole una puntuacién de 0 a 3 puntos. Sin
embargo, para categorizar en lo que denominan subgrupo de "Expresion fuerte", el
primer estudio solo considera necesaria una expresion en intensidad y no en
porcentaje, a diferencia de nuestro enfoque. Por otro lado, el segundo estudio si
considera ambas caracteristicas, y califica como “fascina positiva” si se obtiene una
puntacion >3. En un estudio coreano [188], se calculd un puntaje IHQ combinado,
obtenido al multiplicar el grado de intensidad por el porcentaje de expresiéon. Sin
embargo, el valor del drea bajo la curva resulté ser de poca significacion, y
finalmente se consider6 una expresion positiva de FSCNT1 si el grado de intensidad

era >1.

Sin embargo, consideramos que la expresion de FSCN1, aunque débil, si es
moderada-extensa en porcentaje en la poblacion tumoral, deberia ser considerada
como "Alta expresidon". Creemos que el método de categorizacién de la expresion
de FSCNT1 que utilizamos en esta investigacion, dividido en dos grandes categorias:
"Baja expresion" y "Alta expresion”, permite una comparacion mas amplia con otros
estudios. Un desafio clave para la evaluacion de FSCN1 es la débil tincion
citoplasmatica, que genera dudas entre una tincién de fondo y una verdadera
tincion. Este problema se intensifica en los bordes de las muestras [182],
especialmente en casos de microarrays. Estamos de acuerdo en que el control interno
de expresion de FSCN1 en la vasculatura parece ser suficiente, eliminando asi la
necesidad de controles externos. Consideramos, en sintonia con otros autores [184],
que debemos ser precavidos con los resultados de estudios que evaltian el ARNm,
ya que podrian estar analizando otras células no tumorales que presentan una alta
expresion de FSCN1 en el frente tumoral, como los fibroblastos o los endotelios.

La elecciéon de un clon de ratén monoclonal (clone 55k-2; Agilent Dako, Santa
Clara, CA, EE. UU) estd en consonancia con la mayoria de los estudios consultados.
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La eleccion de un anticuerpo policlonal, en nuestra experiencia, afiade una tincion
débil de fondo, lo que dificulta su implementacion para la valoracion de ensayos
clinicos y hace que el diagndstico resulte mas complicado. Por lo tanto, parece que
el uso de un clon monoclonal puede ser una opciéon mas efectiva y precisa para

estos propositos.

Nuestro estudio no analizd la necrosis debido a la dificultad de valorar la
tincion de FSCN1 cuando ésta ocurre, con el probable incremento de falsos

positivos, aunque otros estudios si lo hicieron [188].

Al evaluar la correlacion con otras variantes IHQ, nuestros resultados
muestran una similitud con la mayoria de los estudios, donde la expresion de
FSCNI1 se correlaciona de forma inversa con la expresién de RH [167,178,182-
184,188,192,193,195]. Aunque de forma esporadica, otros estudios no reflejan una
significancia estadistica [185]. El marcador de proliferacién celular, Ki67, muestra
una significancia en series [195], algunas con un punto de corte del 30% [187] o del

15% [184], similar a la nuestra donde el punto de corte se fija en el 14%.

La proteina supresora tumoral p53, muestra una significancia en prueba de
T-Student pero no en una correlacion de Pearson (con p53 dicotomizado
positivo/negativo), hecho similar a lo observado en [184]. Esto tltimo si ocurre con
el resto de las variables continuas (RH, BCL2, Ki67), excepto con el grupo de
TOP2A. Si se evidencio relacion de p53 con FSCN1 en un estudio coreano [188]. Sin
embargo, es importante mencionar, que esta posible asociacion no ha sido

analizada en la mayoria de los estudios consultados.

Nuestros resultados muestran una correlaciéon de FSCN1 tanto con el subtipo
histolégico como con el subtipo molecular, una relacion que no se ha observado en
todas las series [178]. A pesar de que algunos estudios si reflejan la clasificacion
histolégica de los tumores segin WHO, su inclusién es poco comun e incluso
cuando se lleva a cabo, rara vez se realiza una evaluacion estadistica independiente
de su posible relacion con FSCN1 [182,183]. Al considerar el subtipo histologico,
destaca la “Alta expresiéon” de FSCN1 en algunos subtipos histologicos menos
frecuentes en la practica clinica diaria, como el subtipo medular y el subtipo
apocrino (en 6 de 12 casos analizados y en 2 de 5 casos analizados, respectivamente
en nuestra serie). Este descubrimiento parece tener suficiente relevancia como para

considerar la inclusion de estos subtipos en futuras investigaciones.
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La expresion de FSCN1 ya ha sido documentada en los tumores de peor
prondstico, como son los TN, que han sido los mas estudiados [184,185,187-
189,195,269], y en menor medida en los hormonodependientes y en los de mejor
pronostico. Este resultado es coherente con nuestros hallazgos, donde sélo el 14,2%
de la “Alta expresion” de FSCN1 se observa en subtipo Luminal A, alcanzando el
48,2% en TN. Nuestra restringida representacion del subtipo HER2 limita la
evaluacion. Sin embargo, la literatura indica que el subtipo HER2 generalmente

muestra una expresion negativa o muy escasa de FSCN1 [193].

Resulta razonable considerar a FSCN1 como un marcador predictivo de
subtipos de cancer de mama mads agresivos, al ser una proteina del citoesqueleto y
fundamental en la creaciéon de invadopodios. En un estudio chino [189],
consideraron valorar la expresion de FSCN1 como un herramienta de cribado de
los TN, en aras de evitar el costo del estudio FISH en resultados de IHQ HER2 2+.
Se informé de una alta sensibilidad y especificidad, del 78% y 92% respectivamente.
Un estudio sobre una poblacion de mujeres afroamericanas [179] obtuvo una
sensibilidad y especificidad de FSCN1 para predecir TN del 82,1% y 80%
respectivamente, con un area bajo la curva de 0,81. La relacion entre las alteraciones
de HER2 y FSCN1 no son significativas en nuestra serie, aunque si cercanas, con
p=0,050, dato similar a [183] pero diferente al evidenciado en un estudio
estadounidense in vitro, donde se aprecié una relaciéon entre el aumento de
expresion de HER2 y la de ARNm de la FSCN1.

La relacion estadistica con estadio TNM, tanto clinico como patoldgico en
nuestra serie no es significativa, similar a un estudio coreano [192]. Otros estudios
asocian los descriptores del TNM de forma dispar. Se aprecia asociacion con el
tamano tumoral [178] e invasion ganglionar [192,193] con la expresividad de
FSCN1, asi como, con la invasién linfatica [167] o con la existencia de un
componente in situ extenso [185]. Estos datos manifiestan una asociacion de FSCN1
con aspectos histologicos de enfermedad avanzada. Otros estudios muestran una
relacion con el estadio tumoral pero no con el tamafio tumoral [189]. Por ultimo, y
en menor cuantia, existen estudios donde no se evidencia relacion ni con el TNM
ni con el grado histologico tumoral [182], quizas limitado por ser una serie de n<100
pacientes. Los tumores con un prondstico desfavorable suelen presentar un grado
tumoral mds elevado, cuantificado por el sistema de SBR internacionalmente

implantado. El resultado de p<0,001 de la FSCN1 respecto a SBR por separado y
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agrupado por grados en nuestra serie, esta en concordancia con lo evidenciado en
otros estudios [183,184,188,193]. Los valores de nuestra serie reflejan un aumento
correlativo de la expresion de FSCN1 a medida que aumenta el SBR. Por lo tanto,
dado que FSCN1 es una proteina capaz de regular otras asociadas a la metastasis,
resulta logico suponer que pueda existir una asociacion entre FSCN1 y los factores

de mal pronostico y progresion tumoral.

El papel de los polimorfismos del gen FSCN1 no se ha explorado en nuestro
estudio. Sin embargo, creemos que podria ser un area de interés para futuras
investigaciones, dado que el costo de esta técnica no es excesivamente alto y podria

proporcionar datos relevantes sobre la evolucion del cancer de mama [194] .

6.3. TOPOISOMERASA 2 ALFA

La TOP2A es una enzima crucial que juega un papel vital en varios procesos
celulares, incluyendo la transcripcion del genoma y la replicacion celular. Esta
enzima participa en la decatenacion y desenrollamiento del ADN, lo que permite
que las hebras de ADN se separen, se transcriban y se repliquen de manera efectiva.

Por esta razon, la TOP2A desempefia un papel crucial en la cancerogénesis.

En nuestro estudio planteamos una valoracion por FISH mediante
cuantificacion del ratio de copias de este gen respecto a CEP17, en un total de 175
pacientes. La media de ratio obtenida es de 1,28, que se sitia dentro de la
normalidad seguin la categorizacion elegida [231]. En nuestra serie de 265 pacientes,
no fue posible realizar una evaluacion adecuada de TOP2A en 90 de ellos, ya sea
debido a la minima cantidad de células presentes, la falta de hibridacién, o la
indisponibilidad de material por ser la tltima técnica ejecutada. Para la mayoria de
los estudios inferenciales, se optd posteriormente por una clasificacion
dicotémica/agrupada en dos grupos: “Normal” y “Alterado”. Esta decisiéon busca
simplificar los resultados e incrementar la posibilidad de comparar nuestros
hallazgos con los de otras investigaciones. Un estudio egipcio consider6 tanto el
ratio, como la relacion entre el numero de copias de CEP17 y TOP2A. El mismo
estudio aprecid una significacion entre la polisomia de CEP17 y las alteraciones en
el namero de copias del gen de TOP2A [270].

En cuanto a la evaluacion, existe una notable variabilidad, aunque se

destacan cinco mecanismos principales para valorar la TOP2A: mediante uso de
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IHQ [232], expresion ARNm en microarrays, RT-PCR, CISH y FISH TOP2A/CEP17
(este ultimo es el utilizado en nuestra investigacion, con un punto de corte para
amplificacion de >2 similar a la literatura consultada). La presencia de diferentes
mecanismos de medicion da lugar a datos que pueden ser dificiles de comparar. En
un estudio espanol [229] se compararon diferentes técnicas de determinacion,
encontrando similitudes entre los resultados obtenidos por IHQ (con puntos de
cortes entre 5-30% [247,271]) y los de expresion de ARN o RT-PCR. Sin embargo,
los resultados obtenidos por FISH no mostraron correlacién con los obtenidos
mediante el estudio de: ARNm, RT-PCR o IHQ. Difiere de la si relacién estadistica
comunicada en un estudio japonés entre la expresion de IHQ con FISH
dicotomizado (“Amplificado” y “No amplificado”) [248]. En otra investigacion con
RT-PCRy analisis de ARNm notificaron la existencia de sobreexpresion de TOP2A
en ausencia de alteraciones en HER2 [272]. Como los autores del estudio espariol
sugieren, el comportamiento dispar puede deberse a alteraciones biologicas
diferentes. Por lo tanto, dado que hay senales celulares que pueden aumentar la
expresion de la proteina independientemente del nimero de copias, y su asociacion
con otros marcadores de proliferacion celular, la amplificacion de TOP2A y la

sobreexpresion de TOP2A no deben considerarse sinonimos.

Nuestra amplificacion y delecion se sittia en el casi 7% y 3,4% de las muestras
valorables. Una serie canadiense [273], con una muestra de 438 pacientes obtienen
valores algo mads elevados, del 12% y 6% respectivamente. Otros estudios
realizados en Espafia, Estados Unidos y Taiwan reportan respectivamente cifras
similares, con un 8,6% de amplificacion en una muestra de 232 casos [274], 9,4% en
153 pacientes [235], 0 9,8% en 296 casos [245]. Valores de delecion del 2,7% en el
caso del estudio taiwanés [245], 5,4% en el estudio americano [235] y 2,1% en un
estudio coreano [275]. El gran desafio surge cuando debemos comparar con otros
estudios de la literatura, que utilizan la valoracion por IHQ para TOP2A. En estos
casos se observa una mayor positividad, con un 29,3% de los casos mostrando
sobreexpresion de TOP2A [247], e incluso del 55,8% en un estudio japonés [248].

Otro aspecto relevante es la cercania en el cromosoma 17ql12-21 del gen
TOP2A y el gen HER2. Estudios por FISH han evidenciado una tendencia elevada
a la co-amplificacién con valores del 8,4% [245], aunque también existen estudios
con cifras inferiores del 3,7% [239]. En la literatura se describen casos de delecién
de TOP2A con amplificacion de HER? [245]. En un estudio con 245 pacientes no se
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detecto ninguna delecion [239]. Nuestros resultados no manifiestan ningtin caso de
co-amplificacion, ni de delecion de TOP2A con amplificacion de HER2. Aunque la
amplificacion conjunta de ambos genes ha generado controversia en la literatura
cientifica, la tendencia predominante sugiere que la amplificacion de uno no
necesariamente implica la amplificacion o modificacion del otro, a pesar de su

proximidad cromosomica [234].

Nuestros hallazgos vinculan el incremento de las copias del gen TOP2A con
un mayor porcentaje de Ki67, similar al estudio [274], o a otros que realizan la
valoracion de TOP2A por THQ [240,241,247,248] e incluso con CISH [246,276]. El
grupo de TOP2A muestra relacion con el grado histologico SBR, principalmente en
nuestro estudio con el grado 2, donde se observan alteraciones en el 50% de los
casos (28/56). SBR se asocia estadisticamente con TOP2A en otros estudios con
medicion por IHQ [240,247,277] y por FISH [275]. El papel de Ki67 como un
indicador de proliferacion celular y la necesidad de la proteina TOP2A para facilitar
este proceso, podria sugerir una correlacion entre ambos en tumores de rapido
crecimiento. Como dato relevante, tanto Ki67 como SBR, también resultaron ser
significativos para FSCN1. Respecto a la valoracion con correlacion de Pearson con
otros marcadores IHQ continuos (RE, RP, Ki67, p53 y BCL2) no se evidencio

ninguna relacion.

Otros estudios reflejan una relacion estadistica con mayor expresividad por
IHQ/alteracion del nimero de copias de HER2 [229,232,245,248,273,274], ausencia
o disminucion de expresion de RH [241,246,274], estadio tumoral [229] o tamafio
tumoral [241,249,273], mayor grado tumoral [232] y presencia de ganglios linfaticos
positivos [232]. Respecto a esta tltima asociacion existen resultados contradictorios
[273] o donde se asocian niveles de TOP2A mas bajos [249].

Respecto al subtipo molecular, se demostré relacion significativa en nuestro
andlisis (p=0,041), donde destaca el 52,6% de alteracion de TOP2A en el subtipo
luminal B HER-. Estos datos son similares en estudios por IHQ [248] con valores
del 56% en el subtipo luminal B agrupado. Este mismo estudio difiere
drasticamente cuando se valora TOP2A por FISH, obteniendo una alteraciéon de
TOP2A en el subtipo luminal B en un 0,3%. Los valores respecto al subtipo HER2+
no fueron tan dispares en este estudio. Otro estudio portugués mostrd significancia
con el subtipo molecular con medicion de TOP2A por CISH [276]. A causa de

nuestra limitada representatividad del subtipo HER2+, no pudimos realizar una
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evaluacion tan exhaustiva como hubiéramos deseado. Sin embargo, es notable que
un estudio espafiol reportd una significancia estadistica con una amplificacion del
66% en el subgrupo HER2+ [274] evaluado tanto por IHQ como por FISH.

En la literatura se han identificado escasos estudios que realicen un analisis
inferencial basado en el subtipo histologico del cancer de mama. Uno de ellos no
evidencio relacion y solo incluyd los subtipos: NOS, lobulillar y mixto [274]. Otro
estudio croata decide, a pesar de disponer de los subtipos por separado,
reunificarlos en 2 grandes grupos histoldgicos para el analisis estadistico: “NOS” y
“OTROS”, obteniendo resultados significativos mediante una valoracion por IHQ
de TOP2A con punto de corte del 37% [240]. Similar, pero sin significancia
estadistica, un estudio portugués agrupd también de forma dicotomica el subtipo
histoldgico [276]. A pesar de que rara vez se considera el subtipo histoldgico, un
estudio alemdn [239] y otro turco [241], si realizaron la subdivision histolégica. El
estudio alemdan los dividiéo en: NOS, lobulillar infiltrante, mixto, mucinoso y
adenoide quistico (n=1 en los ultimos tres subtipos). El estudio turco notifico:
carcinoma NOS, carcinoma lobulillar infiltrante, carcinoma mixto, mucinoso,
metapldsico, medular, tubular, papilar, apocrino, micropapilar, anillo de sello,
pleomorfico y cribiforme. Ninguno de estos dos estudios realiz6 posteriormente
ningun andlisis inferencial especifico con el subtipo histologico. Cabe destacar que
esta variable no ha sido estudiada en la mayoria de las investigaciones y que en
nuestra serie, con parcial representatividad de los diferentes subtipos histologicos,
tampoco se evidencian resultados significativos. Sin embargo, es importante
mencionar que TOP2A se altera en nuestra serie en el 47,6% de los carcinomas

mucinosos e inesperadamente en el 25% de los carcinomas lobulillares.

A pesar de no haber sido examinado en nuestro estudio, una serie japonesa
[249] evalud los niveles de TOP2A antes y después del tratamiento en respuestas
parciales. Los resultados mostraron un aumento en la expresion de TOP2A en las

muestras tomadas después del tratamiento.

La evaluacion de la necrosis geografica y de la afectacion del pezén fue
considerada en un estudio turco, con valoracion TOP2A medida por IHQ. Se
encontrd una asociacion estadisticamente significativa y de sentido positivo entre
ambas variables [241]. El andlisis exploratorio, similar al realizado con FSCN1, de
la relacion de la ratio de TOP2A con CK19 y E-Cadherina en nuestro estudio, no

mostré correlacion alguna.
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La relacion de TOP2A valorado por FISH con: edad [248,273] (con excepcion
de un estudio Taiwanés con punto de corte en 50 afos [245]), menopausia [247] y
sexo no mostraron significancia estadistica. p53 no mostré significacion en nuestra
serie pero si en otras [244,274]. La comparacion del grado histologico entre los
diferentes estudios disponibles es complicada, ya que algunos de ellos solo

consideran el grado nuclear.

6.4. RESPUESTA AL TRATAMIENTO ADYUVANTE, SUPERVIVENCIA GLOBAL Y TIEMPO
LIBRE DE ENFERMEDAD

Respecto a la supervivencia en nuestra investigacion la expresion FSCN1, no
mostrd relacion alguna con la supervivencia global ni libre de enfermedad. Un
estudio de 210 pacientes con un seguimiento de 5 afios [183], mostrd una relacion
entre la expresion de FSCN1 con la supervivencia global y tiempo libre de
enfermedad mediante un andlisis univariante. Otras investigaciones relacionan la
FSCNT1 con una menor supervivencia global [179,188,193], menor tiempo libre de
enfermedad [167,188,193,277] y mayor resistencia al tratamiento adyuvante [188].
Es importante destacar que, aunque algunos estudios no realizan analisis
multivariante, otros si lo hacen [188,193]. En un estudio griego [195], obtienen una
asociacion con la FSCN1 con una peor supervivencia libre de progresion a los 5
anos. Nuestros resultados podrian verse limitados debido a un seguimiento mas
corto, en comparacion con otros estudios que evaltian un seguimiento de entre 5 a

10 anos.

Al considerar TOP2A, nuestros hallazgos no muestran una asociacion con la
supervivencia global ni el periodo libre de enfermedad similar a [245]. Sin embargo,
es importante mencionar que en la literatura cientifica existen estudios con
resultados similares al nuestro [235,273], y otros que si han documentado tal
asociacion tanto para supervivencia global [241,274], como para el periodo libre de
enfermedad [241]. Este hecho se potencia, y de manera mas significativa tras
dicotomizar la ratio de TOP2A en “Normal” y “Alterado”, si se estratifican respecto
al uso o no de antraciclinas en el tratamiento neoadyuvante [234,273]. Ademas, se
reflejo cierto efecto aditivo de estos resultados cuando existia la co-amplificacion
de HER2 [273,274]. Un grupo japonés encontré una significancia en la
supervivencia global en el subtipo luminal B en relacién con una sobreexpresion

de TOP2A valorada por IHQ [248]. Aunque el bajo nimero de casos en que ocurre
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la co-amplificacion de ambos genes dificultaria la comprobacion o desarrollo de
ensayos clinicos. Algunos autores sostienen que, segun la literatura disponible, la
mejor respuesta al tratamiento con antraciclinas en pacientes con amplificacion de
HER2, no se explica completamente por la presencia simultanea de alteraciones en
TOP2A [235]. Esto se debe a que la mayoria de los casos con HER2 amplificado
presentan TOP2A sin alteraciones. En los estudios con valoracion por IHQ, también
se destaca una mayor tasa de recurrencia entre los 5 y 8 afios, asi como un menor
tiempo libre de enfermedad y un menor tiempo libre de metdstasis, con mayor
trascendencia en pacientes con canceres de subtipo luminal B y en estadios I [247].
El andlisis multivariante de este estudio también notific6 a TOP2A como un
marcador independiente para el tiempo libre de metastasis. La distincion entre
valorar la ratio TOP2A/CEP17 y el nimero de copias de TOP2A [235] resultd ser
irrelevante en un estudio, ya que no se encontré6 una asociacion con la
supervivencia en ninguno de los dos casos. En este mismo estudio, se evaluo6 la
relevancia de la polisomia, analizada mediante el nimero de copias de CEP17, para
la supervivencia global y el tiempo libre de enfermedad. Se encontr6 una relacion
con la supervivencia libre de enfermedad cuando el nimero de copias de CEP17

era >3 en mas de un tercio de la poblacién tumoral.

Asimismo, se aprecié en nuestro estudio una correlacion en el andlisis
univariante de la supervivencia global con: subtipo histoldgico, estadio tumoral,
BCL2 y edad (con un punto de corte de 65 afios). A pesar de ello, en el analisis
multivariante soélo el estadio tumoral se manifiesta como una variable
independiente. Al evaluar la supervivencia libre de enfermedad, nuestros datos

identifican inicamente a RE como una variable independiente.

En cambio en la literatura, los andlisis de supervivencia del cancer de mama
muestran una asociacion con el grado histologico y estadio tumoral [188], asi como,

con la positividad o negatividad para RE y HER2 [183].

En nuestra serie, la respuesta completa al tratamiento neoadyuvante se
observa en 13 de los 48 casos, lo que representa el 27%. Nuestra investigacion
identifica el subtipo molecular del cdncer de mama como una variable
independiente de pronostico de RCP tras el andlisis univariante y multivariante.
En un estudio por IHQ de TOP2A se evidencid que la expresion de TOP2A podria
sugerirse como un factor de agresividad en relacién con la respuesta al tratamiento

neoadyuvante [237]. La respuesta a la neoadyuvancia se asoci6 a la expresion de
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FSCN1 y a las lineas de tratamiento con taxanos en un estudio japonés de mujeres
con tumores TN [249].

6.5. BCL2

En nuestro estudio, hemos observado una correlacion positiva entre la
expresion de BCL2 y los RE, un hallazgo que coincide con lo reportado por un
estudio japonés [135]. La expresion de BCL2 se considera un marcador prondstico
independiente que indica un mal prondstico cuando se asocia con RH negativos.
Sin embargo, los tumores que son positivos para BCL2 tienden a tener un mejor
pronostico, lo cual se puede explicar por el hecho de que los tumores con RE

positivos generalmente presentan un mejor prondstico.

6.6. RELACION DE FSCN1 CON OTRAS PROTEINAS

El estudio de la expresion de FSCN1 en combinacion con otras proteinas,
como BRMSI1 y GATAS3, es un enfoque actual en la literatura y similar a lo que
hemos realizado en nuestra investigacion con TOP2A. GATA3 es una proteina
nuclear que puede modificar la transcripcion gendmica y su expresion es conocida
en los canceres de mama y uroteliales. El gen BRMS actia como un supresor
tumoral. Los tumores con una expresion FSCN1+/BRMS1- mostraron una
asociacion estadistica con un mayor grado histologico, negatividad para RH y
menor metastasis ganglionar [193]. GATA3 se asocié con factores de buen
prondstico, sin embargo, la presencia de una expresion FSCN1+/GATA3- indicé

una peor supervivencia global y un menor periodo libre de enfermedad [190].

6.7. RELACION DE TOP2A CON OTRAS PROTEINAS

Similar a la FSCN1, la expresion conjunta de TOP2A con otras proteinas ha
sido estudiada. Queremos destacar la asociacion con CTA en un estudio croata
[243], mediante la valoracién por IHQ de TOP2A con un punto de corte del 36%.
En este estudio se aprecid la relacién entre una mayor expresiéon de TOP2A con los
CTA: MAGE-A10 y NY-ESO, en una poblacion TN. Este hallazgo sugiere la
necesidad de futuras investigaciones sobre el papel de estas proteinas en la

induccion inmune.
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La evaluacion inmunohistoquimica simultanea de las proteinas MAP-tau y
TOP2A en pacientes con ganglios linfaticos positivos, no demostré ser un indicador
predictivo de una mejor respuesta a las antraciclinas o taxanos [244]. Se observd
una asociacion entre los niveles de TOP2A y la deleciéon del gen PTEN en una serie
de casos de TN [249]. La asociacion en sentido positivo y estadisticamente con
RacGAP1, proteina relacionada con la proliferacion y diferenciacion celular, ha sido

evidenciada en un estudio realizado en Turquia [241].

6.8. VALORACION CONJUNTA DE FSCN1Y TOP2A

No se han encontrado en la literatura estudios que correlacionen la
expresividad IHQ de FSCN1 y la ratio del gen TOP2A. La expresion de ambas,
sobre la misma muestra BAG y con el método de cuantificacion empleado en
nuestro estudio, no muestra una relaciéon con significancia estadistica. Deberian
plantearse otros trabajos de investigacion, donde se aconseja que se utilicen
diferentes métodos de cuantificacion de TOP2A, que permitan corroborar o refutar

nuestros resultados.

6.9. CONSIDERACIONES FINALES

La relacion entre el ratio de TOP2A y expresion proteica de FSCN1 en el
cancer de mama no habia sido explorada hasta la realizacién de este trabajo de
investigacion. Nuestros resultados no indican que exista una relacion entre la
expresion IHQ de FSCNT1 y las alteraciones en la ratio TOP2A/CEP17 cuantificado
por FISH.

Si consideramos FSCN1 por separado, se destaca la asociacion
estadisticamente significativa de FSCN1 con la ausencia o reduccidon de la
expresion de RH, un Ki67 elevado, una mayor tendencia a valores bajos de BCL2,
un mayor grado histoldgico, asi como una relacion con los subtipos moleculares de
peor prondstico, como los TN. También se observa una relaciéon con el subtipo
histoldgico, aspecto que se recomienda investigar en futuros trabajos. Por otro lado,
TOP2A se relaciona con el subtipo molecular, grado histoldgico y un mayor Ki67.
Estos resultados estan en concordancia con la mayoria de las series consultadas.
Creemos que en el caso de ambas, la existencia de diversos métodos de

cuantificacion en la literatura dificulta la comparacion entre los estudios.
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Nuestro seguimiento limitado no permite un andlisis exhaustivo de la
supervivencia global ni del tiempo libre de enfermedad. A pesar de esto, y aunque
FSCN1 y TOP2A no muestran ninguna relacion, los andlisis multivariantes en
nuestra serie asocian significativamente el estadio patoldgico con la supervivencia
global, y el RE con el tiempo libre de enfermedad. Ademas, el analisis de la RCP al
tratamiento neoadyuvante refleja que el subtipo molecular en nuestra serie es un

marcador independiente de respuesta.
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10.

VII - CONCLUSIONES

No existe relacion entre la intensidad de la proteina fascina-1 (FSCN1), medida
por inmunohistoquimica (IHQ), y la ratio de Topoisomerasa 2 alfa
(TOP2A)/CEP17, evaluada por hibridacion in situ por fluorescencia (FISH).

El subtipo histoldgico del cancer de mama muestra una relacion con la

expresion de FSCN1 pero no con la ratio de TOP2A

El subtipo molecular del cancer de mama muestra una relacion tanto para la

expresion de FSCN1 como para la ratio de TOP2A.

La expresion de FSCNI1 y la ratio de TOP2A no tienen relacion con el estado

fértil, en caso de ser mujer, ni con la edad de los pacientes.

Se ha encontrado asociacion entre la expresion de FSCN1 y la ratio de TOP2A
con el grado tumoral histoldgico (SBR). Respecto al estadio tumoral no se

evidencid correlacion.

La expresion de FSCNT1 se relaciona con la expresion de receptor de estrégeno
(RE), receptor de progesterona (RP), BCL2 y Ki67.

La ratio de TOP2A se relaciona con la expresion de Ki67.

La supervivencia global de enfermedad se asocia en el andlisis univariante con:
el subtipo histoldgico, el estadio patoldgico, RE, BCL2 y la edad(<65/265). En el
analisis multivariante sdlo el estadio patoldgico permanece como una variable

independiente.

La supervivencia libre de enfermedad se asocia en el analisis univariante con:
el subtipo molecular y RE. En el andlisis multivariante sélo RE permanece

como una variable independiente.

La respuesta completa patoldgica (RCP) al tratamiento neoadyuvante se asocia
en el analisis univariante con: RE, BCL2, Ki67, grado histologico (SBR), estadio
clinico, subtipo molecular y si es triple negativo o no. En el analisis
multivariante so6lo el subtipo molecular permanece como una variable

independiente.
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11. Larecidiva no muestra asociacion con la expresion de FSCN1 ni con la ratio de
TOP2A.

12. Ki67 es la tinica técnica que muestra un drea bajo la curva relevante (0,822) en
analisis de curvas ROC como posible predictor de la respuesta completa al

tratamiento neoadyuvante.

13. Los subtipos histologicos presentaron una notable variabilidad en su

frecuencia con subtipos poco frecuentes o ausentes.
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VIII -

10.

11.
12.

LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

LIMITACIONES

Estudio retrospectivo que introduce sesgos inherentes, como el sesgos de
seleccion que aumenta la heterogeneidad de la cohorte.

Escaso tamafio muestral de los subtipos histoldgicos poco frecuentes en
nuestra serie.

Escaso tamafio muestral del subtipo molecular HER2+ (con valores en la
poblacion estimada del 10-20%). Estudio post-hoc confirmoé que no se
alcanzé un poder suficiente (<80%).

No valoracion de la relacion de fascina-1 (FSCN1) y topoisomerasa 2 alfa
(TOP2A) con la invasién linfovascular, invasidon perineural, necrosis,
afectacion del CAP o piel.

Agotamiento de muestras parafinadas tras el estudio anatomopatoldgico
habitual que impide la determinacién de FSCN1 y/o TOP2A en algunos
pacientes.

Limitada representacion de varones en el estudio para estudio estadistico.
Reducida viabilidad del material parafinado de mas de 5 afios para la
realizacion de estudios de hibridacién in situ por fluorescencia (FISH).
No valoracion del infiltrado inflamatorio peritumoral y/o celularidad
mesenquimal acompanante.

No valoracién de la poblacion tumoral metastésica.

No valoracidn, en los casos que hubiese procedido, del estado FSCN1 y/o
TOP2A tras el tratamiento neoadyuvante.

No valoracion de la expresion proteica de TOP2A.

No realizacién de modelos estadisticos con variables relacionadas con el
tratamiento (quimioterapia neoadyuvante, terapia hormonal o enfoque
quirurgico), que podrian influir en la expresiéon de biomarcadores

tumorales.
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FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

La investigacion de la FSCN1 en tejidos tumorales es una linea de estudio
actual con un futuro prometedor. Es importante continuar analizando las
diferencias de expresion en los subtipos histoldgicos, especialmente en los menos
frecuentes, asi como en los subtipos moleculares. Ahondar también en la valoracion
dela celularidad peritumoral y si existe una modificacion de la expresion de FSCN1
dependiendo de ella. Aconsejamos profundizar mediante un estudio prospectivo
si existe variabilidad de la expresion de FSCN1 tras tratamiento neoadyuvante, asi

como, la diferencia exacta de su expresion cuando ocurre la metastasis.

Consideramos necesario aunar un criterio claro e internacional consensuado
de limite o “cut off” de expresion baja/alta de FSCN1. Analizar la implantacion de
su determinacion de rutina en laboratorios de Anatomia Patologica como un factor

independiente de mal prondstico.

El cambio cada vez mas rdpido del tratamiento oncoldgico hace necesario el
auge de ensayos clinicos multicéntricos sobre los farmacos anti-FSCN1, ya sea
mediante principios farmacoldgicos aprobados para otra indicacion o con
inhibidores directos. Deberia valorarse el estudio inmunohistoquimico (IHQ), de
coste reducido y asequible, como mecanismo de seleccion en pacientes con biopsia
incisionales positivas para carcinoma de mama independientemente del subtipo
histolégico o molecular. Todo esto con el objetivo de recopilar mas informacion que
nos permita evaluar la viabilidad de la terapia anti-FSCN1 como un tratamiento

antineopldsico real, al mismo tiempo que se estudia su toxicidad en humanos.

En lo que respecta a la TOP2A, se aconseja un estudio con un namero alto de
pacientes que permita conocer, la expresion o la alteracion en el numero de copias
del gen, en los diferentes subtipos moleculares/histoldgicos. Valorar incluir otros
datos de mal prondstico como invasion vascular o linfatica en futuras
investigaciones. Aunque en nuestro estudio no se denota una asociacion con la
expresion de FSCN1, se aconseja debido al potencial de tratamiento antineoplasico
contra TOP2A buscar algun otro biomarcador que permita dilucidar un
tratamiento conjunto. Similar a FSCN1, un sistema de gradacion internacional ya
sea por IHQ o por FISH deberia ser establecido para permitir comparaciones mas

reales entre los diferentes estudios. Por haber sido descrito como un factor
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prondstico en pacientes con terapia basadas en antraciclinas, seria necesario la
realizacion de estudios que permitan dilucidar un método comun de medicion y
cuantificacion de las alteraciones del gen TOP2A previo al inicio al tratamiento
quimioterapico.

En conclusion, estudios prospectivos multicéntricos con cohortes
balanceadas y experimentos bioldgicos son necesarios para evaluar el valor
prondstico de FSCN1 y TOP2A en cancer de mama. Abordar estas limitaciones sera
crucial para fortalecer la aplicabilidad clinica de los hallazgos y orientar

investigaciones futuras en este campo.
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Anexo 1. Resolucién del Comité Etico de Investigacion del CHUC para la
realizacion de esta tesis.

ey
3 Regién de Murcia
Consejeria de Sahud v
urc EWO
S

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
D2 Laly Gomez Sannicolds, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica del
Hospital Universitario Sta. M3 del Rosell, Areas 11 y VIII de Salud del Servicio Murciano de
Salud
CERTIFICA QUE,

1° El CEI este CEI en reunién celebrada el 30/11/21 ha evaluado la propuesta del
Promotor/investigador referida al estudio:

Observacional

r
Tipo de estudio: L

Cod. Protocolo ‘l NO EudraCT

No consta | No procede

Expresién de fascina y topa2 en el carcinoma de mama: correlacién con
los subtipos histolégicos y con otros marcadores pronésticos.

Versién Protocolo Vs.02 de 10/07/20

Promotor: Fondos Publicos

Evaluando los aspectos del estudio requeridos por la legislacién vigente:

La realizacién del estudio en el Area II/VIII de salud es pertinente.

El estudio cumple con los requisitos reglamentarios correspondientes al tipo de estudio.

El disefio del estudio es adecuado para obtener las conclusiones objetivo del mismo.

Los criterios de seleccién y retirada de los sujetos estdn indicados y son adecuados.

Requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion a los objetivos del estudio

y justificacién de los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

« La capacidad de los investigadores y los medios disponibles apropiados para llevar a
cabo el estudio.

« El grupo control ha sido adecuadamente elegido y es correcto.

« El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiera con el respeto a
los postulados éticos.

En base a lo expuesto este comité emite el siguiente dictamen:

, INFORME FAVORABLE

Investigador y Centros:
Sanchez Espin n f del HGUSL.

Lo que firmo en'Cartagena, 15 de diciembre de 2021.

-~

E.O. 2021-Fascina y TOPA2_Cardinoma_mama.doc lde2
{' €/ Mezquita s/n, Paraje los Arcos
Barrio de Santa Lucis, 30202 - Cartagena ~ Murcia

imipeeee T 968 110752 hguslinvestigacion@gmail.com



266

ALBERTO SANCHEZ ESPINOSA

19 Tras revisar y evaluar sujetos a las medidas de prevencién ante la Covid-19, se decidié
emitir el informe correspondiente al proyecto de Investigacion anteriormente referido.

20 El CEIC "H. S. M. del Rosell”, tanto en su composicion, como en los PNT cumple con las
normas de BPC (CPMP/ICH/135/95)

4° La composicion actual del CEIC que ha evaluado la propuesta fue la siguiente:

Presidente:

Vicepresidente:

Secretaria:
Vocales:

D. A. Javier Trujillo Santos

D. José Valverde Molina.

D? Laly Gdmez Sannicolds,

D. José M. Bueno Ortiz,

D. Francisco Sanchez Rodriguez
D. Blas Garcia Rojo

D. Federico Soria Arcos

D2 M? Teresa Roldan Chicano
D2 Ruth L. Manrique Medina

D. Carios F. Ferndndez Ferrer
D. Luis Escondrillas Gomez

D. Eduardo Osuna Carrillo
Albornoz

D. Manuel Jes(s Cuenca Burgos

Médico Adjunto Medicina Interna/Infecciosa.

Jefe Servicio, S@ Pedlatria

Secretaria Unidad Investigacion.

Médico Adjunto Centro de Salud de Fuente Alamo,
Responsable Farmacia, adscrito a la GAP Area I1.
Médico Adjunto Serviclo Anestesiologia y Reanimacion.
Médico Adjunto Servicic Cardiologia.

Enfermera Diplomada.

Médico Adjunto Gerencia A. Primaria. Técnico de Salud
Licenciado en Derecho

Responsable Farmacia del HGUSL

Catedrdtico Medicina Legal y Forense,

Médico adjunto SO Pediatria, Vocal C. Bioética, Hospital
HULAMM,

En el caso de que se evaluara algan proyecto dol que un miembro sea investigador/colaborador, éste
proyecto

se ausentara de la reunién durante la discusié
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Anexo 2. Resolucién del Comité Etico de Investigacién de la UCAM para la

realizacion de esta tesis.

0

UCAM

IR St COMITE DE ETICA DE LA UCAM
DATOS DEL PROYECTO

. “Expresion de fascina y topa2 en el carcinoma de mama: correlacién con
Titulo: : ISR AR

los subtipos histoldgicos y con otros marcadores prondsticos

Investigador Principal | Nombre Correo-e
Dr. José Garcia Solano jgarcia652@ucam.edu
INFORME DEL COMITE
[ Fecha | 27/05/2022 | [Codigo | CE052201 |

Tipo de Experimentacién

Investigacién experimental clinica con seres humanos

Investigacién experimental no clinica con seres humanos

Utilizacion de tejidos humanos procedentes de pacientes, personas sanas, tejidos
embrionarios o fetales

Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de
bancos de muestras o tejidos

Investigacion observacional, psicolégica o comportamental en humanos

Uso de datos personales, informacion genética, etc.

Experimentacion animal

o )

Utilizacion de agentes bioldgicos de riesgo para la salud humana, animal o las
plantas

= |8

Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs)

Comentarios Respecto al Tipo de Experimentacion

Nada Obsta

Nada Obsta

6E08 oU EPITES 'UOTOBBTISSAUI ©p OPEBIO}DSIAVOTA "OTUOJUY UBS BOTTOI®D PEPTISISATUN
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0
s COMITE DE ETICA DE LA UCAM

Sugerencias al Investigador

A la vista de la solicitud de informe adjunto por el Investigador y de las
recomendaciones anteriormente expuestas el dictamen del Comité es:

Emitir Informe Favorable X
Emitir Informe Desfavorable A

Emitir Informe Favorable condicionado a
Subsanacién
MOTIVACION

Incrementaré conocimientos en su érea

V° B® El Presidente,

o

Fdo.: José Alberto Cénovas Sanchez s Fdo:: José Alarcon Teruel










