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ABREVIATURAS

ASCUS: Atipia de células escamosas de significado incierto
ADN: Acido desoxirribonucléico

ARN: Acido ribonucléico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BSGC: Biopsia selectiva del ganglio centinela

CDI: Carcinoma ductal infiltrante

CDIS: Carcinoma ductal in situ

CEIC: Comité Etico de Investigacidn Clinica

CIN: Neoplasia Cervical Intraepitelial

CK: Citoqueratinas

CLI: Carcinoma lobulillar infiltrante

CLIS: Carcinoma lobulillar in situ

CMV: Citomegalovirus

CTA: Células tumorales aisladas

CTC (CTT): Células tumorales circulantes

EBCCG: Early Breast Cancer Triallist Collaborative Group
EGFR: Factor de crecimiento epidérmico

ESCO: European Society for Medical Oncology

FDA: Food and Drug Administration

GEICAM: Grupo para el Estudio y la Investigacion en Cancer de Mama
GC: Ganglio centinela

HER2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano
HMTV: Human mammary tumor virus

HGUA: Hospital General Universitario de Alicante

H-SIL: Lesion escamosa intraepitelial de alto grado

IARC: International Agency for Research on Cancer

IC: Intervalo de confianza

IHQ: Inmunohistoquimica

IMC: indice de masa corporal

ISH: Hibridacion in situ
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L-SIL: Lesién escamosa intraepitelial de bajo grado
MMTV: Mice mammary tumor virus

OMS (WHO): Organizacién Mundial de la Salud
OR: Odds ratio

Pb: Pares de bases

PIB: Producto Interior Bruto

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

RE: Receptores de estréogenos

RPg: Receptores de progesterona

Rpm: Revoluciones por minuto

RT-PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa-transcripcién reversa
SIO: Sistema de informacidn oncoldgica

TIL: Linfocitos tumorales infiltrantes

VEB: Virus del Epstein Barr

VHB: Virus de la hepatitis B

VHC: Virus de la hepatitis C

VHH: Virus herpes

VHS: Virus herpes simple

VPH: Virus del papiloma humano

VPH-AR: Virus del papiloma humano de alto riesgo
VPH-BR: Virus del papiloma humano de bajo riesgo

VPP: Valor predictivo positivo
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INTRODUCCION: Predmbulo

El cdncer de mama es uno de los principales problemas de salud de nuestro tiempo. Su
elevada incidencia y mortalidad, en nuestro pais como en gran parte del mundo, suscita un
enorme interés social debido por un lado, al impacto fisico, mental, familiar y laboral, aspectos
del estigma personal que todavia produce en las mujeres; y por otro lado, al creciente gasto

sanitario que conlleva su diagndstico y tratamiento.

Si bien es cierto que cada dia se avanza mas en el conocimiento de esta compleja

enfermedad, el gran reto pendiente es el de su cura asi como progresar en su prevencion.
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El cdncer de mama es el cdncer mas frecuentemente diagnosticado en las mujeres, con
mas casos en los paises llamados en vias de desarrollo (883.000 casos) (1-3) que en los
desarrollados (794.000 casos). Se estima que en 2012 fueron diagnosticados 1,7 millones de casos
nuevos, lo que supone el 11,9% del total de canceres diagnosticados en el mundo en ambos

sexos, y el 25% de los diagnosticados en mujeres (3,4)(figuras 1y 2).

Las tasas de incidencia varian aproximadamente en cuatro veces, segun la regién del
mundo que se estudie. Las mayores tasas de incidencia se presentan en Australia, Europa y
Norteamérica, donde el 6% de las mujeres desarrollard un carcinoma infiltrante antes de los 75
afios. Sin embargo, en otras areas del mundo como el Africa Sub-Sahariana y el Este Asiatico, la
incidencia es, en el momento actual, del orden de tres veces menor. No obstante, en los ultimos
tiempos se detecta un aumento del riesgo debido a la mayor esperanza de vida y la adopcién de

modos de vida occidentales (1,4).

El cdncer de mama supone la causa mas frecuente de muerte por cdncer en mujeres
(14,7%) a nivel mundial. No obstante, si se tiene en cuenta sélo las regiones mas desarrolladas, se
sitla en la segunda causa de muerte por cancer en mujeres (15,4%), después del cdncer de

pulmodn (3).

El rango de las tasas de mortalidad entre las regiones del mundo es menor que el de la
incidencia debido a la mayor supervivencia del cancer de mama en regiones desarrolladas (que
son las de alta incidencia), con tasas que oscilan del 6 por 100.000/mujeres/afio en Asia del Este al

20 por 100.000/mujeres/afio en Africa Occidental (2,3) (figuras 1, 2 y 3).

A nivel mundial, las tasas de supervivencia del cancer de mama varian también mucho en
funcién del PIB, oscilando desde el 80% en América del Norte, Suecia y Japdn hasta cifras
inferiores al 40% en los paises de menor renta per cdpita donde se echa en falta tanto programas

de deteccidn precoz, como servicios adecuados de diagndstico y tratamiento.
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Figura 1: Ratios estandarizados y porcentajes de Incidencia y Mortalidad por cancer a nivel mundial, en

mujeres por 100.000 habitantes/afio, GLOBOCAN 2012.
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Figura 2: Ratios estandarizados de Incidencia por cancer de mama a nivel mundial, en mujeres por

100.000 habitantes/afio, en mapa mundi, GLOBOCAN 2012.
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Figura 3: Ratios estandarizados de Mortalidad por cancer de mama en el mundo en 2012 en mujeres
por 100.000 habitantes/afio.

En Europa, el cadncer mas frecuente es el de mama, suponiendo el 13.5% de todos los
canceres en ambos sexos y el 28,8% de los canceres en mujeres. Por otro lado, el 16,8% de las
muertes por cancer en mujeres europeas es por este cancer, ocupando también el primer lugar
(2). Sin embargo, la mortalidad por cancer de mama ha experimentado un descenso, cuyo inicio
se produjo en la ultima década del siglo XX en algunos paises. En 2011, la mortalidad en
Dinamarca, pais con mortalidad mas alta, era 1,6 veces superior a la mortalidad en Espafia, pais
con la mortalidad mads baja. En el conjunto de la Unién Europea la mortalidad por cédncer de
mama descendid un 23% entre 1990 y 2011 (5)(figura 4). En Europa, el prondstico es

relativamente bueno, con unas tasas de supervivencia a 5 afios cercanas al 77%.

En Espaia, el cdncer de mama también es el mdas frecuente en mujeres. Tanto la
incidencia como la mortalidad es una de las mas bajas de Europa, tal y como se muestran en las

figuras 4y 5.
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Figura 4: Mortalidad en algunos paises Figura 5: Incidencia del cancer de mama en

europeos. mujeres por 100.000hab/afio.

En nuestro pais, se diagnosticaron 25.215 nuevos canceres de mama en 2012, lo que
representa casi el 11,7% de canceres para ambos sexos y el 29% de todos los tumores en mujeres

(figura 6). La mayoria de los casos se diagnostican entre los 45 y los 65 afios de edad.

La mortalidad por cdncer de mama en Espafia es del 5,9% para ambos sexos y si sélo
tenemos en cuenta la poblacién femenina, es responsable de un 15,5% (6.075 defunciones en

2012) del total de muertes por cancer.

Por otro lado, la prevalencia es del 17,9% a nivel general, pero si desglosamos por sexos,
supone que el 40,8% (104.210) de las mujeres que padecen cancer en Espafia es por cancer de

mama, lo que supone las tasas mas altas a nivel de cancer en nuestro pais (6).

Aunque la mortalidad ha disminuido, se ha observado un incremento en la incidencia del
cancer de mama desde 2001 en mujeres por debajo de los 45 afios, atribuibles, entre otros, a los
cambios reproductivos, estilo de vida y dieta (7). El aumento de la incidencia se estima en un 1-2%
anual. Asi, se estima que el riesgo de padecer cancer de mama es de aproximadamente 1 de cada

8 mujeres (5,8).

Los ratios de incidencia y mortalidad por cancer en mujeres en Espafia se pueden

observar en la figura 6 (GLOBOCAN 2012 IARC).
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Figura 6: Ratios de incidencia y mortalidad por cancer en mujeres en Espafia (GLOBOCAN 2012).

La vigilancia del cancer en la Comunitat Valenciana se realiza a través del Sistema de
Informacién Oncoldgica (SIO), que es el instrumento que permite realizar estimaciones de
incidencia para todo el territorio valenciano. Aqui, la principal causa de cancer en mujeres, al igual
que en el resto de regiones del mundo, es el cancer de mama que supone un 30,5%, segun los

datos obtenidos del SIO (9) (figuras 7 y 8).
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Figura 7: Distribucidn porcentual de la incidencia por grupos tumorales en mujeres. SIO 2010.
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Figura 8: Tasas de Incidencias estimadas, ajustada a edad y sexo en la Comunidad Valenciana en el afio
2010.
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Aunque se puede lograr cierta reduccidon del riesgo mediante medidas de prevencion
primaria, esas estrategias no pueden eliminar la mayoria de los canceres de mama que se
registran. Asi pues, la prevencién secundaria mediante la deteccidn precoz con vistas a mejorar el
prondstico y la supervivencia del cancer de mama sigue siendo la piedra angular del control de

este tipo de cancer (10-12).

Existen dos tipos de prevencidn secundaria, el cribado poblacional y el oportunista. Este
ultimo hace referencia a la poblacidon que acude voluntariamente a efectuarse una prueba. Se
busca un beneficio particular de las personas estudiadas mediante el diagndstico precoz del
tumor. La iniciativa de estos programas puede ser muy variada (privada, asociaciones contra el
cancer, Mutuas, etc.) y la metodologia de estudio difiere bastante de la de los programas
poblacionales. No estd garantizada la repeticidn sistematica de los estudios ni la derivacidn de los

casos sospechosos (11,13).

El cdncer de mama reune todos los requisitos exigibles para ser objeto de un programa

de cribado de caracter poblacional porque (12,13):

+ Constituye un importante problema sanitario, con tasas altas de incidencia y
mortalidad.

+ El conocimiento de su historia natural permite diferenciar una fase preclinica,
detectable mediante mamografia.

+ En el momento actual, las medidas de prevencién primaria (por ejemplo en
portadora de la mutacién en BRCA1) son aun insuficientes para disminuir la
prevalencia de este cancer.

+ El tratamiento en fases precoces permite una mayor proporcidon de tratamientos
conservadores con tasas de supervivencia elevadas. Esta supervivencia es

directamente proporcional al estadio en el diagnéstico.

El programa de cribado del cancer de mama es una tarea multidisciplinar compleja cuyo
objetivo es la disminucién de la mortalidad, detectando la enfermedad precozmente para poder
realizar un tratamiento eficaz, sin que afecte a la salud de aquellas mujeres que participen en el

programa, es decir, que su beneficio debe superar los perjuicios del mismo (12,14).
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Asi, la mamografia es el Unico método de cribado que se ha revelado eficaz, y existe un
fuerte consenso (grado de recomendacidon 1A) de que si su cobertura supera el 70%, puede
reducir la mortalidad en un 20-30% en las mujeres de entre 50 y 70 afos. Entre los 40 y 49 aiios
hay que valorar el riesgo individual, al igual que aquellas mujeres que tienen mas de 70 afos, ya

que la evidencia generada por los estudios no es concluyente (11,15).

A este respecto, muchos autores se han planteado su utilidad. En el afio 2000 se publicé
el primer articulo que ponia en tela de juicio la utilidad de la mamografia y cuestionaba la
reduccion de la mortalidad debido al cribado, atribuyendo al mismo una proporcién importante
de sobrediagndsticos y sobretratamientos (16). Esto se basa en la idea de que el cribado
detectaria muchas neoplasias en estadios precoces con muy buen prondstico, un porcentaje no
despreciable de las cuales no necesitarian ningln tratamiento (11,16-19). Por cada 1000 mujeres
seleccionadas cada dos afios a partir de 50-51 afios hasta 68-69 afos, se estima que se salvan de 7
a 9 vidas, 4 casos se sobrediagnostican, 170 mujeres tienen un falso positivo que les obliga a un
seguimiento con otras pruebas no invasiva y resultado negativo, y 30 mujeres tienen un falso
positivo seguido de procedimientos invasivos con resultado negativo (15). Por tanto, se acepta
que el cribado supone un sobrediagndstico de entre el 10 y el 15% (15). Este articulo abrié un

debate que aun hoy en dia no ha concluido (16,20).

A raiz de esta corriente, se ha planteado la adaptacidon del cribado al riesgo individual de
cada mujer. Pero para poder llevar esto a cabo, deben mejorarse las estrategias para la medicién

del riesgo (20).

Asi, en Europa se estdn desarrollando varios proyectos cuyo objetivo es la deteccidn
precoz personalizada del cancer de mama (estudio ASSURE o Adapting Breast Cancer Screening
Strategy Using Personalised Risk Estimation , el PROCAS en el Reino Unido, el KARMA en Suecia o
el Tailored Breast Screening Trial en Italia) (20). Estos estudios plantean el cribado en funcidn del
riesgo individual de cada mujer de padecer cancer de mama afiadiendo a la mamografia otras
pruebas si son pertinentes. Para valorar el riesgo utilizan determinadas variables (antecedentes,
densidad mamaria, etc.). Asi diferencian cribados fijos de cribados variables, siendo estos ultimos

de mayor eficiencia y con menos efectos adversos.

En Espafia, dentro de la Red de Investigacidn en Servicios Sanitarios de Salud en
Enfermedades Crdnicas, esta en marcha un proyecto (CAMISS) que incluye también el disefio de

herramientas que permitan adaptar el cribado poblacional al riesgo individual de la mujer.
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Por tanto, actualmente, en Espafia, y hasta que estos proyectos sean una realidad, se
continda con el cribado poblacional del cancer de mama mediante mamografia, que se inicié en la

década de los 90.

El Programa de Deteccién Precoz de Cancer de Mama de la Comunidad Valenciana se
puso en funcionamiento en 1992, dirigido a mujeres asintomaticas entre 45 y 65 afios. Desde
2001, y de forma progresiva, se ha ido aumentando la franja de edad hasta los 69 anos para
ajustarse a los estandares de la Red Europea de Cancer de Mama. Actualmente, cuenta con 29
unidades de Prevencion, abarcando en 2011 como poblacién diana a 650.000 mujeres (18). Se
realiza cada dos afos una doble proyeccidn de ambas mamas, craneo-caudal y oblicuo-medio-
lateral. Todas las mamografias son interpretadas segun la clasificacion BIRADS (Breast Imaging

Reporting and Data System) siguiendo una doble lectura (21) (figura 9).

Clasificacion BIRADS

CATEGORIA 0: Se necesitan pruebas adicionales de imagen y/o comparacion con mamografias previas o
proyeccicnes localizadas, magnificadas u otras o ecografia. VPP=13%

CATEGORIA 1: Negativa. Mama normal. Control periddico habitual. VPP=0%

CATEGORIA 2: Hallazgo benigno (fibroadenoma calcificade, lipomas, galactoceles, ).
EIVPP es del 0%.

CATEGORIA 3: Probablemente benigna. Precisacontrol a corto plazo/bicpsia.
Incluye: Nédule salido, circunscrito sin calcificaciones; asimetrias focales; microcalcificaciones
redondeadas o puntiformes ; lezsiones no palpables.

CATEGORIA 4: Anomalia sospechosade malignidad. VPP = 15-30% Esta categoria de divide en:

4A: Baja sospecha de malignidad (masa palpable parcialmente circunscrita que por ecografia
fibroadenoma, quiste complicado palpable o absceso). 5i biopsianegativa,control 6 meses.

4B: Sospecha intermedia de malignidad {masas parcialmente circunscritascon margenes
parcialmente indistinguibles gue resultan fibroadenoma, necrosis grasa o papiloma).

Seguimiento segun la concordancia clinico-radiolagica.

4C: Moderada sospecha de malignidad [(masas maldefinidas, irregulares, sdlidas, y las

calcificaciones pleomarficas de nueva aparicion). 5i biopsia negativa, controla los 6 meses.

CATEGORIA 5: Altamente sugestiva de malignidad. Mas del 95 % de probabilidad de malignidad.
CATEGORIA 6: Malignidad confirmada con biopsia, antes de su tratamiento definido (cirugia, radioterapia,

quimioterapia, hormonoterapia).

Figura 9: Clasificacion BIRADS, 2013, (21).

En los 20 afios de actividad (1992-2012) del programa de Cribado de Cancer de Mama en

la Comunidad Valenciana, la tasa de deteccidn global ha sido del 4,1/1.000 mujeres exploradas.

Asi, se considera un programa consolidado, y goza de buena aceptacién dado los
resultados de los indicadores de participacion y adhesién. Ademas, el programa presenta una
buena precocidad diagndstica medida a través del porcentaje de tumores diagnosticados en

estadios 0y | con valores alrededor del 80% (18).
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En cuanto al diagndstico, la combinacién de mamografia y/o ecografia mamaria,
permanecen como pilares en el diagnéstico del cancer de mama. La mamografia, es el primer
método a utilizar en pacientes mayores de 35 afos con clinica sospechosa de cancer de mama. En
pacientes jovenes menores de 35 aios, la ecografia constituye el estudio inicial. La sensibilidad y
especificidad de la mamografia se sitlan entre un 66,6%-95% y 80-99,7% respectivamente, siendo
para la ecografia de un 82,0% y 99,3% respectivamente. Pero la sensibilidad se puede ver
influenciada por varios factores como la edad (a mayor edad, mejor sensibilidad), la densidad
mamaria (a mayor densidad mamaria peor sensibilidad tanto en mamografia como en ecografia),

o la experiencia del radidlogo (a mayor experiencia mayor sensibilidad) (22).
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Las mamas son un érgano par y glandular que proviene del ectodermo embrionario. Estan
presentes en ambos sexos. En el hombre se mantienen rudimentarias toda la vida, en cambio en
la mujer estdn poco desarrolladas hasta antes de la pubertad, cuando empieza el proceso de

maduracion.

Se sitUan en la parte anterior del torax desde la segunda hasta la sexta costilla, desde el
borde externo del esternén hasta la linea axilar media y pueden extenderse en medida variable
por su cara lateral. Su forma varia segun caracteristicas personales, genéticas y en la misma mujer
de acuerdo a la edad y paridad. El area superexterna de cada glandula se extiende hacia la axila y
se denomina “prolongacién axilar”. La cara profunda de la mama es ligeramente cdncava y se
encuentra en relacion con el musculo pectoral mayor, el serrato anterior y la parte superior del
oblicuo externo del abdomen. La mama esta separada de estos musculos por la aponeurosis
profunda. Entre ambas hay un tejido areolar laxo denominado espacio retromamario, éste
permite que la mama tenga cierta movilidad sobre la aponeurosis profunda que cubre el plano

muscular.

La cara superficial de la mama esta cubierta por piel. El pezdn esta en el centro de un area
oscura llamada areola. En la base del complejo areola-pezdn, se localizan las células
mioepiteliales, rodeadas de fibras musculares radiales que permiten la salida de la leche ante
ciertos estimulos. La areola posee también numerosas glandulas sebaceas de Montgomery, éstas
contienen estructuras histoldgicas similares a la parte glandular de la mama y producen una
secrecidn grasa que lubrica el pezdn y la areola. Bajo esta Ultima, se ubican las dilataciones de los

conductos galactéforos.

El tejido celular subcutdneo rodea la glandula sin que exista una capsula claramente
definida; desde este tejido, se dirigen hacia el interior numerosos tabiques de tejido conectivo

(ligamentos suspensorios de la mama o de Cooper).

La glandula mamaria consta de dos elementos fundamentales histolégicamente hablando
(23): un parénquima glandular formado por alveolos y conductos, y un estroma de soporte,

principalmente tejido adiposo y conectivo.

Asi, el parénquima glandular estad formado por un conjunto de seis a diez I6bulos, cada
uno de los cuales esta dividido en lobulillos que son las unidades funcionales del parénquima

mamario. Cada sistema ductal drena a través de un conducto excretor principal independiente,
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ducto o seno galactéforo. Los conductos galactoforos principales se abren a la piel principalmente

en el pezdn (23), (figura 10).
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Figura 10: Corte sagital de la glandula mamaria (24).

Cada lobulillo a su vez, esta formado por acinos en un nimero de diez a cien, cada cual
con su conducto excretor denominado conducto terminal. Estan rodeados de células
mioepiteliales y capilares sanguineos de singular importancia en el proceso de secrecién y
eyeccion de la leche. Los acinos estan estructurados por células secretoras que producen la leche

y conforman una cavidad a la cual vierten esta secrecion.

El pezdn y la areola estan revestidos por epitelio plano estratificado. El epitelio plano o
escamoso se continda en el orificio del conducto y, mas adelante, se transforma de manera
brusca en epitelio cuboideo de doble capa. Los conductos estan revestidos por epitelio cuboideo
o cilindrico. Por fuera de este epitelio, entre él y la membrana basal, existe una capa de células

mioepiteliales muy ramificadas, que envuelven a los conductos y acinos (23).

El resto de la mama estd compuesto por tejido conjuntivo (coldgeno y elastina) y tejido
adiposo (grasa) proporcionando consistencia y volumen a la mama, ademas de vasos arteriales y
venosos, y nervios. El drenaje linfatico de las mamas se produce fundamentalmente a los ganglios

linfaticos axilares, sin olvidar también los ganglios de la regién de la arteria mamaria interna.
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Después de la pubertad, la mama crece y decrece con cada ciclo menstrual debido a la
influencia hormonal. Tras la ovulacién, y bajo la influencia de los estrégenos y de los niveles cada
vez mayores de progesterona, se incrementa la proliferacién y el nimero de acinos por lobulillo y
aparecen vacuolas en las células epiteliales basales, y se hace prominente el edema del estroma
lobulillar. Tras la menstruacion, y con el descenso de los niveles de estrégenos y progesterona, se
produce la apoptosis de células epiteliales y desaparece el edema del estroma. Pero sélo con el
embarazo, la mama sigue su maduracién morfoldgica y su actividad funcional completa. Se
produce una inversién en la relacidon del estroma con el componente glandular a favor de éste
ultimo. Aparecen en el interior de los acinos vacuolas secretoras; esta secrecién adquiere
caracteristicas especiales y se denomina calostro. Algunos dias después del parto aparece la
verdadera secrecion lactea, la que distiende los alveolos que en ese momento estdn tapizados por
una sola capa de células cilindricas bajas. A medida que aumenta la cantidad de secrecién, las

células se aplanan, desapareciendo los espacios intercelulares o desmosomas (23).

Después de la menopausia, la glandula mamaria se atrofia y los elementos celulares de los
alveolos y conductos degeneran y disminuyen en nimero. A veces, pueden incluso desaparecer,
dejando sdlo conductos con un patréon morfolégico que se asemeja al varén. Sin embargo, en la
mayoria de mujeres queda suficiente estimulacién estrogénica para mantener los vestigios de los

lobulillos que diferencia a la mama femenina de la del hombre.

El estroma interlobulillar radiodenso de la mama joven es sustituido de manera
progresiva con la edad por tejido adiposo radiotransparente. De ahi que, en mujeres jévenes, la

mamografia sea menos sensible (23,25).
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Se conocen bien varios factores de riesgo del cdncer de mama. Sin embargo, son pocos los
casos que realmente podemos atribuirle una causa de riesgo identificable, y por tanto siguen
teniendo poca precisiéon discriminatoria para identificar mujeres de riesgo. En el 88% de las
pacientes, ningun factor de riesgo puede ser determinado, indicando que “todas” las mujeres

deberan ser consideradas de riesgo (12,26), cuadro 1.

Cuadro 1: Factores de Riesgo para el cancer de mama.

Edad Factores Obesidad Area Factores
genéticos geografica hormonales

Sexo Densidad Radiaciones | Factores Factores
mamaria . ambientales | reproductivos

lonizantes

Raza Antecedentes | VPH Estrés Estilos de vida
patologia
mamaria

A continuacién se expondran los principales factores de riesgo:

1.5.1. EDAD

La incidencia de cancer de mama es muy baja por debajo de los 25 afios de edad (menos
de 10 casos por cada 100.000 mujeres/afio). Esto pone de relieve el papel de los estréogenos como
posible factor etioldgico del cancer de mama. El cdncer de mama aumenta con la edad; sin
embargo, la pendiente de crecimiento se ralentiza tras la menopausia debido a la disminucion de
estrogenos. No obstante, la incidencia varia mucho dependiendo de la regién geogréfica tal y
como se ha comentado en la epidemiologia. En paises como Suiza o EEUU, la incidencia sigue

aumentando hasta los 75 afios, mientras que decrece en zonas como Japon (27,28).

1.5.2. SEXO

La variable sexo es uno de los factores de riesgo mds importantes. El cdncer de mama es

100 veces mas frecuente en mujeres que en hombres (28,29).
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1.53. RAZA

Las mujeres de raza blanca tienen mds probabilidad de desarrollar un cdncer de mama.
Gran parte de las diferencias étnicas en las tasas de cancer de mama son atribuibles a factores
asociados con el estilo de vida (ver mas adelante) y acceso a la salud, aunque los factores
genéticos y/o bioldgicos pueden contribuir también. Por ejemplo, el cdncer de mama en mujeres
menores de 40 afios con el inmunofenotipo triple negativo parece ser mas comun entre las
afroamericanas que entre las mujeres de raza blanca (30). No obstante la mayoria de los estudios
estdn realizados en EEUU, en donde actualmente todavia hay desigualdades para acceder al

sistema de salud segun la raza a la que se pertenezca (28,31).

1.5.4. OBESIDAD

Un indice de masa corporal (IMC) 230kg/m” se asocia con un aumento global de la
morbilidad y la mortalidad. Sin embargo, el riesgo de cancer de mama asociado con el IMC parece
depender de la condicion de la menopausia. El aumento de peso a partir de la perimenopausia se
ha asociado, de manera consistente, con un mayor riesgo de cancer de mama. Esto puede
explicarse por los niveles mas altos de estrégenos que resultan de la conversién periférica de los
mismos. En cambio, en las mujeres premenopdusicas un mayor indice de masa corporal se asocia
con un menor riesgo de cancer de mama, quizas debido a los ciclos anovulatorios con niveles

menores de progesterona en las fases finales del ciclo (28,29,32).

1.5.5. FACTORES GENETICOS Y ANTECEDENTES FAMILIARES

Los antecedentes familiares de cancer de mama, multiplican el riesgo por dos (un familiar
de primer grado), o por tres (dos familiares de primer grado). No obstante, no sélo depende del
numero de familiares de primer grado diagnosticados de cancer de mama, sino también la edad
del diagndstico. Asi, si el diagndstico se hace antes de los 30 afios en un familiar de primer grado,
el riesgo de tener cancer de mama se multiplica por 2. Sin embargo, si la edad fue por encima de
los 60 afios, el riesgo se multiplicaria por 1,5. Algunas mutaciones, sobre todo en los genes BRCA1
y BRCA2 se asocian a un riesgo muy elevado de cancer de mama. Estas mutaciones suponen entre

un 5y un 6% del total de los canceres de mama (28,29,33).
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1.5.6. FACTORES OBSTETRICO-GINECOLOGICOS (REPRODUCTIVOS)

Los factores reproductivos, asociados a una exposicion prolongada a estrégenos
endégenos, como una menarquia precoz, una menopausia tardia y una edad avanzada en el

primer parto figuran entre los factores de riesgo mas importantes del cancer de mama (27,34).

1.5.6.1. MENARQUIA

Una menarquia temprana (menos de 13 afios) se ha asociado con un aumento en el riesgo
entre un 10-20% de cédncer de mama, probablemente debido a la exposicidon prolongada del
epitelio de la mama a los estrégenos y progesterona (27). Aquellas mujeres con un retraso de la
menarquia por encima de los 15 afios tienen menos riesgo (16% descenso del riesgo) de

desarrollar cancer de mama con receptores hormonales positivos (28,29,32).

1.5.6.2. MENOPAUSIA

Cada afio de retraso en la menopausia supone un aumento de riesgo de 1.03% (28).

1.5.6.3. NULIPARIDAD

Ser nulipara supone factor de riesgo con respecto aquellas mujeres que han tenido hijos
(riesgo relativo 1,16). Sin embargo, el efecto protector del embarazo no se inicia hasta 10 afios
después del primer parto (28,32). Por otro lado, este factor protector que supone la paridad
aumenta cuando el periodo intergenésico es corto. Tener 3 o mds hijos supone factor protector

(32).

1.5.6.4. EDAD EN LA GESTACION DEL PRIMER HIJO Y EMBARAZO

El embarazo tiene un doble efecto a corto y largo plazo: si bien es cierto que a priori
aumenta el riesgo por el aumento de las hormonas circulantes, después ese riesgo disminuye y se
hace factor protector gracias a la diferenciacidon del tejido mamario que confiere un efecto
protector frente a la carcinogénesis. Se considera que el posible efecto protector que tendria la
gestacion desaparece si la edad del primer hijo es por encima de los 35 afios, asemejandose el
riesgo a las mujeres nuliparas (28). No obstante, hay estudios que la edad limite la sitian en 30

afios (32).

1.5.6.5. LACTANCIA MATERNA

Es un factor protector debido a la maduracidn del tejido mamario que se produce durante

la misma. La lactancia materna se asocia con un menor riesgo de cancer de mama (RR, 0,87 [IC,
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0,77 a 0,98]), sobretodo partir de los 12 meses de lactancia (32). De hecho, en una gran revision
sistematica que incluia datos individuales de 47 estudios epidemioldgicos, se estimd que por cada
12 meses de lactancia materna, habia una reduccién del 4,3% en el riesgo relativo de cdncer de
mama. Un mecanismo postulado para el efecto protector de la lactancia materna es que puede

retrasar el restablecimiento de los ciclos ovulatorios (28,35).

1.5.7. FACTORES HORMONALES

1.5.7.1. NIVELES HORMONALES DE ESTROGENOS

Los niveles altos de estrogenos enddgenos aumentan el riesgo de cancer de mama
(receptores hormonales positivos) en mujeres tanto premenopausicas (sobre todo en fase lutea),

como postmenopdusicas (28).

1.5.7.2. ANTICONCEPTIVOS HORMONALES

Los estudios actuales no pueden concluir que la toma de anticonceptivos orales aumente
el riesgo de cancer de mama (28,36,37). Si bien es cierto que, en aquellos estudios donde se ha
visto que si que aumentaba el riesgo, éste desaparecia a partir de los 10 afios de su cese (38). El
factor de riesgo mas importante parece ser el uso prolongado de anticonceptivos hormonales en
mujeres jovenes antes del primer embarazo a término, dado que las hormonas actuarian sobre un
tejido mamario menos diferenciado (37). Por otro lado, los anticonceptivos reducen el riesgo de
presentar enfermedad benigna de la mama (mastopatia fibroquistica, fibroadenomas, etc.), y este

efecto persiste tras los siete afios de empleo (39).

1.5.7.3. TERAPIA HORMONAL

Aumenta el riesgo de cancer de mama en general. El estudio Women's Health Initiative
(WHI), en el que se administré 0,625 mgr de estrégenos conjugados equinos y 2,5 mgr de acetato
de medroxiprogesterona al dia, fue suspendido a los 5,2 afios de seguimiento por un exceso de 8
canceres de mama por cada 10.000 mujeres/afio. Sin embargo, la rama en la que Unicamente se
utilizé estrégenos, no registré incrementos del riesgo relativo de cancer de mama (40). Ademas,
parece que si su uso ha sido durante menos de 3 afos, el riesgo no es estadisticamente
significativo (40). Este riesgo, que desaparece tras 5 afios del cese de la toma, depende de si la
toma fue de sélo estrégenos (incremento del 10%) o combinado con gestagenos (se incrementa

un 30%) (27,28). Por ultimo, el riesgo parece que es mayor si se inicia la toma en los primeros
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afios tras la menopausia que si se inicia después de 5 afos, por lo que el inicio de la toma de la

terapia hormonal sustitutiva, desde este punto de vista, es controvertido.

1.5.7.4. OOFORECTOMIA

Por otro lado, las mujeres sometidas a una ooforectomia bilateral antes de los 45 aios
tienen una disminucién del riesgo de padecer cdncer de mama comparado con las que tienen una

menopausia natural a partir de los 50 afios (27).

1.5.7.5. OTROS NIVELES HORMONALES

Algunos estudios sugieren que la elevacién de andrégenos incrementa el riesgo de cancer
de mama tanto en mujeres premenopdusicas como en postmenopadusicas. Lo que no es del todo
concluyente es si este aumento del riesgo es especifico para aquellos canceres receptores
hormonales positivos (28). Por otro lado, niveles elevados de insulina también se consideran

factor de riesgo (28).

1.5.8.  ESTILOS DE VIDA

Actualmente, debido a los cambios que se estdn produciendo en nuestra sociedad
(aumento del sedentarismo y de la obesidad), las recomendaciones sobre el control del peso, la
realizacion de ejercicio fisico y la reduccién del consumo de alcohol, son cada vez mds necesarias

ya que se ha demostrado que suponen factor de riesgo para determinados tipos de cancer.

1.5.8.1. ALCOHOL

Algunos estudios revelaron que el riesgo de cdncer de mama aumenta en relacién con la
cantidad de alcohol que consume una mujer y que esta relacion es dosis dependiente (el consumo
de alcohol incrementa la circulacién de estrégenos) (41). En 2013, un metaandlisis de 110
estudios epidemioldgicos mostrd una pequena pero significativa asociacién entre el cancer de
mama y la ingesta de alcohol (RR 1,05; IC del 95%: 1.2 a 1.8)(42). Este riesgo se potencia con la

toma de terapia hormonal (28).

1.5.8.2. TABACO

De sobra es conocida su toxicidad y efectos nocivos sobre la salud. Medir esta variable en
el cancer de mama se complica por la influencia que tiene éste en los estrogenos enddgenos.

Aunque hay estudios con resultados dispares, se puede concluir que el tabaco incrementa el
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riesgo de cancer de mama. Ademds, se ha relacionado con un aumento mayor del riesgo si se

inicia el habito tabaquico antes del primer hijo e incluso de la menarquia (28).

1.5.8.3. TURNO LABORAL NOCTURNO

Varios estudios sugieren que trabajar en turno nocturno puede aumentar el riesgo de
cancer en general y, de mama en particular. Esta asociacion puede estar relacionada con la
exposicién a la luz nocturna, lo que da lugar a la supresién de la produccién nocturna de
melatonina por la glandula pineal. La evidencia para apoyar esto, viene de la constatacién de que
los niveles bajos de 6-sulfatoximelatonina (el principal metabolito de la melatonina) estan

asociados con un mayor riesgo de cancer de mama (28).

1.5.8.4. DIETA

Existe una fuerte correlacién entre el total de calorias y grasas ingeridas, y la mortalidad
por cancer de mama tanto en paises con alta como con baja incidencia. La ingesta de grasas
influye en el metabolismo estrogénico y por tanto en los niveles de estrégenos en sangre (43).
Algunos autores sugieren que el cambio en el patrén dietético, combinado con los cambios en los
patrones de fertilidad, hace que aumente la incidencia de cancer de mama en aquellas
poblaciones que migran a paises con alto riesgo para el mismo. Pero esto no justificaria en
realidad todo el incremento de la incidencia. El GEICAM (Grupo para el Estudio y la Investigacion
en Cancer de Mama) en su estudio de patrones de conducta de Epi-GEICAM (44) afirma que la
adherencia al patron occidental se asocia con un mayor riesgo de cadncer de mamay, sin embargo,
una dieta mediterrdnea supondria un factor protector para el mismo. La justificacién de que las
dietas ricas en fibra previenen la aparicion del cancer de mama es que, por un lado tienen menos
aporte caldrico y por otro, favorece la eliminacidn via fecal de los estrégenos conjugados en el

higado (45).

Dentro de este apartado, y relacionado con el subapartado anterior, cabe mencionar que
algunos estudios proponen la altura como factor de riesgo para el cancer de mama. El mecanismo
subyacente a esta asociacion se desconoce, pero puede reflejar la influencia del estado
nutricional, y por tanto, la dieta que haya tenido esa persona durante la infancia y la pubertad

(28,29). También se ha propuesto el alto peso al nacimiento como factor de riesgo (41).

Existen otros factores como la actividad fisica. Sin embargo, se puede concluir que la
actividad fisica protege a través de la disminuciéon del peso, la reduccidn de estrégenos en sangre

y de la insulina.

58



INTRODUCCION: Factores de riesgo

1.5.9. DENSIDAD MAMARIA

La densidad mamografica se define como la razdn existente entre el parénquima mamario
y la grasa radiolucida adyacente. Los estudios epidemiolégicos, aunque heterogéneos, evidencian
gue la presencia de una proporcién de tejido glandular por encima del 75% se asocia a un mayor
riesgo relativo (multiplicado por cuatro o cinco) de cancer de mama (28,46), por lo que situa este

factor como de alto riesgo relativo.

Ademads, hay que resaltar que el problema de densidad mamografica no es sélo el
aumento del riesgo de cdncer de mama, sino una marcada disminucion de la sensibilidad de la
mamografia. Esto deberia hacer reflexionar a los responsables de los programas de cribado para
intentar “personalizar” los mismos en funcién de la densidad mamaria tal y como se ha sefialado
en el punto de Diagndstico Precoz (28). De hecho, Nelson y colaboradores (32), sugieren que
aquellas mujeres entre 40 y 49 afos con alta densidad mamaria y antecedentes familiares de
primer grado con cancer de mama deben tener un cribado mamografico personalizado, ya que el
riesgo de padecer cdncer de mama se multiplica por 2 en comparacién con poblaciéon sin alta

densidad mamaria (29).

La densidad mamaria es inversamente proporcional a la edad, siendo las pacientes de
mayor densidad mamaria las que tienen un riesgo mads elevado de padecer cancer de mama a la

vez que menor sensibilidad mamografica en el diagndstico (47,48).

1.5.10. HISTORIA PREVIA DE PATOLOGIA MAMARIA

El antecedente personal de cancer de mama, sea in situ sea infiltrante, aumenta el riesgo

de cancer de mama contralateral (28,29).

Las lesiones benignas de la mama se pueden clasificar en tres grupos de riesgo (cuadro 2):
las lesiones proliferativas con atipia tienen un riesgo relativo (RR) de 4-5 para desarrollar un
cancer de mama, las lesiones proliferativas sin atipia tienen un RR de 1,5-2 y las lesiones benignas

de tipo no proliferativo no estan asociadas con un aumento de riesgo de cancer de mama (49,50).

Como ya se ha comentado previamente, el uso de anticonceptivos hormonales disminuye
la incidencia de patologia benigna. No obstante, esto no ocurre si se trata de hiperplasia con
atipia, en donde incluso el riesgo esta incrementado debido a que los gestdgenos actlan
probablemente como agente antiproliferativo en células normales pero como agente mitético

sobre células andmalas (37).
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La hiperplasia ductal atipica muestra un lapso de tiempo entre la biopsia y el carcinoma
infiltrante de 8-12 afios como promedio. Otro dato importante es que los riesgos relativos no son
constantes a lo largo de la vida de la mujer, siendo el riesgo mayor en los diez afios siguientes al
diagnéstico, pero si transcurridos los mismos no han desarrollado cancer infiltrante, su riesgo
relativo se reduce a la mitad. Es por ello, que deben existir cofactores que contribuyan a su

desarrollo todavia no conocidos (51).

Cuadro 2: Lesiones benignas de la mama.

Cambios fibroadenomatosos  Necrosis grasa Mastitis
NO
Cambios papilares apocrinos  Galactocele Quistes
PROLIFERATIVAS
Fibroadenomas simples Harmatoma Lipoma
Lesiones esclerosantes Adenoma Cicatriz Radial
PROLIFERATIVAS
Fibroadenoma complejo Hiperplasia sin atipias  Fillodes

SIN ATIPIA
Papiloma intraductal

PROLIFERATIVAS
Hiperplasia ductal con atipias  Hiperplasia lobulillar con atipias
CON ATIPIA

1.5.11. RADIACIONES IONIZANTES

La exposicion a radiaciones ionizantes en el tdrax, como sucede tras el tratamiento de una
enfermedad Hodgkin o tras un accidente de una central nuclear, incrementa el riesgo de cancer
de mama. La edad de mayor vulnerabilidad se situa en la etapa prepuberal, entre los 10 y 14 afios.
Por encima de los 45 aios, no parece que la exposicidn a radiaciones ionizantes aumente el riesgo

(28,33).

1.5.12. AREA GEOGRAFICA

Tal y como se ha expuesto en el apartado de epidemiologia, se han encontrado
diferencias significativas (de 5 a 10 veces) en incidencia y mortalidad de una a otra region del

mundo. Estas diferencias se hacen ain mas profundas después de la menopausia.

La gran variacién de la incidencia de cancer de mama entre las diferentes regiones del
mundo puede atribuirse a las diferencias genéticas entre poblaciones y a las diferencias en el
estilo de vida, factores reproductivos y exposicion ambiental. Los estudios sobre inmigrantes han

demostrado que la incidencia de cancer de mama aumenta en mujeres que se trasladan de una
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zona de baja a una de alta incidencia (como Estados Unidos o paises occidentales) incluso este

riesgo se trasmite a las dos generaciones posteriores (27-29,34,43).

1.5.13. FACTORES AMBIENTALES

La exposicion a estrégenos en el ambiente, por ejemplo, las hormonas presentes en la
carne o los pesticidas organoclorados, los cuales producen sustancias similares al estrégeno
cuando son absorbidos por el cuerpo, suponen una manera de incrementar los estrégenos

corporales (28).

1.5.14. ESTRES

Ya en 1994 se describio el estrés (52) como factor fundamental que afecta al crecimiento
de un tumor, junto con la personalidad de un individuo y el apoyo psicosocial disponible a su

alrededor.

1.5.15. VPH

Finalmente, en la revisidn realizada se citan ciertos virus como factores que estdn
presentes en el epitelio tumoral de la mama, sin determinar claramente que estos sean factores
causales de esta enfermedad. Entre ellos, encontramos al virus del papiloma humano (VPH) (53-
60). Ha sido tal la polémica sobre lo que representaria la presencia de infeccién por VPH en el
cancer de mama que, recientemente, ya se puede leer un meta-analisis donde la mayoria de los
articulos concluyen que la presencia de ADN del VPH esta presente de manera significativa en las
piezas de cancer mamario y que son necesarios estudios mas sdlidos que corroboren esta

impresién (53,55,60). Este punto se desarrollara en el apartado Justificacion.
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La mayor parte de los tumores de mama son de origen epitelial. Estos son un grupo
heterogéneo de lesiones que se distinguen por sus caracteristicas microscdpicas y su

comportamiento bioldgico.

La clasificacion histopatoldgica que se utiliza en el cancer de mama es la de la OMS, 42
edicion, 2012 (4). Es una actualizacién de la tercera edicién que se publicéd en 2003, ya que desde
entonces ha habido muchos progresos en la patologia y biologia molecular en el cancer de mama.
Cubre todas las lesiones neoplasicas y preneoplésicas de la mama (cuadro 3). En esta clasificacion,
se incorporan, junto a la clasificacién tumoral tradicional, datos moleculares y genéticos,
abarcando no sélo los canceres infiltrantes, sino también las lesiones precursoras, las lesiones
benignas de bajo potencial maligno, las proliferaciones epiteliales, fibroepitelial, mioepiteliales y

neoplasias mesenquimales, entre otras.

1.6.1. CARCINOMA INFILTRANTE DE TIPO NO ESPECIAL (NST)

Anteriormente conocido como carcinoma ductal infiltrante o carcinoma no especifico
(NOS). Este grupo comprende todos los tumores de mama sin las caracteristicas diferenciadoras
especificas que caracterizan las otras categorias de los canceres de mama. En realidad, la
definicidn del 2012 es similar a la del 2003, la Unica diferencia es que se ha omitido en el nombre
la palabra “ductal”. No obstante se sigue aceptando la anterior terminologia aunque se prefiere la

actual (61).
Es el mas frecuente, supone el 70-80% de todas las neoplasias malignas de la mama (62).

Histolégicamente, estos tumores pueden presentar un incremento importante del
estroma denso, lo que le da una consistencia dura (carcinoma escirro). Estos tumores suelen
presentarse como nédulos duros, irregulares y ocasionalmente bien delimitados, y a la palpacidn
pueden infiltrar estructuras adyacentes como la fijacién a la pared costal o retraccién de la piel
(23). Se dividen en tres grados siguiendo el método mas aceptado de Scarf-Bloom y Richardson
modificado por Elston-Ellis, que combina la arquitectura, atipia nuclear e indice mitdtico,
permitiendo su clasificacién en bien diferenciado (grado 1), moderadamente diferenciado (grado

2) y mal diferenciado (o grado 3) (62).
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Cuadro 3: Clasificacion anatomopatoldgica del cdncer de mama, sin incluir microinvasion ni lesiones

premalignas) (4,61).

Type o PT=—
Invasive carcimoma of o special tvpe (MST)H A500E

Fleomarphic carcnoma REXNE

Carcinoma with osteoclast=like stromal giant cells B{I55E

Carcinoma with choromreinomatoes features

Carcinoma with melanotic features
Invasive lobular carcnoma b

Clasxic lobaslar carcinoma

Solid Iobular carcinoma

Alveolar lobular carcinoma

Fleomarphic lobular carcinoma

Tubulolobular carcimoma

Mixed kobular carcinoma
Tubular carcimoma B21173
Cribriform carcinoma B2013
Mucinous carcimoma BARWE
Carcinoma with medullary feabares

Medullary carcimoma A510M3

Arypical medullary cardnoma B51H3

Invasive carcimoma MET with medullary features R500V3
Carcinoma with apocrine differemtiation
Carcinoma with signet-ring=cell differendiarion
Imvasive micropapillary carcinomas REOTVE
Melaplasiic carcimoma of moe special pype RIS

Low=grade adencaquamaus carcinoma A5TVE

Fibromatosis-like metaplastic carcinnma RETHE

mavis ol carcinoma BOMS

Spmdle cell carcimoma BOEHE

Metaplastic cardnoma witlh mesenchymal

differentiation

Chomdroid differentiation BT
Uxenus differentiation BT
Cther types of mesenchymal differentiation RIS

Mixed metaplastic carcinoma H5T55

Myceepithelial carcimooma RORHE
Epidhe il raovers
Adenvmyaepitheb with carcnoma RORHE
Adennid cystic carcinmma H2DE
Kare tvpes
Carcinoma with newrosendocrine features

Meurcendocrine temor, well-differeniaed HIan)E

Neurcendocrine carcinoma poarly differentiated B0a13

(small cell carcinoma)

Carcinoma with newroendooring differentiation BET4S
Seretry CarCiniHT ASINE
Invasive papallary carcimoma RSO3
Arinic cell carcinoma BSOS
Mucoepid ermaid carcinoma B4EWE
Palymarpheous carcinoma RE25E
Uimoncyise carcimoms H2O0NE
Lipad-rich carcinoma BE1443
Gilycogens=rich clear cell carcimoma RIE153
Sebacenus carcinmms R41003
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1.6.2. CARCINOMA INFILTRANTE DE TIPO ESPECIAL

Los subtipos “especiales” mas comunes incluyen lobulillar infiltrante, tubular, cribiforme,
metapldsico, apocrino, mucinoso, papilar, y el carcinoma micropapilar, asi como el carcinoma
infiltrante medular, o el neuroendocrino, entre otros. Estos tipos de tumores especiales se
definen no sdlo por su morfologia, sino también estdn vinculados a una clinica, una epidemiologia
y unas caracteristicas moleculares especificas. Algunas caracteristicas de los mas significativos se

describen a continuacion.

El 76% de los carcinomas lobulillares infiltrantes son habitualmente de grado Il. Se acepta
gue hasta un 15% expresan E-cadherina aberrante (expresidn discontinua de membrana) o son
focalmente positivos como el subtipo tubulo-lobulillar, por lo que este parametro debe
interpretarse con cautela para diferenciar estos tumores de los carcinomas infiltrantes de tipo no

especial (61).

Los carcinomas infiltrantes tubulares y los cribriformes suelen ser de bajo grado y de
prondstico favorable. Los papilares suelen ser luminales. Los carcinomas infiltrantes apocrinos
suelen tener receptores de estrégeno y progesterona negativos, sin embargo expresan receptores

de andrdgenos y ocasionalmente HER2 (human epidermal growth factor reception 2).

Los carcinomas infiltrantes medulares se dan en mujeres mads jovenes que la media de
edad del cdncer de mama y suelen ser de alto grado. También son mas frecuentes en las
portadoras de la mutacién del gen BRCA 1/2. El prondstico de estas pacientes es relativamente
bueno y se ha atribuido en parte, a la presencia de un infiltrado linfocitario prominente,

especialmente linfocitos T reguladores (61).

Por ultimo, los carcinomas infiltrantes metaplasicos, suelen ser escamosos con elementos
mesenquimales, de alto grado y tipicamente no expresan receptores hormonales, y si marcadores
de células basales (citoqueratinas 5/6, EGFR, c-KIT) siendo de peor prondstico que otros triple

negativos (61,62).

1.6.3.  LESIONES PRECURSORAS DEL CANCER DE MAMA

Por otro lado, la nueva clasificaciéon de la OMS divide el resto de lesiones de la mama en:
lesiones precursoras, lesiones intraductales proliferativas y lesiones papilares (cuadro 4). Sélo se
comentardn las primeras de ellas. Como lesiones precursoras del cdncer de mama aparece en

carcinoma ductal in situ y la neoplasia lobulillar (4).
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Cuadro 4: Lesiones precursoras, lesiones intraductales proliferativas y lesiones papilares.

Type Classification

Precursor lesions
Ductal carcinoma in situ 850042
Lobular neoplasia
Lobular carcinoma in situ
Classic lobular carcinoma in situ B520v2
Pleomorphic lobular carcinoma in situ B519/2%
Atypical lobular hyperplasia
Intraductal proliferative lesions
Usual ductal hyperplasia
Columnar cell lesions including flat epithelial atypia
Atypical ductal hyperplasia
Papillary lesions

Intraductal papilloma 850310
Intraductal papilloma with atypical hyperplasia ~ 8503/0
Intraductal papilloma with ductal carcinoma 850372

in situ
Intraductal papilloma with lobular carcinoma B520v2
in situ

Intraductal papillary carcinoma 850312

Encapsulated papillary carcinoma 850442

Encapsulated papillary carcinoma with invasion  8504/3
Solid papillary carcinoma

In situ B509/2

Invasive 85093

La neoplasia lobulillar a su vez, se divide en carcinoma lobulillar in situ e hiperplasia
lobulillar atipica; no obstante, el CLIS tiene un riesgo significativamente mayor de transformarse

en carcinoma infiltrante que la hiperplasia lobulillar atipica.

El carcinoma ductal in situ (CDIS) abarca un grupo heterogéneo de lesiones que se
caracterizan por la proliferacion de las células epiteliales malignas que no han invadido la
membrana basal. Existen varias clasificaciones atendiendo a sus caracteristicas morfoldgicas (63).
Asi, se pueden clasificar segin su patron de crecimiento, su grado nuclear (bajo grado, grado

intermedio y alto grado), y la necrosis (presencia o ausencia).

Segln su patrén de crecimiento, el CDIS se divide en cinco tipos principales (23,62):
comedocarcinoma, cribiforme, micropapilar, papilar y el sélido. Cabe destacar que el tipo
comedocarcinoma se caracteriza por la necrosis central del cumulo celular asociando
frecuentemente calcificaciones (mamograficamente son lineales y ramificadas). La actividad
mitdtica puede ser prominente, y suele asociarse mas a menudo con la invasién precoz del
estroma (carcinoma microinfiltrante), a la vez que supone un fuerte predictor del riesgo de

recidiva en la mama ipsilateral después del tratamiento.
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El sistema de estadificacion TNM del cancer de mama es un sistema internacional
aceptado que atiende al tamano el tumor (T), la afectacidn ganglionar (N) y la presencia o no de
metadstasis a distancia (M). Permite determinar el estadio de la enfermedad, que es una medida

de la extensién de la misma, utilizada para determinar el prondstico y guiar el manejo (64-66):

1.7.1. TAMANO DEL TUMOR (T)

La clasificacion del tumor primario T es la misma ya sea clinica (c) o anatomopatoldgica
(p). Se debe ademds redondear el milimetro al limite mas cercano. En general, la medicidn

anatomopatoldgica debe prevalecer.

Pueden existir multiples carcinomas ipsilaterales multicéntricos, ya sea en el mismo

cuadrante o en diferentes, la T se basara en el mas grande, y no la suma, de estos (cuadro 5).

Cuadro 5: Sistema de clasificacion T para el cancer de mama segun ESMO Clinical Practice Guidelines for
diagnosis treatment and follow-up, 2013 (64).

X No se puede evaluar el tumor primario.

TO No hay evidencia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ (CDIS/CLIS).

Tis Enfermedad de Paget del pezén que NO estd relacionada con el carcinoma infiltrante/ in situ

(Paget) en el parénquima mamario subyacente. Los carcinomas infiltrantes relacionados con el
Paget se clasifican segun el estadio del infiltrante, sefialando la existencia de la enfermedad
de Paget.

T1 El tumor mide <20 mm en su mayor dimension.

Timi  El tumor mide £1 mm en su mayor dimension.

Tla Eltumor mide >1 mm, pero <5 mm en su mayor dimension.

Tlb  El tumor mide >5 mm, pero <10 mm en su mayor dimension.

Tlc Eltumor mide >10 mm, pero £20 mm en su mayor dimension.

T2 El tumor mide >20 mm, pero <50 mm en su mayor dimension.
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Continuacion cuadro 5

T3 El tumor mide >50 mm en su mayor dimension.
T4 El tumor es de cualquier tamafio con extension directa a la pared tordcica o piel (ulceracion
o nodulos cutaneos). La invasion de la dermis por si sola no se califica como T4.
T4a  Extension a pared toracica sin incluir adherencia o invasion en musculos pectorales.
T4b  Ulceracién y/o nédulos satélites ipsilaterales y/o edema (incluida piel de naranja), pero no
criterio de carcinoma inflamatorio.
T4c  Ambos: T4ay T4b.
T4d  Carcinoma inflamatorio: eritema difuso y edema (piel de naranja) incluyendo 1/3 piel de la

mama. Con frecuencia existe invasion dermolinfatica.

1.7.2. AFECTACION GANGLIONAR (N)

Cuadro 6:

Sistema de clasificacion Nc y Np para el cancer de mama seguin ESMO Clinical Practice

Guidelines for diagnosis treatment and follow-up, 2013 (64).

Nc(Clinico)
X No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (por ejemplo, extirpacion previa).
0 No hay metdstasis regional a los ganglios linfaticos.
1 Metdstasis ipsilateral niveles | o Il.
Ganglios axilares afectos/metastasicos (fijos o duros) clinicamente ipsilaterales niveles | o Il o
2 ganglios mamarios internos ipsilaterales clinicamente afectos (metastasis) en ausencia de
afectacidn axilar clinicamente manifiesta.
2a Metastasis ipsilateral niveles | o Il en los ganglios linfaticos axilares (fijos).
2b  Ganglios mamarios internos ipsilaterales clinicamente afectos (metastasis) en ausencia de
afectacidn axilar clinicamente manifiesta.
Metdstasis en ganglios infraclaviculares ipsilaterales (nivel Ill axilar) con/sin compromiso de los
3 ganglios linfaticos axilares niveles I/Il o con o sin afectacién ganglios mamaria interna; o
afectacion ganglios linfaticos mamarios ipsilaterales internos con afectacidn axilar niveles I/II.
3a Metdstasis/afectacion en ganglios infraclaviculares ipsilaterales.
3b  Metastasis/afectacion en ganglios mamaria interna ipsilateral y ganglios axilares.
3c  Metastasis/afectacidn en ganglios supraclaviculares ipsilaterales.
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Continuacion cuadro 6

pN (patoldgica)

pNx

No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales (por ejemplo, por reseccién
previa).

pNO

No se identificd metdstasis en los ganglios linfaticos regionales por medios histolégicos.

Nota: las células tumorales aisladas (CTA) se definen como pequefios grupos de células <0,2 mm, de
células tumorales simples o una aglomeracién de <200 células en una seccion trasversal simple. Las
CTA se pueden ubicar mediante pruebas histoldgicas de rutina o métodos IHQ. Los ganglios que solo
contienen CTA se excluyen del recuento total de ganglios positivos para el proceso de clasificacién N,
pero se deben incluir en el nimero total de ganglios evaluados.

pNO(i-) No hay metdstasis en los ganglios linfaticos regionales ni histolégicamente ni por IHQ.
pNO(i+) Células malignas <0.2 mm (detectadas mediante hematoxilina y eosina, o IHQ,
incluyendo CTA).
pNO(mol-) No metastasis ganglionar histoldgica, o RT-PCR hallazgos moleculares negativos.
pNO(mol+) Hallazgos moleculares positivos (RT-PCR), pero no se detectd metastasis en los ganglios
linfaticos regionales mediante pruebas histolégicas o IHQ.
pN1 Micrometdstasis; o Metéstasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares, y/o metdstasis en
ganglios de la mamaria interna con metastasis diagnosticada con ganglio centinela (GC)
sin deteccion clinica.
pNimi Micrometastasis (>0,2 mm o >200 células, pero ninguna >2 mm).
pNla  Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos axilares, y al menos una >2 mm.
pNlb  Metastasis en los ganglios de la mamaria interna con micro/macrometastasis
detectadas mediante biopsia de GC sin deteccion clinica o radioldgica.
pNlc Metdstasis 1 a 3 ganglios axilares y en ganglios de la mamaria interna con
micro/macrometdstasis detectadas mediante biopsia de ganglio linfatico, pero sin
deteccidn clinica o radioldgica.
pN2 Metastasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares; o en los ganglios de la mamaria interna
detectados clinica o radiolégicamente en ausencia de metdstasis en ganglios axilares.
pN2a  Metdstasis en 4 a 9 ganglios linfaticos axilares (al menos uno >2 mm).
oN2b Metastasis en los ganglios de la mamaria interna detectados clinicamente en

ausencia de metastasis en los ganglios linfaticos axilares.
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Continuacién cuadro 6

pN3

Metdstasis en 210 ganglios linfaticos axilares; o en ganglios de nivel Il
(infraclaviculares); o afectacion en los ganglios linfaticos de la mamaria interna
ipsilaterales detectados clinica o radiolégicamente en presencia de >1 ganglio linfatico
axilar positivo de los niveles | o Il; o Metdstasis en >3 ganglios axilares y ganglios de la
mamaria interna con micro/macrometastasis detectadas mediante biopsia de GC pero
sin deteccién clinica o radiolégica; o afectacidn de los ganglios ipsilaterales
supraclaviculares.

pN3a

Metdstasis en 210 ganglios axilares, al menos uno >2mm; o metdstasis en los ganglios
infraclaviculares (nivel Il1).

pN3b

Metastasis en ganglios de la mamaria interna detectados clinica o
radioldgicamente en presencia de 1 o mas ganglios axilares positivos; o Metdstasis en
>3 ganglios axilares y en ganglios de la mamaria interna con micro/macrometastasis
detectadas mediante biopsia de ganglio centinela, pero sin deteccion clinica.

pN3c

Metastasis en ganglios linfaticos supraclaviculares ipsilaterales.

La clasificacion que se fundamente en la biopsia selectiva del ganglio centinela se resefia como “sn”, por

ejemplo pNO(sn).

1.7.3.

METASTASIS A DISTANCIA (M)

Cuadro 7: Sistema de clasificacion M para el cancer de mama segun ESMO Clinical Practice Guidelines for
diagnosis treatment and follow-up, 2013 (64).

MO

No hay prueba clinica ni radiografica de metdstasis a distancia.

cMO(i+)

No hay prueba clinica ni radiografica de metdstasis a distancia, pero si detecciéon de
depodsitos de células tumorales moleculares o microscopicas en la sangre circulante,
médula ésea u otros tejidos ganglionares que no son regionales de <0.2 mm en pacientes
sin signos ni sintomas de metastasis.

M1

Hay metdstasis a distancia segln lo determinan medios clinicos o radiograficos cldsicos o
se comprueba por medios histolégicos que es >0,2mm.

yc o ypTNM: Esta nomenclatura se utiliza para los casos de terapia neoadyuvante. T y N se clasifican

utilizando las mismas categorias que en la estadificacion clinica o patoldgica de la enfermedad, y los

resultados se registran con el prefijo apropiado (ycT, ycN, ypT, ypN).
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1.7.4.  ESTADIFICACION:

Cuadro 8: Estadios tumorales en el cancer de mama (64).

0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB TO N1mi MO

T1 N1mi MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
B 74 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
IC ANY N3 MO
IV ANY ANY M1

Si un paciente tiene M1, se considera estadio |V, independientemente de la respuesta neoadyuvante.
T1:incluye T1mi
MO: incluye MO(i+).
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Actualmente las pautas del tratamiento en el cincer de mama se basan en las
caracteristicas tumorales o biomarcadores, también llamados factores prondsticos y predictivos
del cancer de mama (67). El factor prondstico es capaz de proporcionar informacion sobre el
resultado clinico en el momento del diagndstico, independientemente de la terapia y por tanto,
se asocia con una determinada supervivencia, global o libre de enfermedad, en ausencia de
tratamiento adyuvante (68-70). Tales marcadores son generalmente indicadores de crecimiento,

invasion y el potencial metastasico, y por lo tanto, reflejan la agresividad inherente del cancer.

Por otra parte, un factor predictivo es capaz de proporcionar informacion sobre la
probabilidad de respuesta a un tratamiento determinado. Tales marcadores suelen ser la diana

terapéutica (69,70).

Aunque existen factores prondstico y predictivos por separado, es cierto que muchos
factores son ambos a la vez, prondstico y predictivo, por ejemplo, la presencia de la
sobreexpresion del factor de crecimiento epidérmico-2 receptor humano (HER2) o los receptores

hormonales.

Estos factores cobran especial importancia en los tumores en estadios tempranos,
permitiendo ajustar el tratamiento, de tal forma que no se trate en exceso a pacientes que no se
beneficiaran del tratamiento adyuvante con quimioterapia, sin dejar escapar aquellos que, de no

tratarse, tendran una recaida (71).

Asi, son muchos los factores prondsticos y predictivos potenciales en el cdncer de mamay
su numero aumenta continuamente. Las aportaciones a este incremento de las “nuevas
tecnologias” para el estudio de la biologia del tumor y el conocimiento del genoma humano han
sido fundamentales. Pese a ello, sdlo una pequeia proporcidn de los marcadores son, en ultima

instancia, de utilidad clinica. A continuacidn se exponen los mas relevantes (cuadro 9).
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Cuadro 9: Factores prondstico y predictivos en el cancer de mama.

Factores Pronodstico

Edad Marcadores tisulares
Factores tumorales RE
" RP

Tamano g

Estado ganglionar HER2
Tipo histoldgico Marcadores de proliferacion
Grado histoldgico [ celular

Metdstasis Kie7
Invasion linfovascular p53
Otros

CTC

Subtipos intrinsecos/

Sistemas de evaluacion de riesgo L
Perfile génicos

Factores Predictivos

indice de recidiva RE HER2

1.8.1. FACTORES PRONOSTICO

Un marcador prondstico debe demostrar tres caracteristicas para ser de uso clinico (69):

+ Validez analitica: Se refiere a los aspectos técnicos de la prueba, incluyendo la
precision, reproducibilidad y la fiabilidad.

+ Validez clinica: es la capacidad de un factor para separar una poblacién de interés
en dos o mds subgrupos que difieren en los resultados bioldgicos o clinicos.

+ Utilidad clinica: implica que un factor es util para el tratamiento del paciente. Un
factor demuestra que tiene una utilidad clinica relevante cuando existen

diferencias significativas entre usarlo y no usarlo.

Los factores prondstico los podemos dividir en: edad y raza, factores tumorales,
marcadores tisulares, marcadores de proliferacion celular, células tumorales circulantes (CTCs), y
marcadores de expresidn génica (69,71-73).

1.8.1.1.EDAD Y RAZA

Las mujeres menores de 35 afos se asocia a peor prondstico (69,74,75). Sin embargo,

existen diferencias en el impacto de la edad entre los subtipos de cancer de mama. Por ejemplo,

para las pacientes que tiene cancer de mama HER2 positivo, la edad no estd asociada con recaida

temprana o con supervivencia, ya sea con o sin tratamiento con trastuzumab (76).
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En cuanto a la raza, existen disparidades en los resultados. Aunque las mujeres negras
tienen una menor incidencia de cancer de mama en comparacién con las mujeres blancas, en los
Estados Unidos su mortalidad es mayor. Ademas, algunos estudios sefialan que las mujeres

afroamericanas son mas frecuentemente diagnosticadas del subtipo basal (30).

1.8.1.2. FACTORES TUMORALES
l.  TAMANO TUMORAL

El tamafio tumoral (mayor diametro del tumor primario) es un potente factor prondstico
del comportamiento de esta enfermedad (69), teniendo una relacién lineal (74,75). Ademas, se
correlaciona con la afectacidon ganglionar, pero el valor prondéstico de los dos factores es
independiente. En los tumores triple negativo, la correlacién del tamafio del tumor con el estatus
ganglionar y con el prondstico es mucho mas débil (77). En una cohorte de 24.740 pacientes en el
estudio Surveillance Epidemiology and End Research (SEER) (78), las tasas de supervivencia de
cancer de mama a 5 afios oscilaron entre el 91% para T <2 cm, al 80% para T 2-5cmy 63% para T

>5cm.
ll. AFECTACION GANGLIONAR

La afectacidén axilar y el niumero de ganglios axilares metastatizados es uno de los
principales factores prondsticos. Durante afios, la presencia o no de afectacidn axilar ha sido el
punto de separacion entre administrar un tratamiento mas agresivo o no, dado que es un factor
muy importante a la hora de predecir la supervivencia global y libre de enfermedad (79). Sin
embargo, hoy en dia, teniendo por supuesto en cuenta la afectacidon ganglionar, es también el

perfil bioldgico el que determina qué tipo de tratamiento sistémico se debe administrar (69,70).

El significado de la extensidon periganglionar en la axila es controvertido. Recientes
estudios no detectan una repercusidon negativa en el prondstico cuando se trata de

micrometdastasis o células tumorales aisladas (69).
lIl. TIPO HISTOLOGICO

En general, el subtipo histoldogico del cancer de mama infiltrante no es vital desde el
punto de vista prondstico, si bien es cierto que algunos tipos especiales de adenocarcinomas
infiltrantes aparecen asociados a un riesgo muy bajo de recidiva: carcinoma tubular, cribiforme o
el mucinoso. En la mayoria de las series, estos tumores se asocian a caracteristicas favorables

tales como bajo grado histolédgico o negatividad axilar. En cambio, el metaplasico se asocia a mal
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prondstico, no estando absolutamente claro que estos subtipos histolégicos sean indicadores

independientes de un curso favorable (4,74).
IV. GRADO HISTOLOGICO

El grado histolégico también es reconocido como un factor pronéstico cldsico. Su uso
como un indicador de la agresividad tumoral ha ganado aceptacién progresivamente, al tiempo
gue han estado disponibles técnicas especificas y consistentes para su determinacidon con

resultados reproducibles.

Se mide con el sistema de gradacion Nottingham (llamado también modificacién de
Scarff-Bloom-Richardson) que caracteriza el grado de diferenciacidon del tumor por el porcentaje
de formacién de tubulos, pleomorfismo nuclear, y la actividad mitdtica (65). A cada una de las
categorias se asigna una puntuacién del 1 al 3; una puntuacién de "1" significa que las células y el
tejido del tumor se parecen mas a las células y el tejido normales, y con una puntuacién de "3" se
verian la mayoria anormales. Las puntuaciones para las tres categorias se suman dando un
resultado del 3 al 9. Hay tres grados posibles: grado | (puntuacién total de 3 a 5, grado bajo o bien
diferenciado), grado Il (puntuacidon total de 6 a 7, grado intermedio o moderadamente

diferenciado), grado Il (puntuacion total de 8 a 9, grado alto o mal diferenciado).

Existen ciertas limitaciones prondsticas cuando se caracteriza a un tumor grado II,
probablemente, porque se componen de una mezcla de los tumores bioldgicamente bajo y alto

grado (69).
V. METASTASIS
La presencia de enfermedad metastdsica es un factor de mal prondstico (69).

Légicamente, el estadio engloba el tamario, la afectacidn axilar y las metastasis a distancia
por lo que las tres variables juntas pronostican la supervivencia. Asi, la supervivencia a 5 afios es

(80) (tabla 1):

Tabla 1: Porcentaje de supervivencia a 5 afios en funcién del estadio (80).

Estadio | A 11B A 1B IV

Supervivencia (%) 95% 85% 70% 52% 48% 18%
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VI. INVASION LINFOVASCULAR PERITUMORAL

La presencia de invasion linfovascular parece ser un indicador de mal pronéstico,
especialmente en los tumores de alto grado, a los que frecuentemente se asocia (69). Su mayor
utilidad reside en los tumores con ganglios negativos, en donde si existe invasion linfovascular

empeora el pronéstico.

1.8.1.3. MARCADORES TISULARES
l.  RECEPTORES DE ESTROGENOS Y PROGESTERONA

Los receptores de estrégenos (RE) y receptores de progesterona (RPg) son proteinas de
membrana nuclear implicadas en rutas de sefializacién intracelular. Son reguladores esteroideos
bien conocidos que modulan, entre otros aspectos, el crecimiento, diferenciacion y supervivencia
de las células epiteliales mamarias. Ademas de ser de gran importancia en los tumores en mujeres
en edad reproductiva, la aromatizacién local de los andrégenos adrenales provee estrégenos
adicionales tras la menopausia. Los estrégenos y progesterona actlan a través de sus receptores

nucleares respectivos para regular la transcripcion de los genes diana (81).

La sobreexpresion de los RE es un factor prondstico pero también predictivo ya que
determinara si son candidatas a recibir tratamiento hormonal. Generalmente, los tumores RE-
positivos se asocian con crecimiento tumoral lento y de bajo grado histoldgico y por lo tanto, con
mejor prondstico (69). Los tumores RE positivos suelen ser histolédgicamente bien diferenciados, y

muy frecuentemente son HER2, p53 y EGFR negativos (82).

Mas del 90% de los tumores lobulillares son RE-positivos; mientras que el carcinoma
inflamatorio y el medular son predominantemente RE-negativos. Los tumores hormonales
negativos generalmente se asocian a enfermedad agresiva siendo su indice de recidiva mayor a

cinco afios que los receptores hormonales positivos (69).

Las metastasis de los tumores RE positivos suelen ser en hueso, tejidos blandos u ovarios.
En cambio, los tumores con receptores hormonales negativos suelen metastatizar en cerebro o

higado (82).

La supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad, el tiempo hasta el fracaso
del tratamiento, la respuesta a la terapia endocrina, y el tiempo hasta la recidiva se asociaron

positivamente con los niveles de RE.
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Por dltimo, los receptores de progesterona parecen ser un factor pronéstico
independiente; su ausencia implica un mal prondstico (83). Esto se demostré en un estudio de
cohortes de base poblacional grande que incluyé a mas de 1.000 mujeres con cancer de mama
inicial, cuyo tratamiento inicial fue la cirugia. Tras ésta, se dio quimioterapia (29% de los casos) y
tratamiento hormonal (80,5% de los casos). En el andlisis multivariante se vio que el RPg es un
factor predictivo independiente de supervivencia libre de enfermedad (OR 1,94; IC del 95% 1,32 a
2,85) y de supervivencia (OR 2,12; IC del 95%: 1,34 a 3,38). Estos datos son compatibles con el
hallazgo de que las pacientes que, teniendo RE positivo, pero RPg negativos, tienen un subtipo
mds agresivo de cdncer de mama que aquellos que tienen RPg positivos; este subgrupo se

denomina luminal B (84) como se verd mas adelante.
. HER2

También conocido como c-erbB-2 o neu, es un protooncogén que codifica una proteina
transmembrana con dominio intracelular tirosinquinasa que pertenece a la familia del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Se sobrexpresa en aproximadamente el 15-20% de los canceres
de mama. La amplificacion y/o sobreexpresién del HER2, en ausencia de terapia antiHER2, se
asocia a menor tiempo libre de enfermedad en pacientes tanto con ganglios positivos como

negativos (69,85).

La sobreexpresion de HER2 es un factor prondstico negativo pero a la vez, es factor
predictivo positivo por la respuesta a los tratamientos anti-HER2 disponibles actualmente
(Trastuzumab, Lapatinib, Pertuzumab, T-DM1). Mencién especial merece Trastuzumab,
anticuerpo monoclonal humanizado, indicado tanto en adyuvancia como en neoadyuvancia y
enfermedad avanzada) que, combinado con la quimioterapia, ha cambiado el prondstico de las
pacientes tanto en estadios iniciales como en avanzados. Los demas farmacos se sitian de
momento en el escenario de las pacientes con enfermedad metastasica HER2+ y han contribuido

a la obtencidn progresiva de mayores supervivencias (86-90).

1.8.1.4. MARCADORES DE PROLIFERACION CELULAR

El indice de proliferacion celular en el cancer de mama parece ser prondstico. Y aunque
hay una variedad de métodos amplios para evaluar éste, el método mas estudiado es llevar a

cabo la inmunohistoquimica del antigeno nuclear Ki-67.

76



INTRODUCCION: Factores prondstico y predictivos

I.  Ki-67

El Ki-67 es una forma de medir la proliferacidn celular del tumor utilizando técnicas de
inmunohistoquimica. Es una proteina que ha demostrado tener un papel importante en la
regulacién del ciclo celular, ausente en las células estacionadas o sin replicacion (fase G0O), y que
alcanza niveles maximos de expresidn durante la mitosis. El gen del Ki-67 esta ubicado en el brazo
largo del cromosoma 10. En el cdncer de mama, la mayoria de los estudios muestran una fuerte

correlacién estadisticamente significativa con la supervivencia (71,73,91).

Actualmente esta claro el valor del Ki-67 como factor predictivo ya que altos niveles de Ki-
67 predicen una mejor respuesta al tratamiento con quimioterapia (92). En cuanto a su papel
como factor prondstico, altos niveles de Ki-67 se asocian a mayor probabilidad de recaida en
cancer en estadios tempranos, independientemente de la afectacidn axilar (91). Pese a todo ello,
y aunque los valores extremos estan claros, aun no se ha establecido un punto de corte dptimo
(92). De hecho, en el Consenso Internacional de Expertos de St. Gallen de 2013 (93) vy
posteriormente el del 2015 (92), se incluye el nivel de expresidon de Ki-67 como marcador
fenotipico para diferenciar entre los subtipos moleculares del cancer de mama como se expondrd
en el siguiente apartado. Para la extensidon de su aplicacion rutinaria a nivel universal, es
indispensable la determinacion sistematica de la expresién del Ki-67, con normas unificadas para

su obtencién en laboratorio e interpretacién (71).
II. p53

Las mutaciones en el gen supresor de tumores p53 (TP53) se encuentran en el 20-30% de
los cdnceres de mama. Este gen tiene un rol fundamental en la regulacién del ciclo celular. La
proteina p53 actia como un freno para el crecimiento celular en las células que han sufrido un
dafio en el ADN (“es el guardian del genoma”). Una expresion elevada de p53 (determinada por
IHQ) se asocia a peor prondstico en tumores de mama sin afectacion axilar que no han recibido

tratamiento adyuvante (69,85).
lll. Otros

Se han propuesto muchos otros marcadores de invasion y potencial metastasico. Algunos
de ellos son: el activador del plasmindgeno, la E-cadherina, las catepsina-D, los inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas, el antigeno prostatico especifico, la osteopontina, etc... Todos

ellos sin una clara validez clinica.
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Por otro lado, los linfocitos tumorales infiltrantes (TILs o tumour-infiltrating lymphocytes)
no han sido de momento aceptados como factor prondstico o predictivo. Aunque se encuentran

con mas frecuencia en tumores triple negativo y HER2-positivo (92).

1.8.1.5. CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

La circulacion de las células tumorales en el torrente sanguineo y su identificacion en la
médula dsea se puede detectar precozmente y se cree que son un indicador temprano de
diseminaciéon del tumor (69). Varios estudios han demostrado que entre los pacientes con cancer
de mama en estadio precoz, la presencia de células tumorales en la médula désea (células
tumorales diseminadas) y sangre periférica (células tumorales circulantes) coloca a las pacientes
en mayor riesgo de recaida y menor supervivencia (69,94). No obstante, en algunos estudios, la
presencia de micrometastasis de médula ésea estaba vinculada a otras caracteristicas de mal
prondstico como el tamafio del tumor, grado y estado ganglionar, por lo que no era un factor

independiente en el andlisis multivariante.

Asi, las recomendaciones de expertos no apoyan la idea de utilizar este marcador como

factor prondstico ya que se necesitan mas estudios (69).

1.8.1.6.PERFILES GENETICOS. CLASIFICACION MOLECULAR. GRUPOS
INMUNOHISTOQUIMICOS

La heterogeneidad celular y molecular del cdncer de mama y el gran niumero de genes
implicados en el control del crecimiento, diferenciacion celular y en la apoptosis hacen necesario
estudiar las posibles alteraciones genéticas. Asi, el avance en la caracterizacidn molecular del
cancer de mama ha sido posible gracias al desarrollo, desde finales del pasado siglo, de
sofisticadas tecnologias como los microarrays de expresidn génica que permiten analizar
simultdneamente la expresién de miles de genes para crear un “retrato” molecular del tumor
(95). Este tipo de evaluacidn génica ofrece una caracterizacion mas precisa de la biologia tumoral
gue permite, por un lado pronosticar y por otro predecir con mayor precisién el comportamiento

clinico del cancer de mama y por tanto, su respuesta al tratamiento.

Los estudios pioneros practicamente paralelos de dos grupos, uno estadounidense (Perou
y Sorlie)(96,97) y otro holandés (Van’'t Veer y cols.) (98) han permitido cambiar radicalmente el
tratamiento del cdncer de mama ya que con estas tecnologias se ha establecido una nueva

clasificacion atendiendo al perfil génico de cada tumor (69,73,99). Se identifican cinco subtipos
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principales de cancer de mama (96,97): basal-like, HER2 puro (sobreexpresion HER2), luminal A,

luminal B, y similar a la mama normal (figura 11).
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Figura 11: Variantes moleculares del cancer de mama. Perou y Sorlie (96,97).

Como los estudios gendmicos siguen evolucionando, es de esperar que surjan nuevos

subgrupos. De hecho, recientemente, se han descrito nuevos grupos moleculares de canceres RE

negativos, como el subtipo “Claudin-low”, con propiedades bioldgicas similares a las de las células

madre neopldsicas; el grupo “molecular apocrino”, que algunos expertos reconocen como un

grupo similar al subtipo HER2 y el subtipo “interferén” que se caracteriza por la sobrexpresién de

genes regulados por el interferén, como STATI (cuadro 10).

Cuadro 10: Clasificacion molecular del cancer de mama (95).

RE/RPg CK5/B Benes de Benes Grado Mutaciones

Subtipo
Molecular TECUENCRppe EGFR  Proliferacion Caracteristicos Histologico  de TP53
KRTS COH3,
. y RE-RPg- 104, FABPY,
Basal-like 8-20% HERE- + Ao KRTIZ TRIM29, Alto Alto
LaMc2
HER2-enri- RE- RPG- ERBBZ
158 . 2
ched 10-15%] e +/ Al Eri Al Alto
PTN, CO36,
Normal 610%  RE-/+ HER2- + Bajo  FBP4,AOP7.  Bajo Bajo
breast-like ITBAT
ESRI, GATA3,
RE-RPg- KRTB, KRTIE,
Luminal A 55-60% o - Bajo XBP1, FOXAL Bajo Bajo
TFF3, CCNDI,
Lvi
ESRILGATA3,
RE+/- KRTB.KRTIB, |, :
wminal B 10-15% RPg=/- - Al xee1 Foxar ! 20! termedio
HER2-/+ TFF3 SOLE Alto
LAPTMAB
Claudin-low 5% e /i Ao CD44 SNAG Mo Alo

Pronastico

Inter medio

Excelents

Intermedio/
Malo

Malo
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Llegados a este punto, es importante sefalar que existe un importante solapamiento
entre los subtipos moleculares y los grupos establecidos mediante inmunohistoquimica, por lo
gue muchas veces hablamos de ellos pasando de una a la otra clasificacién. Pero conviene no
confundir ambas terminologias; por ejemplo, un tumor triple-negativo no es lo mismo que un
tumor basal-like. Dentro de los tumores triple negativos estd el subgrupo basal-like, que

representa el 70% de los triple negativos.

Hasta la fecha, el diagndstico de los subtipos moleculares no ha podido aprovecharse
desde el punto de vista terapéutico. En este sentido, las decisiones siguen tomandose en virtud
de los factores cldsicos: tamafio tumoral, estado de los ganglios axilares, expresion de receptores
hormonales y sobreexpresion de HER2 y Ki-67. Por tanto, un tumor positivo para HER2 por
inmunohistoquimica o por FISH serd tratado con quimioterapia y tratamiento anti-HER2,

independientemente del subtipo molecular al que pertenezca (74).

A continuacidon se describen las caracteristicas mds importantes de los principales

subtipos moleculares:
1.8.1.6.1. SUBTIPOS LUMINALES

El nombre "luminal" se deriva de la similitud inmunofenotipica en la expresién de genes
entre estos tumores y el epitelio luminal de la mama. Por lo general, expresan citoqueratinas (CK)
luminales 8 y 18. Habitualmente son de bajo grado histoldgico y tienen mutacion de p53 en
menos del 20% (99,100). Estos son los subtipos mas frecuentes, constituyendo la mayoria de los
canceres de mama RE positivos. A pesar de esto, los subtipos luminal A y luminal B tienen algunas

distinciones moleculares y prondsticas de gran importancia (69,99).

Los tumores luminal A, que probablemente representan alrededor del 60% (30,99) de
todos los canceres de mama, por lo general tienen una alta expresion de genes relacionados con
RE y RPg, baja expresion de HER2, y baja expresién de genes relacionados con la proliferacion. Son

los que tienen mejor prondstico (69,97).

Los tumores luminales B suponen aproximadamente el 20%. Presentan niveles menores
de receptores de estrégeno y altos niveles de genes de proliferacion como MIK67 y Ciclina D1
(luminales B-like) (95); ademds un subgrupo pueden tener sobrexpresién HER2 (luminal B-
like/HER2 positivo). Tienen peor prondstico que los tumores luminales A (69,99) y se caracterizan
por obtener menos tasas de respuesta a los tratamientos hormonales (Tamoxifeno, Inhibidores

de la aromatasa y Fulvestrant). Cabe mencionar de forma especial en este escenario los nuevos
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farmacos que han aparecido en los Ultimos afios, que asocidndolos a tratamientos hormonales
son capaces de revertir la hormonorresistencia adquirida por los tumores luminales, como son el

Everolimus y el Palbociclib (101,102).

En el consenso de Sant Gallen de 2013 (93), se utiliza los RPg y el Ki-67, como marcadores
diferenciales entre los subtipos luminales: el Luminal A presenta un Ki-67 bajo o menor del 14%,
mientras que el Luminal B presenta valores de Ki-67 altos 214% (figura 12). No obstante, tanto en
Sant Gallen 2013 como en 2015, se reconoce que hasta ahora siguen existiendo dificultades para
establecer el punto de corte del Ki-67, teniendo claro que niveles de Ki-67>30% son altos y niveles

Ki-67<10% son bajos (92,93) (cuadro 11).

Luminal A RE +, HER2 -, RPg = 20%, Ki67<14%

Luminal B HER 2- RE +, HER2 -y:

RPg <20% O Ki67 = 14%

Luminal B HER 2+ RE +, HER2 +, Cualquier Ki67, Cualquier RPg

HER2 RE- /RPg-, HER2 +

Basal like

. . RE - /RPg - .HER2 -
(triple negativo) /RPg

Figura 12: Caracteristicas de los subtipos intrinsecos de cancer de mama, St. Gallen 2013 (93)

De hecho, existen autores como Maisonneuve et al (103) (cuadro 12) que proponen una
clasificacion diferente a la de St. Gallen de 2013 (93) (figura 12), mas cercana a la realidad clinica.
En este estudio, realizado en el Instituto Europeo de Oncologia (IEO), se reclutaron 9.415 mujeres
operadas entre entre los afios 1994 y 2006, por carcinoma de mama RE positivo/HER2 negativo
en estadios iniciales, una mediana de seguimiento de 8,1 afios. Se evalué la supervivencia libre de
enfermedad a distancia de pacientes con Ki-67 "bajo" (<14%), "intermedio" (14% a 19%) o "alto"
(220%) y se estratifico la expresion de los RPg (negativa o baja versus alta a partir del 20%). Los
resultados fueron que los RPg<20% se asociaron con peores resultados sélo para pacientes con un
Ki-67 intermedio (p<0,001). Los 4.890 pacientes (51,9%), con bajo nivel de Ki-67 (cualquier nivel

de expresidon RPg) o con Ki-67 intermedio y RPg elevados habian tenido comparativamente
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buenos resultados y por lo tanto, esta clasificacién parece mds ventajosa al representar mas la

realidad clinica.

Cuadro 11: Clasificacion segun subgrupos de cancer de mama orientada al tratamiento, St. Gallen

2015 (92).

Clinical grouping

Motes

Triple negative

Megative ER, PgR and HER2

Hormone receptor-negative & HERZ-positive

ASCO/CAP guidelines

Hormone receptor-positive & HERZ-positive

ASCO/CAP guidelines

Hormone receptor-positive & HERZ-negative —

ER and/or PgR positive »= 1%!

luminal disease as a spectrum

+ high receptor, low proliferation, low Multi-parameter molecular marker “favourable
tumour burden (“luminal Alike") prognosis” if available. High ER/PgR and clearly
low Ki-672. Low or absent nodal involverment (N

0-3), smaller T size (T1T2)

+ intermediate Multi-parameter molecular marker
“intermediate” if available®.
Uncertainty persists about degree of risk and

responsiveness to endocrine and cytotoxic

therapies.
¢ low receptor, high proliferation, high Multi-parameter molecular marker
tumour burden (“luminal B-like”) “unfavourable prognosis” if available. Lower

ER/PgR with clearly high Ki-67%. More extensive
nodal involvement, histological grade 3,
extensive lymphovascular invasion, larger T size

(T3)

*ER values between 1% and 9% were considered equivocal. Thus endocrine therapy alone cannot be

relied upon for patients with these values.
Mot all multi-parameter molecular marker tests report an intermediate score.

3Ki-67 scores should be interpreted in the light of local laboratory values: as an example, if a

laboratory has a median Ki-67 score in receptor-positive disease of 20%, values of 30% or above

could be considered clearly high; those of 10% or less clearly low.

Esta clasificacion la recoge en su bibliografia el Consenso de St. Gallen 2015 (92); sin
embargo, no establece claramente punto de corte para Ki-67, dejando de nuevo una “laguna”

abstracta para los luminales con valores del Ki-67 intermedios (Cuadro 11).
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Cuadro 12: Propuesta de clasificacion para subtipo receptores hormonales positivo, HER2 negativo,

Maisonneuve et al, 2014 (103).

Table 2 New proposal for surrogate definitions of
intrinsic subtypes of HER2-negative, endocrine-
responsive breast cancer”

Intrinsic subtypes Clinicopathological surrogate definitions
Lurminal A "Luminal A=like”

Al of:

ER-positive

HERZ-negative

And at least one of.
KI-67 low expression (< 14%)

Ki-67 intermediate expression (14% to 193%)
and PgR high expression (=20%)

Luminal B "Luminal B-like (HERZ-negative)”
{HER2-negative)

All of

ER-positive

HERZ-negative

And at least one of:

KI-67 intermediate expression (14% to -19) and
PaR negative or low expression (<20%6)

Ki-57 high expression (Z20%)

“ER, Estrogen receptor; HER2, Human epidermal growth factor receptor 2; PgR,
Progesterone receptor.

1.8.1.6.2. SUBTIPO SOBREEXPRESION HER?2

Representa aproximadamente el 10-15% de los cadnceres de mama y se caracteriza por la
sobreexpresidn y/o amplificacién del HER2 (genes localizados en el cromosoma 17q). El HER2 es
un protooncogén que cuando estd sobreexpresado y/o amplificado, se asocia a mal prondstico ya
gue suelen tener alto grado histolégico (75% de los casos), baja expresidon de RE y RPg, y mala
respuesta a la quimioterapia. Igualmente suelen ser altamente proliferativos y mas del 40%
tienen mutaciones de TP53. Por ultimo, se asocian frecuentemente a carcinoma ductal in situ
(69,95). Sin embargo, no se ha encontrado asociacién entre este subtipo y la raza, la edad o

cualquier otro factor de riesgo (30).

La existencia HER2 positivo no es sindnimo de pertenecer a este grupo, ya que como se ha

explicado anteriormente, un subgrupo de luminales B pueden ser HER2 positivos (69,100).

Los tratamientos basados en el anticuerpo monoclonal recombinante (Trastuzumab/
Herceptin®) producen una mejoria significativa en las pacientes. Este hecho, ha implicado un
cambio radical en el prondstico de la historia natural de este grupo (95). La amplificacion de HER2

y la sobreexpresion de su proteina HER2/neu puede ser evaluada con precision mediante FISH o

83



IMPLICACIONES DEL VPH EN EL CANCER DE MAMA EN MUJERES

inmunohistoquimica. Los nuevos protocolos definen como negativo la tincidon 0 6 1+ y positivo 3+,

requiriendo confirmacién de la amplificacion por FISH a los casos 2+ (equivocos) (99).
1.8.1.6.3. SUBTIPO BASAL-LIKE

En este perfil gendmico se incluyen varios subtipos, como el Claudina baja, o el que
sobrexpresa interferdn, entre otros. La mayoria de ellos entran en la categoria de los cdnceres de
mama triple negativo (aproximadamente el 70%), ya que también son RE, RPg y HER2 negativos
(69). Constituyen alrededor del 15-20% de los canceres de mama y alrededor de un tercio de los

tumores RE-negativos (95). Suelen presentarse en la premenopausia y en raza afroamericana (30).

El subtipo de tipo basal es llamado asi debido a cierta similitud en la expresién génica a la
de las células epiteliales basales de tejido mamario normal. Existen células luminales normales
gue expresan CK 5/6 las cuales actian como células madre. Estas células, bajo transformacién
maligna, originan el fenotipo basal del cancer de mama (100). El perfil inmunohistoquimico
caracteristico conocido como Core-Basal se caracteriza por 5 marcadores: ausencia de expresiéon
de RE, RPg, HER2, y por la expresion del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, también llamado
HER1), y/o CK 5/6. Ademads, suelen tener un alto indice de proliferacidn con Ki-67, presenta
mutaciones en el gen oncosupresor TP53 y suelen tener un alto grado histoldgico (95,104). Por
esta razon, estos tumores son tipicamente llamados “triple negativo”. Sin embargo, triple
negativo no es sinébnimo de basal-like, ya que existe un 9% de los tumores basal-like que expresan

receptores hormonales y un 10% sobreexpresa HER2 (95).

El 80% de las mujeres que nacen con mutaciones de inicio temprano en BRCAI
desarrollan el subtipo basal, aunque estos casos corresponden a un pequefio porcentaje del total

de estos tumores, ya que la mayoria son esporadicos (99,100).

Pese a que son quimiosensibles, y tener una menor afeccidon ganglionar segun el tamafio
tumoral en comparacion con los otros subtipos, son los de peor prondstico ya que se trata del

subtipo mas agresivo (95,99,100).
1.8.1.6.4. CANCER DE MAMA SIMILAR A LA MAMA NORMAL (NORMAL-LIKE)

Suponen un 6-10% de todos los canceres de mama y estan mal caracterizados. En el
estudio inmunohistoquimico son definidos como triple negativos, pero también son negativos a
CK5/6 y a EGFR. Este es un claro ejemplo de que no todos los triple negativo son basal-like. Su
prondstico es ligeramente mejor aunque no suelen responder a la quimioterapia neoadyuvante.

El significado clinico esta aun por determinar (95).
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1.8.1.6.5. CLAUDINA BAJA

Este subtipo se encuentra préximo al subtipo basal-like ya que ambos comparten algunas
caracteristicas de expresién génica como una baja expresion de HER2 y del grupo de luminales
(RE, GATA3, CK8/18). Ademas, suelen ser triple negativos. Lo que caracteriza a este grupo es una
baja expresion de los genes relacionados con las uniones estrechas y la adhesién intercelular
(claudin-3, -4, -7, E-cadherina) y una elevada expresién de los genes relacionados con la respuesta

inmune y de la matriz extracelular. Estos tumores son poco proliferativos.

Son tumores poco frecuentes (12-14%) y la mayoria suelen ser ductales infiltrantes con

diferenciacion metaplasica y medular. Clinicamente se caracterizan por su mal pronéstico (95).

1.8.1.7. SISTEMAS DE EVALUACION DE RIESGO DE RECIDIVA

Las plataformas génicas tienen la capacidad de medir simultdaneamente la expresién de
miles de genes, permitiendo el desarrollo de diferentes perfiles moleculares prondstico que nos
ayudan en la practica clinicas. Estos perfiles han sido validados, pero no sustituyen los factores
clinicos clasicos, sino que los complementa para ayudar en la toma de decisiones clinicas (69,93).
Légicamente, cuando los tumores son grandes o existen metdstasis en varios ganglios axilares o
no expresan receptores, no cabe duda la necesidad de quimioterapia. Las dudas acerca de la
necesidad de administrar quimioterapia surgen en aquellos tumores pequefios, con receptores
hormonales positivos y ganglios negativos. Es aqui donde los perfiles génicos prondsticos nos

pueden ayudar en la toma de decisién.

Los test gendmicos (perfiles moleculares) prondsticos mas utilizados son: OncotypeDX®,

Mammaprint®y el PAM50®. A continuacidn se describe brevemente cada uno de ellos:
8.1.7.1. OncotypeDX®:

Este test cuantifica la expresién de 21 genes (de un screening inicial de 250 genes)
asociados al cancer de mama, fundamentalmente de proliferacion celular (95). Esta puntuacién
de recidiva (o recurrence score, RS) varia entre 0-100 y se divide en tres grupos de riesgo: bajo
(£18), intermedio (18-30), y alto riesgo de recidiva (231). Asi, proporciona informacién prondstica
del riesgo a 10 afios de recidiva a distancia. Y tiene valor predictivo del posible beneficio de la
guimioterapia tras 5 afios de tratamiento con tamoxifeno para pacientes con cancer de mama,
receptores de estrogeno positivo y HER2 negativo, sin afectacidn ganglionar o con 1-3 ganglios
positivos, ya sea pre o postmenopadusica (69,85). La supervivencia libre de eventos a 3 afios para

las pacientes con resultado RS<11 que no recibieron quimioterapia es del 98% (85). Se esta
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evaluando el beneficio potencial de la quimioterapia en dos estudios prospectivos: TAILORx

(pacientes sin afectacién ganglionar) y RxPONDER (pacientes con afectacién axilar) (105,106).
8.1.7.2. Mammaprint®:

Es una firma de 70 genes (realizado en Amsterdam), relacionados con la regulacién de la
proliferacién, invasidén, metastasis, integridad del estroma y angiogénesis (107). A pesar de que
fue aprobada originalmente para su uso con el tejido en fresco, actualmente se puede utilizar
también con parafina. Este analisis calcula una puntuacién que estratifica las pacientes como de
mal o buen prondstico (69). En el grupo de bajo riesgo las pacientes tienen un riesgo de recaida a
distancia inferior al 10%, a pesar de no recibir quimioterapia adyuvante, con lo cual se admite que
pueden prescindir de dicho tratamiento. Este instrumento ha sido validado de forma
retrospectiva en diferentes poblaciones de pacientes con y sin afectacidon ganglionar, y se ha
utilizado en un estudio aleatorizado prospectivo conocido como MINDACT (Microarray In Node-

Negative Disease may Avoid Chemotherapy) (108).
8.1.7.3. PAM50-base Prosigna®:

Es una prueba de 50 genes que se caracteriza porque fue disefiado para determinar el
subtipo intrinseco de cdncer de mama y calcular asi el riesgo de recidiva. Los resultados de
PAMS50 se utilizan para generar el riesgo de recidiva a los 5 afios que puede estratificar a los
pacientes con enfermedad RE+ en riesgo de recidiva alto, medio y bajo. El ROR (asi llamado el
riesgo de recidiva) fue significativamente prondstico entre los pacientes con cancer de mama con

ganglios negativos (69).

En el ultimo consenso de Sant Gallen 2015 (92) se consideraron semejantes en resultados
a 5 afios las tres plataformas anteriormente comentadas; sin embargo, mas alld de 5 afios, PAM50

fue la que demostré mayor nivel prondstico.

1.8.2.  FACTORES PREDICTIVOS

Como ya se ha explicado anteriormente, muchos factores prondstico son a su vez
predictivos. Los Unicos marcadores predictivos bien establecidos en el cancer de mama no

metastdsico son el estatus de los receptores hormonales, HER2 y el indice de recidiva.
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1.8.2.1. RECEPTORES DE ESTROGENOS COMO PREDICTORES DE RESPUESTA A LA
TERAPIA ENDOCRINA

Ademads de su papel como marcador prondstico, la expresién de RE, predice las pacientes
gue se beneficiardn de la terapia endocrina. No parece que los RPg tengan un valor predictivo

independiente (69,82).

El valor predictivo de los receptores de estrégenos se demuestra claramente por el Early
Breast Cancer Trialists Collaborative Group (EBCTCG), en un meta-analisis de 20 ensayos (con una
n=21.457) sobre el tamoxifeno en terapia adyuvante (109). En pacientes con RE, el tamoxifeno
reduce significativamente el riesgo de recidiva en un 39% y disminuye la mortalidad en un 30% en
15 afos de seguimiento. Este beneficio fue independiente del RPg, la edad, el estado ganglionar o
el uso de la quimioterapia adyuvante. En contraste, el tamoxifeno no tuvo impacto en las tasas de

recaida o de supervivencia entre los pacientes con cdncer de mama RE-negativos.

1.8.2.2. HER2 COMO PREDICTOR DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON TRASTUZUMAB

Tras la presentacion del Trastuzumab, y demas terapia antiHER2, HER2 se utiliza
principalmente como factor predictor, identificando asi a las pacientes que podrian beneficiarse

de estos tratamientos, tanto en el cancer localizado como en la enfermedad metastasica (69).

1.8.2.3. INDICE DE RECIDIVA COMO PREDICTOR DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON
QUIMIOTERAPIA

Multiples estudios sugieren que un alto indice de recidiva (Recurrence Score o RS) predice
aquellas pacientes que se beneficiaran de la quimioterapia en el contexto de un cdncer de mama
ya sea con afectacién axilar o sin ella (69). La capacidad predictiva del RS dio lugar a su
incorporacidn en el algoritmo de toma de decisiones para el tratamiento adyuvante en el cancer
de mama con RE positivos sin afectacién axilar, como lo sugiere la ASCO (110), la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) Guias de Practica Clinica para el cdncer de mama (111) y

el Consenso Internacional de Expertos St. Gallen (92,93).

Adjuvant! Online es una herramienta que sirve de apoyo en la toma de decisiones para el
cancer de mama inicial. A través de su pagina web, se introducen los datos caracteristicos del
tumor y la paciente, se obtiene un riesgo de recidiva y mortalidad a 10 afios (112). Otro indice
similar es el Nottingham, del que su reciente actualizacién NPI+ distingue entre siete tipos

moleculares en funcién de 10 biomarcadores (74,113).

87



IMPLICACIONES DEL VPH EN EL CANCER DE MAMA EN MUJERES

El tratamiento del cancer de mama ha experimentado un cambio radical en el dltimo
siglo. Asi, se sabe que es una enfermedad sistémica y como tal requiere un tratamiento sistémico

y locoregional.

El tratamiento locoregional del cancer de mama ha ido disminuyendo de forma progresiva
en extensidon y agresividad, de tal forma que hoy en dia no es tolerable la realizacién de una
mastectomia tipo Halsted (que incluia la extirpacion de la mama, y la piel que la recubre, ambos
musculos pectorales y todo el componente linfograso axilar). Esta afirmacion también incluye el
abordaje de la axila, sobre todo desde la introduccién del concepto de biopsia selectiva del
ganglio centinela, y del desarrollo de los tratamientos complementarios como la radioterapia, la

guimioterapia y las terapias bioldgicas.

Dado que el tratamiento del cdncer de mama no es el objetivo del presente trabajo, se

expondra brevemente este apartado.

Con todo, la cirugia es el tratamiento fundamental para el control locoregional de la
enfermedad. El ensayo NSABP B042 (114) demostrdé, con 25 afios de seguimiento que, en
pacientes con ganglios negativos, no habia diferencias en supervivencia libre de enfermedad
entre mastectomia radical, mastectomia simple con irradiacidn axilar, o mastectomia simple, lo
gue hacia innecesaria la mastectomia radical. Ensayos posteriores (Milan | con Veronesi (115),
NSABP B06 (116), Fisher (117) y otros) compararon la mastectomia radical modificada con la
tumorectomia +/- irradiacién. Ambas modalidades de tratamiento tienen tasas de supervivencia

equivalentes.

El dltimo Consenso de Sant Gallen 2015 (142ed) (92) aboga aun mas si cabe por cirugias
mas conservadoras, y apoya firmemente que el margen quirdrgico minimo aceptable es el que no
esté en contacto con la tinta, tanto en in situ como en infiltrantes. Esta conclusion se aplica
independientemente de las caracteristicas del tumor (histologia lobulillar, componente
intraductal extenso, multifocalidad o multicentricidad, o subtipo biolégico desfavorable) o de la

edad de la mujer.

Por otro lado, en la década de los 90, el desarrollo de la técnica de la biopsia selectiva del
ganglio centinela (BSGC) dio lugar al concepto de cirugia conservadora de la axila. La BSGC se ha

convertido en el método mas sensible de estadificacion axilar cuando no existen ganglios
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patoldgicos clinicos o radiolégicos (NO), con el mismo riesgo de recaida regional que cuando se

realiza una linfadenectomia y con menor morbilidad (118).

En las pacientes con afectacion del GC la recomendacién ha continuado siendo la
realizacion de la linfadenectomia axilar hasta hace unos anos. El punto de inflexion lo establecid el
grupo de Giuliano en 2011 con el estudio ACOSOG 70011 (119), que aunque controvertido, abrio
un debate alun no cerrado en torno a este tema. En este trabajo, se estudié las pacientes con
cancer de mama cT1-2, NO con ganglio centinela positivo (hasta 2 ganglios afectos macro o
microscopicamente) y tratadas con cirugia conservadora mas radioterapia y, bien seguimiento,
bien linfadenectomia, sin encontrar diferencias en la supervivencia global. Otros estudios
posteriores se han realizado, como el IBCSG 23-01(120), el estudio AATRM 048/13/2000 (121)
(con enfermedad micrometastasica ganglionar), y el estudio AMAROS (122), y en ninguno de ellos

se objetivé diferencias significativas en la tasa de recidiva axilar.

Con ellos, podemos concluir que las pacientes con axila clinicamente negativa previa a la
cirugia, con pN1mi en el GC no necesitan nada mas y que los que tienen un pN macroscépica
tienen unos resultados con radioterapia adyuvante que son comparables a la linfadenectomia y
con menor morbilidad (118). De hecho, el Grupo de Consenso de Sant Gallen de 2015 establece
gue ante 1 o 2 ganglios centinelas positivos para macrometastasis, si la paciente se le ha realizado
una mastectomia y no va a recibir radioterapia, se debe realizar una linfadenectomia axilar; pero,
en cirugias conservadoras que van a recibir radioterapia local, no es necesario realizar una

linfadenectomia axilar (92).

Estudios recientes aconsejan una revisién de los criterios diagndsticos del GC para la
indicacion de la linfadenectomia axilar, mostrando que el valor de la «carga tumoral» es mas
predictivo de afectacién axilar que los grupos prondsticos definidos en el TNM-72 edicién (65)

(células tumorales aisladas, micrometdstasis y macrometdstasis)(118).

Por otro lado, la terapia sistémica (quimioterapia, la hormonoterapia y las terapias
dirigidas) es aquella que afecta a todo el organismo en contraste con un tratamiento local como la
cirugia o la radioterapia. Este tipo de terapia se da tanto en estadios precoces (adyuvante) como

en la enfermedad metastasica.

La decisién para indicar un tratamiento adyuvante se fundamenta en la estimacién del
riesgo de recidiva ante la presencia de un conjunto de variables (tamafio tumoral, afectacion de
ganglios linfaticos o la inmunohistoquimica) que se asocian con un mayor o menor riesgo de

recaida como ya se ha comentado en apartados anteriores.
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La mayor parte de los datos relativos al beneficio de la quimioterapia adyuvante proceden
de los ensayos clinicos mas recientes y de los metaanalisis del Early Breast Cancer Triallist
Collaborative Group (EBCCG). Hay varios esquemas de tratamiento quimioterapico adyuvante, la
mayoria son combinaciones de antraciclinas (doxorrubicina o epirrubicina) y taxanos (paclitaxel o
docetaxel) (123) ya que han demostrado una mayor eficacia. No obstante, se estima que
aproximadamente el 70-80% de los pacientes a los que se prescribe quimioterapia podria

sobrevivir sin ella (124).

La hormonoterapia se indica cuando existen receptores hormonales positivos y se
administra durante 5 afios (habitualmente se inicia al finalizar la quimioterapia). Para mujeres
premenopdusicas una opcidn es el tratamiento con tamoxifeno que reduce, a 15 afios, un 33% el
riesgo de recurrencia y un 9% la mortalidad por cdncer de mama independientemente de la edad,

la afectacion o no de adenopatias axilares y del hecho de recibir o no quimioterapia (124).

Para las mujeres postmenopdusicas el tratamiento hormonal se basa en el uso de
inhibidores de la aromatasa ya que han demostrado su superioridad, o como poco igualdad,
frente al tamoxifeno. Asi el estudio ATAC (125) compard el anastrozol frente al tamoxifeno, el BIG
1-98 (126) el letrozol frente al tamoxifeno, el estudio TEAM (127) compard el exemestano con el
tamoxifeno, y el ensayo MA-17 (128) analizé dar tras 5 afos de tamoxifeno un inhibidor de la
aromatasa frente a placebo. Todos concluyen con la efectividad de los inhibidores de la
aromatasa, disminuyendo el riesgo de recidiva local, a distancia y la aparicién de cancer de mama

en la mama contralateral en comparacién con el tamoxifeno.

En las mujeres premenopdusicas de alto riesgo que han completado 5 afios de
tamoxifeno, podria continuarse el tratamiento 5 afilos mds. Algo similar ocurre en mujeres que
han tomado 5 afios un inhibidor de la aromatasa, aunque hay menos evidencia para alargar la

terapia endocrina en estas pacientes (85,92).

En cuanto a las terapias dirigidas, el punto de inflexién en el tratamiento de mujeres con

cancer de mama HER2 positivo ha sido el trastuzumab (129).
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JUSTIFICACION: Virus del papiloma humano

El cAncer de mama tiene una larga historia natural todavia no bien conocida. A lo largo de
los afios se han postulado diversas teorias. Asi, la mayor parte del siglo XX estuvo dominada por la
teoria de Virchow y Halsted que postulaba que el cdncer de mama se extendia de una forma
ordenada. Segln Halsted, el tumor se originaba en el epitelio glandular de la mama donde se
mantenia localizado durante un tiempo. Después invadia estructuras vecinas, posteriormente los
ganglios linfaticos y finalmente el torrente circulatorio produciendo metdstasis a distancia. La
teoria de Halsted fue la base de los tratamientos locales agresivos. Pese a estos tratamientos

agresivos, sélo un 25% de las mujeres operadas sobrevivian a los 10 afios (130).

La teoria del cancer de mama como enfermedad sistémica desde fases muy precoces, es
desarrollada por B. Fisher en las décadas de los 70-80 y supone una gran revolucion en el
tratamiento del cancer de mama. Fruto de esta teoria son los tratamientos adyuvantes, que han
conseguido aumentar la supervivencia y disminuir la morbilidad de las pacientes por un lado, vy el

tratamiento local con radioterapia ademds de la cirugia por otro (130).

El cancer de mama consiste en la proliferaciéon acelerada e incontrolada de células del
epitelio glandular. Son células que han aumentado enormemente su capacidad reproductiva. Esta
capacidad evidencié la presencia en la mama de células con caracteristicas de células madre y de
diferenciacion a células mioepiteliales y células luminales (131,132). Debido a su larga vida, las
células madre tienen el potencial de sufrir mayor nimero de mutaciones y por tanto de perder
sus propiedades y dar origen a un tumor. La identificacidn y caracterizacién de las células madre
de mama han proporcionado una nueva visién de la cancerogénesis. Estas células pueden ser
responsables de la iniciacidn y la progresion del tumor, asi como del desarrollo de las resistencias

a diferentes tratamientos (132).

En general, la primera alteracién es presentar una respuesta anormal a los factores de
crecimiento (como por ejemplo, los RE). Posteriormente, las células dejan de responder de forma
normal a la apoptosis, pierden la funcion supresora tumoral y presentan una funcién anormal de
oncogenes. Por otro lado, presentan una inestabilidad genética con cambios en el estroma
formandose neoangiogénesis. Finalmente, invaden el tejido circundante por aumento de la

actividad de las células malignas (133).

En este contexto evolutivo acerca de la historia natural del proceso oncogénico del cancer
de mama, desde hace algunas décadas se ha desarrollado una corriente investigadora para
intentar aclarar el posible papel de los virus en general, y del virus del papiloma humano en

particular, en el cdncer de mama.
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El virus del papiloma humano (VPH) es reconocido hoy en dia como el agente causal para
el desarrollo de carcinoma de cérvix y de sus lesiones precursoras. Si bien es cierto que, aunque
en 1976 se descubrid que diversos tipos de VPH estaban involucrados en el desarrollo de cancer
de cérvix, no fue hasta 1991-1996 cuando Zur Hausen demostré por primera vez la fuerte relacién
gue habia entre cdncer de cuello uterino y VPH a través de la identificacion, clonacién y
secuenciacion de los dos tipos mas importantes de VPH: el 16 y el 18 (134,135). Gracias a estos

hallazgos le concedieron el Premio N6bel de Medicina en 2008.

Posteriormente se ha establecido también la relacidn de este virus con otros canceres de

diversas regiones anatémicas como la orofaringea, el esdfago, la region anal, la vulva o la vagina.

Los papilomavirus, miembros de la familia papillomaviridae, son pequefios virus
(aproximadamente 52-55 nm) y estan constituidos por una capside proteica icosaédrica (con 72
capsomeros pentaméricos) que contiene una doble cadena de ADN circular de 8000 pares de
bases. La mayoria de los papilomavirus se caracterizan por presentar trofismo por determinados
tejidos y afectan de forma especifica a las células de epitelios escamosos, cutdneos o de mucosas,

dando lugar a lesiones proliferativas de origen epitelial (136).

Su estructura genémica es compartida por mas de 200 tipos secuenciados hasta la fecha 'y

consta de 3 regiones (136):

l. Una regién de control LCR (long control region). Esta regidn no codifica proteinas
pero contiene elementos necesarios para la replicacidon y la transcripcidn del
virus.

I Regidn de genes de expresion temprana (early) cuya expresion se traduce en
proteinas implicadas en la regulacién y replicacion viral. Son 6: E1, E2, E4, E5, E6 y
E7. Contiene los denominados marcos abiertos de lectura (ORF, open reading
frames) que son las unidades especificas donde actia la ARN polimerasa. Se
encuentran solamente en las regiones temprana y tardia.

Il Region de genes de transcripcion tardia (late): L1 y L2, cuya expresion genera
proteinas para el ensamblaje de la cubierta viral, la capside. Son expresados sdlo
en las células altamente diferenciadas, donde se produce vy libera las particulas

virales (137).
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Figura 13: Alfapapillomavirus. Estructura (138).

Mientras que los genes de expresion temprana difieren en la estructura entre los

diferentes tipos de VPH, los genes de expresidén tardia, y mas especificamente L1 que es la mayor

proteina de la cdpside viral, mantienen muchas similitudes, lo que le hace que sea la diana

perfecta para la busqueda del ADN viral en los métodos de consenso. No asi en la busqueda

especifica que lo que hacen es localizar E6-E7 (139).

2.1.1. TIPOS DE VPH

Actualmente, la clasificacion taxonémica del VPH se basa en las diferencias en la region

L1 dado que es la que mejor se conserva dentro del genoma (140). De hecho, De Villiers propone

un modelo filogenético que podria explicar las diferencias clinicas de los diversos VPH.

Asi, seguin su grado de similitud en la regidn de lectura abierta L1, se clasifican en:

l. Géneros: comparten menos

de un 60%

en comun, por ejemplo los

alfapapillomavirus, de gran importancia clinica, pues agrupan a los virus asociados

con lesiones mucosas, genitales y no genitales; y los beta, gamma y mu

papilomavirus, que agrupan a los VPH asociados a lesiones cutaneas (140).

Il. Especie: comparten entre un 60-70% en comun.

Il. Tipo: comparten entre un 71-89%.
\A Subtipos: comparten entre un 90-98%.
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V. Variantes: también denominados linajes, cuando comparten entre un 98-99%,
como por ejemplo la variante europea (E) del VPH 16, y

VL. Sublinajes: cuando comparten mas de un 99%.
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Figura 14: Clasificacion taxonémica del VPH en base a proximidad genética en el gen L1, de acuerdo con la
evolucion del VPH. De Villiers (140).

Los diferentes tipos de VPH, también se pueden clasificar segin su tropismo por los

epitelios cutaneos o ano-genitales. Asi, podemos clasificarlos en los siguientes grupos:

I.  Grupo cutdneo: los virus se aislan en verrugas cutdneas plantares. A este grupo
pertenecen los tipos: 1, 2, 3,4, 7, 10, 13, 26-29, 38, 41, 49 y 65.
Il. Grupo asociado a epidermodisplasia verruciforme: se aislan en estos pacientes o en
inmunodeprimidos. Son los tipos: 5, 8,9, 12, 14, 15, 17,19-25, 47, 50.
Ill. Grupo ano-genital: son virus de transmisién sexual con tropismo por las mucosas. Este
grupo ademas, se clasifica en alto y bajo riesgo oncogénico segun el IARC 2012 (141).
4+ Los virus de bajo riesgo (VPH-BR) mds representativos son el 6 y el 11, y suelen
identificarse en verrugas genitales (responsables del 90% de los condilomas) y
lesiones de bajo grado en el cuello uterino. Los tipos son: 6, 11, 32, 40, 42, 43, 44,
54,55, 61,62,64,71,72,74, 81, 83,84,87,89y91.
4+ Dentro de los virus de alto riesgo (VPH-AR) se diferencian 12 tipos virales que se
clasifican consistentemente como VPH-AR que son: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 (IARC de clase 1). El VPH 68 se ha clasificado como de probable alto
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riesgo oncogénico (IARC de clase 2A) y otros siete tipos (VPH 26, 53, 66, 67, 70, 73
y 82) que se han catalogado como de posible alto riesgo oncogénico (IARC 2B).
Este grupo de VPH-AR se asocia a carcinomas genitales como cérvix, vulva, vagina
0 pene pero también a otros érganos como la cavidad faringea, laringe o eséfago
(136,142,143). También se consideran 2B los VPH basados en su analogia
filogénica con virus oncogénicos de suficiente o limitada evidencia en humanos:

30, 34, 69, 85y 97.

Los subtipos de alto riesgo causan lesiones epiteliales escamosas que son las que pueden
progresar a cancer de células escamosas. De hecho, la mayoria de los canceres de cérvix son
producidos por VPH-AR. El VPH-16 es el mas frecuentemente encontrado en ellos, seguido del
VPH-18 y del VPH-31 (144). Ademds, aproximadamente el 20% de los canceres orales son también

positivos al VPH-AR en especial el cancer de orofaringe (137).

2.1.2. CICLO VIRAL

El primer paso para que se produzca la infeccion, es la existencia de microtraumatismos

del epitelio, o que sean delgados o inmaduros, para que el virus acceda al epitelio basal (136).

Una vez alli, entra en contacto con las células basales y la proteina L1 del VPH se une a su
receptor especifico de la membrana basal de la célula huésped, lo cual induce un cambio en la
conformacion de la estructura de la capside viral que expone a las proteinas L2. En esta etapa el
virus solo infecta las capas metabdlicamente activas de la membrana basal del epitelio. Las
capsides del virus, a través de un receptor especifico del queratinocito, penetran en las células
huésped. El genoma viral se introduce en la célula y se establece una infeccidn episémica (ADN no
integrado en el genoma celular). Asi, las células basales infectadas forman “el reservorio de la
infeccidn”, y en estas células, el genoma viral se mantiene con un bajo nimero de copias (145). En
esta etapa, las células son todavia competentes y capaces de replicarse. Esta primera etapa se

denomina fase “no productiva de la infeccién” (141).

Tras ésta, la siguiente etapa en el proceso de la infeccién viral es el estatus mantenido,
qgue puede persistir largos periodos de tiempo, de la infeccién no productiva y por tanto inactiva
(pilar importante de la oncogénesis del VPH). La denominada “fase de latencia” viral sélo indica

que el virus no puede detectarse ni mediante medios moleculares ni citoldgicos.

Cuando se produce la replicacion viral independientemente de la sintesis del ADN

cromosomico del huésped, es cuando se inicia la infeccidon productiva del virus. Para ello, necesita
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como sustrato la maduracion del epitelio escamoso. A medida que las células se dividen, se

producen células hijas que son “empujadas” hacia afuera, hacia la superficie epitelial.

En la infeccion viral productiva, el VPH, ya integrado en el ADN, induce la sintesis de ADN
en las células escamosas del huésped pero, como estas células son maduras y sin capacidad para
dividirse, debe reactivar el ciclo mitético en las mismas. El VPH activa el ciclo celular interfiriendo
en las funciones de dos genes celulares: Rb y TP53 (genes supresores de tumores). Para ello el
ADN virico produce dos proteinas fundamentales: E6 y E7. La proteina E7 se une a Rb, de forma
gue la célula estd en constante divisién. La proteina E6 se une a p53 impidiendo que la célula
revise su ADN y por tanto impide la apoptosis manteniendo asi el estado inmortal de las células
gue contienen secuencias de VPH (ciclo de las células marcadas con nucleos rojos en la figura

15)(56,136,145).

Ademas, estas células expresan la proteina E4 viral y estan tipicamente en las fases S o0 G2
del ciclo celular (presencia de E4 marcada en verde, con ntcleos rojos que indica la replicacion, en
la figura 15). En las capas epiteliales superiores, las células dejan el ciclo celular, y en un
subconjunto de las células E4-positivos, se realizan las proteinas L2 y L1 del virus, permitiendo de
envasado de los genomas virales amplificados (145,146). El sitio de expresion de los diferentes
productos de genes virales se muestra a la izquierda de la imagen, con las etapas clave durante la
infeccién productiva (145). Asi, es la integracion del ADN del VPH en el ADN celular del huésped el

factor determinante para que se inicie el proceso de oncogénesis (147).
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Figura 15: Ciclo viral del VPH-AR en el epitelio cervical, cedido por Doobar (145).
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2.1.3. CARCINOGENESIS

En un momento determinado, y sin conocer con exactitud a qué es debido, una infecciéon
productiva puede convertirse en infeccion con capacidad de transformacién en un proceso
oncogénico. En este proceso, se inhibe la expresion de los genes tardios y el ensamblaje del virién
y los genes E6 y E7 se sobreexpresan. Como consecuencia de esto, se produce una alteracion de

los reguladores del ciclo celular y de los mecanismos de reparacidn del ADN.

No obstante, la infeccién por VPH en el epitelio cervical no es causa suficiente para
producir cancer de cérvix, sino que necesita de otros factores concomitantes (cofactores como el
tabaco, infecciones repetidas, la presencia de estrogenos y progesterona, etc) para que se
produzca la transformacidn neoplasica del epitelio cervical (43). Por otro lado, existen factores de
riesgo de transmisién del VPH como la edad temprana en la primera relacién sexual, una pareja

con muchos compaﬁeros sexuales, etc.

La infeccion por el virus de papiloma humano es la mds comun de las infecciones de
transmisién sexual, pudiendo ocurrir con cualquier tipo de contacto, incluso sin llegar al coito,
como por ejemplo con contacto de mucosa-mucosa o de piel con piel (148,149). Las zonas mas
estudiadas y con mayor riesgo de transformacién neoplasica son el cuello uterino y la linea
pectinea del canal anal. Ambas zonas se caracterizan por un epitelio donde se encuentra presente
la unién escamo-cilindrica. Las particulas virales infectan las células germinales de la capa basal
del epitelio presumiblemente por contacto directo a través de pequefias lesiones de la mucosa

(148), como ya se ha explicado en el apartado anterior.

Este virus es un patégeno que provoca infecciones transitorias, asintomadticas o
subclinicas, sin una consecuencia clinica necesaria en los pacientes inmunocompetentes. La
respuesta inmunitaria frente a este virus es lenta y débil, y esto juega un papel fundamental en la

regresion y la persistencia de los VPH, especialmente en los genotipos mas oncogénicos (150).

Se estima que el 80% de las mujeres contactan con el virus a lo largo de la vida. Tanto la
incidencia como la prevalencia de la infeccion se incrementan con la actividad sexual. De hecho,
durante los primeros afios de vida sexual se observa una elevada incidencia de infeccién, pero
mas del 90% de estas infecciones son transitorias y desaparecen espontaneamente (151).
Aproximadamente el 39-55% de las mujeres presentan la infeccidn tras 24-36 meses de inicio de

las relaciones sexuales (152,153).
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En la historia natural de la infeccién por VPH, sélo una pequeiia proporcion de las
personas expuestas al virus llega a desarrollar cambios celulares, verrugas genitales (VPH-6y 11) o
cancer (137). Si bien es cierto que el cancer de cérvix es el mas estudiado, se ha descrito su
relacidn con otros como el cancer de vagina, de vulva, anal, de pene, asi como de cabeza y cuello.
Por otra parte, el VPH se ha detectado en otros tipos de cancer, incluyendo el de células
escamosas de esofago, de pulmdn, prdstata, ovario, mama, piel y del tracto urinario, aunque en

estos casos la asociacion es todavia controvertida (154,155).

2.1.4. PREVALENCIA DE LA INFECCION POR VPH

La prevalencia del VPH a nivel cervical varia mucho de unas regiones geograficas a otras
(figuras 16 y 17). El estudio realizado en 2010 por Bruni et al (156) muestra las diferencias en la
prevalencia del VPH en las diferentes regiones del mundo. Este estudio estd realizado en los 5
continentes y destaca la alta prevalencia de VPH en el Caribe (35,4%) con respecto a por ejemplo
el Oeste asiatico con una prevalencia del 1,7% (Figura 17). En todas las regiones coincidieron los

serotipos mds prevalentes, estos fueron por orden decreciente: 16, 18, 52, 31, y 58.
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Figura 16: Prevalencia del VPH con citologia normal (157).
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Prevalencia VPH ajustada por region (%)

Caribbean | | 35.4
Eastern Africa | | 33.6
Eastern Europe | | 21.4

Westemn Africa [ 19.6

Southem Africa | 117.4

South America [T 15.3
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Central America [ 1130
[ | 1.7

World |
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Figura 17: Prevalencia del VPH con citologia normal, ajustada por region. Modificada de Bruni et al

(156,158).

2.1.5. METODOS DE DETECCION DEL VPH

El diagndstico de infeccion por VPH clasicamente se ha basado en la identificacion
morfoldgica de la coilocitosis o atipia coilocitica en el contexto de los extendidos citoldgicos. Pero
hoy en dia se utilizan técnicas moleculares para su identificacidn. De los mds de 100 test
moleculares que existen en el mercado, sélo unos pocos estan actualmente validados por las
agencias internacionales para el control de los medicamentos (FDA...) para su uso en diagndstico
clinico. Los diferentes métodos tienen establecidos limites de sensibilidad y especificidad
diferentes; ademas la calidad del anadlisis del ADN esta condicionada también por una serie de
factores técnicos y de conservaciéon de la muestra que puede ser determinantes para los

resultados.

La deteccion del ADN del VPH mediante técnicas de Biologia Molecular,
independientemente del método utilizado, se basa en la especificidad de la complementariedad
entre los acidos nucleicos. Una secuencia de ADN tiene la capacidad de hibridar especificamente
con otros ADN o ARN de modo tan especifico que a una determinada temperatura solamente se
forman hibridos si el 100% de las bases son complementarios (136,159). Existen dos métodos
fundamentales que se han convertido en referentes a nivel de diagndstico: la captura de hibridos

y la reaccién en cadena de la polimerasa.
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A continuacién se exponen de manera breve los test mas utilizados en funcién de si

amplifican acidos nucleicos (ADN o ARNmensajero) o bien amplificacion de la sefial.

2.1.5.1. HIBRIDACION MOLECULAR
l. Captura de Hibridos

La captura de Hibridos (Hybrid Capture®2 o hc2) es el método mads contrastado en la
literatura. Su especificidad radica en que la deteccidn de la seiial amplificada se realiza con sondas
especificas de ARN marcadas capaces de detectar diferentes tipos de VPH. Cuando existe
infeccidn virica, las sondas de ARN forman un hibrido con el ADN del virus. El hibrido es capturado
por el anticuerpo especifico y detectado mediante ELISA (método luminescente). La captura de
hibridos es el gold estandar en la deteccidon del VPH-AR. Este método tiene una sensibilidad
menor que la PCR pero adecuada al nUmero de copias virales que se consideran relevantes a nivel
diagndstico y por tanto muy adecuado para el cribado clinico. El inconveniente es que no permite
distinguir entre subtipos virales ni la presencia de infecciones multiples (genotipos especificos). El
analisis se realiza sobre las muestras cervicales utilizando un kit Digene Cervical Sampler (Qiagen,
Gaihersburg, MD, EEUU). Esta prueba detecta 13 tipos de VPH-AR (-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45,
-51, -52, -56, -58, -59 y -68) y 5 BR-tipos (-6, -11, -42, -43 y -44). La prueba puede realizarse con la
sonda de bajo riesgo y/o de alto riesgo. Este método ha sido aprobado por la FDA en 2003. La
sensibilidad de la técnica es de 1 pg de ADN de VPH-16 clonado por mililitro de muestra, lo que
equivale a 100.000 copias del genoma viral. El limite de deteccidon para los 18 tipos de VPH
incluidos en las sondas de alto y bajo riesgo, segun las instrucciones del fabricante, varia entre
0,62-1,39 pg/ml de muestra, con un valor promedio de 1,09 equivalente a 109.000 copias

(136,151,159-161).
Il. Cervista®

Cervista® VPH (Hologic, Inc., Cambridge, MA, EE.UU.) detecta la presencia de 14 tipos de
VPH-AR (-16, -18, -31, -33, 35, -39, -45, -51, -52, -56, -58, -59, -66 y -68). Esta prueba también
utiliza un método de amplificacidn de sefial para la deteccién del ADN. En comparacién con hc2,
se ha demostrado que Cervista® tiene mayor sensibilidad. Ademas, tiene menor tasa de falsos
positivos y alta sensibilidad y especificidad para la genotipificacion del VPH-16/18. Esta aprobada
por la FDA y posee la ventaja de necesitar menor cantidad de muestra, tener un control interno y
baja reactividad cruzada para VPH-BR. Como desventaja, que sélo puede analizar muestras de

citologia liquida, de modo que no puede utilizarse en muestras tisulares. Existen dos tipos de
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prueba Cervista®: en una, el resultado informa de la presencia o no de VPH-AR pero no de la carga

viral; y en la otra hace una distincion del VPH-AR parcial (distingue 16, 18 del resto)(151,160-162).

2.1.5.2. AMPLIFICACION DEL ADN VIRICO

Estan basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Es el sistema de
amplificacion molecular mas utilizado en el laboratorio. Utiliza pequefias sondas de ADN (que se
denominan cebadores o “primers”) que hibridan especificamente en secuencias de ADN viral.
Estas sondas son dobles y flanquean la regién de ADN de interés. Tras una serie de reacciones de
desnaturalizacion y copia de esa regién de ADN viral en la muestra, se produce una amplificacién
en cadena de la regidon de interés que luego puede ser visualizada por diferentes técnicas (ELISA,
electroforesis, deteccidn laser, etc.). En este método se combinan, por una parte la especificidad
de la unién de los cebadores y, por otra parte, la sensibilidad que resulta del proceso de
amplificacion (para regiones consenso de orden de picogramos de ADN viral y para regiones
especificas de femtogramos de ADN. Deteccidn real de 10 copias de ADN viral entre 1 millén de

células).

Es una técnica extraordinariamente sensible, capaz de detectar la presencia de muy pocas
copias de ADN del virus. Tras la amplificacidn del material a estudiar, la tipificacién viral puede
realizarse utilizando sondas especificas para cada virus con sondas que permiten diferenciar alto o
bajo riesgo o con enzimas de restriccion que proporcionan patrones diferentes para cada tipo

(159), figura 18.
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Figura 18: PCR o reaccion en cadena de la polimerasa
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Tipicamente los procedimientos de PCR para la detecciéon de VPH utilizan cebadores
dirigidos al gen L1 de la cdpside viral (que es una de las regiones mds conservadas dentro del
genoma viral), que pueden detectar la mayoria de los tipos de VPH que afectan a las mucosas.

Estos cebadores son (136,151,159):

4+ Los primers PGMY09/11 son los cldsicamente utilizados pero tienen en contra el gran
tamanio del fragmento amplificado (450bp), lo que disminuye su sensibilidad debido a la
fragmentacion que, en ocasiones, presenta el ADN.

4 Por el contrario los primers SPF10 amplifican un fragmento muy corto (65bp) lo que le
hacen ideal en muestras con ADN parcialmente cortado, como las incluidas en parafina. El
pequefio tamafo del amplificado favorece las contaminaciones y reduce la especificidad.

4+ Con un tamafio intermedio de amplificado (150-170bp), estdn los primers GP5+/6+. Estos

cebadores disminuyen los inconvenientes que presentan los dos anteriores.

Las técnicas de PCR son rdpidas, relativamente poco laboriosas y altamente sensibles. No
obstante, no permite cuantificar la cantidad de ADN en la muestra salvo en los casos de Q-PCR o
PCR cuantitativa. Puede existir falsos positivos por contaminacién, aunque esto se ha reducido
con la introduccion de controles internos. Otro posible problema en la aplicacién de la técnica es
gue el genoma del virus en ocasiones se integra en el genoma de la célula huésped, lo que implica

una disrupcién del genoma viral y podria afectar al proceso de amplificacion.
I.  Amplicor HPV test®

Consiste en la amplificacién del ADN mediante PCR, seguido de hibridacién de los acidos
nucleicos para la identificacion de genotipos de alto riesgo oncogénico de VPH. Para ello, utiliza
los cebadores PGYMO09/11. Este test incluye una mezcla de sondas de 13 tipos de alto riesgo
(sensibilidad analitica de 500 copias/ml) y coamplifica el gen de la B-globina como control de la

calidad de la muestra. Los resultados son cualitativos no dando genotipado del VPH (136,159).
II.  Cobas 4800®

Esta prueba, que lee el anterior sistema, combina la extraccidon automatizada de muestras
combinada con la tecnologia en tiempo real de la PCR para detectar 14 tipos de VPH-AR. En caso
de dar positivo informa si es el VPH-16, VPH-18 o alguno de los otros 12 tipos de alto riesgo. Sélo
puede utilizarse material conservado para citologia en medio liquido, no pudiendo utilizar
material histolégico conservado en parafina. Esta técnica también estd aprobada por la FDA

(151,160,161).
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. Real Time HR-HPV Abbott®

Se trata de una técnica basada en el genotipado individual concurrente para VPH 16/18 y
la deteccidon combinada de otros 12 VPH de alto riesgo mediante PCR en tiempo real. Utilizando

como cebadores GP5+/GP6+. También utiliza como control interno la B-globina (159).
V. Linear Array VPH Genotyping Test®

Consiste en la hibridacion reversa de productos de amplificacidon obtenidos por PCR, sobre
un soporte sdélido de nitrocelulosa. Utiliza el cebador PGMY09/11. Es capaz de identificar 37 tipos

de VPH, 18 de ellos son VPH-AR. Como control interno utiliza la B-globina (136,159).
V. INNO-LiPA VPH Genotyping Extra®

Esta prueba amplifica el ADN del VPH con cebadores SPF10 en la region L1 y puede
distinguir 28 tipos de VPH, 18 de ellos son de alto riesgo. Al tener una alta sensibilidad lo hace
especialmente indicado para su uso en material de biopsia fijado. Una de las ventajas de este
método es que son capaces de distinguir infecciones multiples y el uso de mas de un sistema de
PCR es mas robusto a la hora de detectar infecciones multiples. Como control interno utiliza HLA-

DBP1 (159,163). Sin embargo, en contra esta el hecho de que es muy sensible a la contaminacion.
VI. HPV Genotyping RH®

Basada en técnicas de hibridacidn reversa, este test esta indicado cuando HC2 da positivo.

Este test identifica 18 tipos de VPH-AR (159).
VII. CLART® Papillomavirus humano 2:

Es un sistema que permite el genotipado del VPH mediante identificacién gendmica para
diagndstico in vitro. La especificidad y la sensibilidad diagndstica alcanza el 98 y el 100%
respectivamente. El kit estd basado en la amplificacién de fragmentos especificos del genoma
virico y su posterior hibridacién con sondas especificas para cada tipo de VPH. Es capaz de
detectar infecciones y coinfecciones de hasta 35 genotipos (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40,
42,43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85y 89). Se
puede utilizar distintos tipos de muestras (frotis, suspensiones celulares y tejido fijado en formol e

incluido en parafina).
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Figura 19: Esquema del método de visualizacion de CLART® (164): Las sondas, inmovilizadas sobre la
superficie, capturan sus productos amplificados complementarios marcados con biotina. A través de la
biotina, se une el conjugado, en este caso estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano, Horse Radis
Peroxidase). El sustrato o-dianisidina por la accion de la HRP, produce un precipitado sobre la zona en la
que se produce la hibridacion.

VIII. HPV DIRECT FLOW CHIP

Este método identifica 36 genotipos (VPH-AR: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 73y 82, y VPH-BR: 6, 11, 40, 42, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81, 84 y 89)
por PCR directa e hibridacidn reversa dot blot. Tiene una sensibilidad analitica y especificidad del
100%, certificada por el Panel de la OMS VPH LabNet Proficiency 2011 (165). Se puede usar tanto

con muestras en fresco como fijadas en parafina.

2.1.5.3. METODOS DE DETECCION DE ARN-VIRICO DEL VPH
Aptima®

Es un sistema automatizado que permite la deteccion de 14 tipos de VPH-AR (los mismos
que Cervista®) mediante andlisis de ARN mensajero viral de las oncoproteinas E6 y E7 en
citologias en medio liquido. Medir la expresién de los genes E6 y E7 constituye un test indicativo
de elevada carga viral de integracion celular y tiene un valor predictivo positivo en las lesiones de

bajo grado superior a la deteccidn del ADN virico. Estd aprobada por la FDA. Existen dos ensayos
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de Aptima®, una no discrimina entre subtipos de VPH-AR y la otra hace una distincidn parcial

(detecta 16,18 y 45 del resto) (151,160,161).

Cuadro 13: Métodos de deteccion del VPH

Nombre Molécula  Amplificacién muestra Aprobacion VPH objetivo Genotipado

diana reglamentaria VPH
HC2® Qiagen Genoma  Amplificacién sefal FDA/CE-IVD 13 VPH-AR NO

completo 5 VPH-BR
Cervista HPV- L1 Amplificacion sefial FDA/CE-IVD 14 VPH-AR Parcial (16,18)
16/18% Hologic
Amplicor® Roche L1 PCR con cebadores CE-IVD 14 VPH-AR Parcial (16,18)

PGMYO09/11
COBAS 4800 L1 PCR con cebadores FDA/ CE-IVD 14 VPH-AR Parcial (16,18)
Automation PGMY09/11
CLART-HPV2 L1 PCR 35 genotipos: S|
(Genomica) VPH-AR y VPH-
BR
Real Time HR-HPV L1 PCR con cebadores CE-IVD 14 VPH-AR Parcial (16,18)
Abbott® GP5+/GP6+
HPV Direct Flow L1 PCR directa+ CE-IVD 18 VPH-AR SI
C}.“p (If/la.ster hibridacion reversa LoV BR
Diagnéstica®)
dot blot
Linear Array L1 PCR con cebadores CE-IVD 18 VPH-AR Sl
H ®
Genotyping Test PGMY (L1) TOTAL: 37
Roche
INNO-LiPA L1 PCR con cebadores CE-IVD 18 VPH-AR S|
H ®

Genotyplng Extra GP5+/GP6+ TOTAL: 28
Innogenetics
HPV Genotyping L1 PCR con cebadores CE-IVD 18 VPH-AR Sl
RH® Qiagen GP5+/GP6+
Aptima HPV- E6/E7 Amplificacién de ARNm CE-IVD/FDA 14 VPH-AR Parcial
16/18/45 Genotype ARNm basada en la (16,18,45)

Assay® Hologic transcripcion inversa

FDA: Foods and Drugs Administration; CE-IVD: Comunidad Europea- Diagndstico in vitro; VPH-AR: VPH de
alto riesgo oncogénico; VPH-BR: VVPH de bajo riesgo oncogénico.
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Actualmente existen mas de 300.000 articulos sobre cdncer de mama referenciados en
Pub-Med (Octubre de 2015); sin embargo, todavia queda mucho por conocer sobre las causas que
producen esta enfermedad. Un hecho irrefutable es que existen factores externos a los de base

genética que influyen en el cadncer de mama, pero, écuales?...

Ya se han descrito los factores de riesgo conocidos como por ejemplo los diferentes
patrones alimenticios, las caracteristicas obstétrico-ginecolégicas de las mujeres o las alteraciones
del sistema inmunitario; pero asi y todo, hay factores de los que aun no conocemos bien su

posible papel oncogénico. Este es el caso de los virus (43).

A través de los afios, el conocimiento cientifico también ha estado influenciado “por
modas”. Asi en la década de los 60-70 se estudid sobre todo los virus como posible causa; durante
la década de los 80 se cuestiond sobre todo la dieta y el consumo de grasas. Y ya en la década de

los 90 se centro el interés en los posibles genes como causantes del cancer.

The International Agency for Research on Cancer (IARC), establece que el 18-20% de los
canceres en general tienen factores bioldgicos (virus) como carcinégenos (166). Aunque Bittner
descubrid en 1943 el virus del tumor mamario del ratén (mice mammary tumor virus o MMTV)
(41,60) como causante del cancer de mama en ratones (primer indicio de que un virus era
carcindgeno), fue en 1964 cuando se describié el primer virus implicado como agente etiolédgico
en el cancer humano, (virus Epstein-Barr en el linfoma de Burkitt). Posteriormente, se fueron
descubriendo otros virus implicados (infecciones cronicas) en el cancer, bien como iniciadores o
como inductores de la carcinogénesis: VPH en el carcinoma cervical, VHB (virus hepatitis B) y VHC
(virus hepatitis C) en el carcinoma hepatocelular, virus herpes-8 en el sarcoma de Kaposi,
poliomavirus de células de Merkel en el carcinoma de células de Merkel, CMV en el glioma, etc...
(143,167-169). Si bien es cierto que la mayoria de las personas que tienen infecciones por estos
virus, por ejemplo VEB para el linfoma o el VPH para el cancer cuello uterino, no desarrollaran

nunca este cancer (170).

Los mecanismos de carcinogénesis de estos virus son diferentes: asi el VPH, el VEB o el
virus de Kaposi codifican oncoproteinas que alteran la regulacion normal de la célula; otros como
el VHC o el VHB juegan su rol a través de la induccién de una inflamacién crénica; por ultimo el

VIH juega un papel indirecto afectando al sistema inmunitario del huésped (168,169).
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En el cancer de mama se ha descrito la presencia de varios virus: virus del Epstein-Barr, el
MMTV vy el virus del papiloma humano (41,59,60,167,171). Todos ellos tienen algo en comun: los
mecanismos que pueden causar la iniciacién y la progresion del cancer de mama. En primer lugar,
determinados productos génicos pueden afectar a la regulacién del ciclo celular, inhiben la
apoptosis, promueven la angiogénesis y activan el fenotipo metastdsico. En segundo lugar, estos
virus tienen la capacidad de ser inmunosupresores, lo que lleva a escapar de los mecanismos de

vigilancia de las células huésped (59).

Asi, varios autores realizan sus investigaciones buscando la asociacidn entre distintos virus

como promotores del cancer de mama.

Tsai en 2005 (172) buscd la posible relacién causal de factores virales (virus herpes simple
1y 2, citomegalovirus, virus del papiloma humano, virus Epstein-Barr y herpesvirus tipo 8) con el
cancer de mama. Estudié 62 muestras con cancer de mama y 16 con patologia benigna de la
mama (fibroadenomas, cambios fibroquisticos, etc...) encontrando positividad para alguno de
estos virus en 52 de las 62 piezas de cancer de mama: 12,9% de las piezas a VHS-1, 45,2% de las
piezas a VEB, 75,8% de las piezas a CMV, 12,9% de las piezas a VPH, y 45,2% de las piezas a VHH-8.
Excepto una muestra, el resto tenian infecciones multiples, es decir de varios de estos virus. De
las 16 muestras de patologia benigna mamaria sélo se encontré en dos casos VPH (sin genotipar).
Este autor concluye en este articulo, y posteriormente en 2007 (172,173), que el cancer de mama
tiene una relacién significativa con la infeccién viral multiple y que ésta influye ademads en la
supervivencia global. Aun con todo esto, el estudio sélo demuestra significacidon estadistica con el

virus herpes tipo 8.

Posteriormente, en el estudio de 2012 de Glenn et al (171) se establece que existe una
colaboracidn entre virus Epstein-Barr y VPH de tal manera que estos virus pueden interactuar en
procesos oncogénicos. En la misma linea estd Corbex (174) en 2014, que habla de esa misma
colaboracidon y encuentra coinfeccién en el 2,4% de los casos con carcinoma infiltrantes en
mujeres argelinas. Corbex estudia la existencia de varios tipos de virus (VPH, poliovirus y
herpesvirus) en canceres de mama. Encuentra significacidon estadistica en su conjunto (p=0,009),
si bien cuando desglosa por tipos de virus solo existe significacion para el virus del Epstein-Barr.
Asi, concluye que pueden ser tanto el VEB como el VPH cofactores en la carcinogénesis de los

tumores de mama mas agresivos.

Joshi et al (60) realiza un estudio descriptivo de los estudios publicados hasta 2012 de la

presencia de VPH, virus del Epstein-Barr y MMTV en el cancer de mama sin poder concluir una
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relacidn causa efecto claro. Cabe sefialar que el MMTV, en realidad es un virus propio de ratones
como su propio nombre indica. Liu et al (168) consiguieron amplificar un virus humano que era
95% homodlogo al MMTV por lo que lo llamaron Human Mammary Tumor Virus (HMTV). No
obstante, en la literatura se sigue haciendo referencia al MMTV. EI HMTV ha sido el centro de
atencién dado que es un virus reconocido en el ratén como agente causal del cancer de mama, y

ya se ha objetivado en la leche materna (175).

Por otro lado, en Argentina el grupo de Pereira habia descrito también en 2010 la
presencia de VEB en el 31% de las pacientes con carcinoma de mama. De hecho, en su estudio de
2013 donde buscan VPH, describen en 1 de las 61 muestras infeccién concomitante de ambos
virus, sefialando que ambos pueden contribuir en el proceso neoplasico (176). Aguayo et al (177)

también encuentra coinfeccién ente VPH-16 y el VEB en 1 de los 46 casos.

De Paoli y Carbone (169) en 2013 realizan una revisidon de los agentes virales implicados
en el cancer de pulmdn, de colon y de mama. Concluyen que no hay evidencia suficiente en la
literatura para establecer como agentes implicados en el cancer de mama al VPH, VEB o al MMTV,

pero que son necesarios mas estudios.

En 2014, Bae (178) establece como posible hipdtesis del pico de incidencia de cancer de
mama en mujeres coreanas entre 45-50 afios la infeccidn viral. Y ese mismo afio, Akhter et al
(168) expone que si bien se han descrito la presencia de varios virus en el cancer de mama, no se

puede determinar su relacién causal.

En 2015, Fimereli (179) estudié 58 piezas de cancer de mama con diferentes métodos
moleculares buscando la presencia de virus en general (transcripcion viral). Encontré mediante
PCR dos muestras VPH-positivas (VPH-16 y la otra VPH-AR). Asi mismo, encontré HHV-6 y
poliovirus. Sin embargo, concluye que no existe suficiente nimero de secuencias virales para

determinar a los virus como causa del cancer de mama.

Con todo esto, si la presencia de los virus en la mama es casual y actian como simples
“pasajeros” o si tienen un rol importante en la génesis del cancer, no esta del todo claro. Lo cierto
es que, a excepcion del HMTV, el resto de virus descritos en el cancer de mama, ya han sido
descritos en otros canceres. Por todo ello, la busqueda de la causa viral como factor promotor del
cancer de mama sigue creando muchas controversias ya que la comunidad cientifica exige un
mecanismo de carcinogénesis viral y no sélo la mera presencia del virus en el tejido afecto

(43,60,168,171).
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A colacién de esto, para que un virus sea una de las causas de un cancer determinado,
deben de darse una serie de premisas tal y como se establece en los criterios de Bradford Hill.

Estos se exponen en el cuadro 14 (60,168,180).

Cuadro 14: Criterios de causalidad de Bradford Hill (60,168,180).

La presencia del marcador viral debe ser mds frecuente en los casos que en los controles
dentro de la misma regién geografica.

Debe existir una relacion temporal, es decir la exposicién al virus debe preceder a la
enfermedad.

La presencia del virus y su relacidn con el cancer debe ser evidenciada en varios estudios.

La prevalencia geograéfica del virus y del cdncer debe de ser elevadas en las mismas regiones.

Debe haber una relacién dosis-respuesta entre el nivel de exposicidn al virus y la incidencia
de ese cancer.

Debe existir una coherencia bioldgica: la causalidad viral debe tener sentido en términos de
modo de transmision, historia natural...

El virus debe tener capacidad oncogénica para infectar el epitelio.

La prevencion de la infeccién por el virus deberia disminuir la incidencia de céancer.

De todos ellas, la primera premisa es la mdas importante ya que sin ella, no se pueden dar
las siete restantes. Asi, numerosos investigadores han adoptado un enfoque molecular para el

primer criterio, en busca de evidencia de ADN de VPH en tejido tumoral mamario.

A partir de la busqueda de esta evidencia, los estudios publicados sobre el virus del
papiloma humano y el cancer de mama son del todo contradictorios, siendo muy amplia la
horquilla existente, con una prevalencia del VPH del 0% al 86.21% en las muestras de tejido con
cancer de mama (53-60). Ademas, estos estudios son muy heterogéneos en cuanto a metodologia
utilizada. Este tema ha tenido un interés creciente como se puede observar en la figura 20, donde
se ven desglosados por afios las publicaciones sobre VPH y cidncer de mama (excluyendo

revisiones y metaanalisis).

111



IMPLICACIONES DEL VPH EN EL CANCER DE MAMA EN MUJERES

Articulos publicados que estudian la presencia de VPH
en el cdncer de mama
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25

20

15
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B PRESENCIADEVPH  m NO PRESENCIA DE VPH

Figura 20: Articulos publicados sobre el VPH y el cancer de mama.

Se puede observar cdmo, aunque el primer trabajo de VPH en cdncer de mama es en
1992, no es hasta 2004 cuando cobra un interés que ha ido en aumento hasta nuestros dias. Cabe
sefialar ademas que los estudios a favor de la presencia de VPH son cada vez mayores, si bien es
cierto que en algunos trabajos la proporcidn de presencia del virus es baja (como se detallard mas
adelante) y por ello concluyen que no pueden determinar que exista o no una relacién causal

entre VPH y cancer de mama.

De la revision realizada sobre estudios que buscan la presencia de VPH en el cancer de
mama, se han seleccionado 64. De ellos, 28 son estudios que recogen casos y controles (aunque
en la mayoria no sigue la metodologia propia de dicho tipo de estudios, sino que realizan un
estudio puntual en alguna muestra de tejido mamario no tumoral), mientras que 36 sélo realizan
la busqueda viral en casos afectos de neoplasia mamaria, siendo alguno de ellos de dudosa

calidad metodoldgica (tabla 2).
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Tabla 2: Descripcion de los estudios sobre VPH y cancer de mama.

Autor, afio Pais Cons. Método Region VPH+/ Casos (% VPH+/ Controles OR
Muestra deteccion amplificada VPH+) (% VPH+)
virus (cebadores)
Bratthauer, 1992  USA Parafina PCR/SB L1 (6, 11, 16, 18) 0/28 (0%) Carcinoma 0/15 (0%) -
(181) papilares y CDI Papiloma
intraductal
Di Lonardo, 1992  Italia Parafina PCR E6(11,16,18) 5/17(29,4%) Cl - -
(182)
Wrede, 1992 (183) Reino Parafina PCR L1 (GP) 0/80 (0%)CI = =
Unido
E7 (16,18)
Czerwenka, 1996  Austria Parafina PCR/DBH L1(MY)/(6,11,16 0/20 (0%) Paget - -
(184) ,18,31,33,35)
Gopalkrishna, 1996 India Fresco  PCR/SBH E6 (16,18) 0/26 (0%) Cl 0/4 (0%) .
(185) Fibroadenoma
Hennig, 1999 (186) Noruega Parafina PCR/ISH  GP5+/GP6+ 19/41(46,34%) - -
(1+) ClconAPcx
E6(11,16,18,33)
0/8 ClsinAPcx
Yu, 1999 (187) Japén Parafina PCR/SBH E6 (16,18,33) 18/52(34,6% CDly  1/20 (5%) HDA,  P=0,02
China CDIS Paplloma,’
mastopatia
Yu, 2000 (188) China Parafina PCR/SBH E6 (16, 18,33) 14/32 (43,8%) CDI - -
Liu, 2001 (189) USA Fresco PCR/DBH L1/E6-E7. 6/17 (35,29%) ClI - -
ColE1/pBR322
Li T., 2002 (190) China Parafina PCR E6/E7 (16,18)  19/28 (68%) Cl - -
Damin, 2004 (191) Brasil Parafina PCR/seq E6(16,18) 25/101 (24,75%)Cl  0/41 (0%)Mn- 27,67
F fibroadenomas (1,64-
resco 466,13)
P<0,001
Noguera, 2004 Argentina Parafina PCR L1 (MY09/11)  0/40 (0%) CI - -
(192)
Widschwendter,  Austria Parafina PCR/ISH L1 /GP5+/GP6+ 7/11(63,6%) Clo - -
2004 (193) (16,18) ganglios + mujer con
AP ca cx
1/11 Cl sin APca cx
De Villiers, 2004  USA Parafina PCR/ISH L1 (GP,Cp,FAP) 25/29 (86,21%)Cl 20/29 (69%) -
(194) Pezén
Kan, 2005 (195) Australia Congel. PCR/seq E6(16,18,33) 24/50 (48%) CI - -
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Autor, afio Pais Cons. Método  Regidn VPH+/ Casos (% VPH+) VPH+/ Controles OR
Muestra deteccion amplificada (% VPH+)
virus (cebadores)
Tsai, 2005 (172) Taiwan Fresco PCR L1 (MY9/11) 8/62 (12,9%)CDI 2/60 (3,3%) -
Fibroadenomas,
Mn, tumores
tiroideos
Kroupis, 2006 (196) Grecia Congel. PCR/RLFP L1 (MY, GP) 17/107 (15,89%) Cl - -
E6/E4(6/11,16,1
8,31,33,52,58)
Gumus, 2006 (170) Turquia  Fresco  PCR L1 (MY) 37/50 (74%) Cl 16/50 (32%) P=0,000
mismas pac. Con
E6-E7
Cl pero Mn
(11,16,18,33)
Lindel, 2007 (197) Suiza Parafina PCR L1, SPF% (40  0/81(0%)Cl - -
tipos VPH)
Yasmeen, 2007 Canada Parafina PCR E6/E7 17/17 (100%) CI 2/18 (11%) Mn -
198 16,18,31,33,35
(198) ( ) 6/10 (60%) CIS
Choi, 2008 (199) Corea Parafina PCR/mycr Chip con 28 8/123(6,5%) ClI 0/31 (0%) -
oarray tipos Papilomas
Akil, 2008 (200) Siria Parafina PCR L1 (PGMY09/11) 69/113 (61,06%)Cly - =
|
E6/E7 %
(16,18,31,33,45)
Duod, 2008 (201) Italia Parafina PCR/LiPA (MY09/11, 1/24 (4,16%)CI . -
GP5+/GP6+
/ ) 1/28 (3,38%)C.Papilar
Khan, 2008 (202) Japdn Parafina PCR /LiPA L1/SPF10/E6 23/99 (18,5%) CDI - -
3/25 (2,5%) CDIS
De Cremoux, 2008 Francia Congel. PCR GP5+/GP6+ 0/50( 0%) CI - -
(203) (16,18,33,45,6,1
1)
De Ledn, 2009 México Parafina PCR/seq 15/51 (29,4%) Cl 0/43 (0%) Pbm -
204
(204) L1 (MY, GP)
Mendizabal-Ruiz, Mexico Parafina PCR/seq E1/Cpl &CplIG 3/67 (4,47%) Cl 0/40 (0%)Pbm -
2009 (205)
He, 2009 (206) China Congel. PCR E6 24/40 (60%) CI 1/20 (5%) Mn P=0.,001
Heng, 2009 (207)  Australia Parafina PCR L1 (MY, GP) 5/13 (39%) CDIS 3/17(18%)Mn -
PCRin situ E6 (16,18) 3/13 (23%)CI
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Autor, aiio Pais Cons. Método  Regidn VPH+/ Casos (% VPH+) VPH+/ Controles OR
Muestra deteccion amplificada (% VPH+)
virus (cebadores)
Ong, 2009 (208) Singapur Parafina PCR GP5+/GP6+ 0/92 (0%)CI - -
FAB 59/64 32/92 (35%)
Hachana, 2010 Tunez Congel. PCR L1 (GP, E1) 0/123 (0%)ClI - -
209
(209) Parafina ISH E6/E7(16,18,31, 0/123 (0%)Cl
33,52/58)(6,11,
16,18,31,33)
Aceto, 2010 (57) Argentina Parafina PCR E6 (16,18) 3/5 CI CM juvenil -
Yavuzer, 2010 (210) Turquia  Parafina PCR MY/GP 0/84 (0%) CI - -
Antonsson, 2011 Australia Congel. PCR FAP 59/64 27/54 (50%) Cl 1/4 (25%) Mn -
211
(211) ISH L1/Esp VPH-18 0/27 (0%) CI
Aguayo, 2011 (177) Chile Parafina PCR L1/ Inno-Lipa 4/46 (8,7%) ClI - -
(16/18)
Ghaffari, 2011 Irdn Congel. PCR - 20/67 (30%) CI - -
(212)
Hedau, 2011 (58) India Congel. PCR L1(MY09/11,  0/228 (0%) Cl E .
GP5+/GP6+
gRT-PCR / ) 0/142 (0%) Sangre
E6-E7 (16)
Mou, 2011 (213)  China Fresco  DBH/seq L1(MY09/11, 4/62 (6,5%) ci 0/46 (0%) Mn -
GP5+/GP6+)
Silva, 2011 (214)  Brasil Parafina PCR E1(6,11,16,18) 0/79 (0%) Cl . =
Baltzell, 2012 (215) USA Parafina ISH L1Especificos 4/70 (5,7%) CI-CIS - -
(16,18,31,33,35,
PCR-IS 39 2/70(2,9%) CI-CIS
45,51,52,56,58,
66)
Chang, 2012 (216) China Fresco  PCR/ISH E6/E7 0/48 (0%) CI-CIS 3/30 (10%) Pbm -
(6,11,16,18)
Glenn, 2012 (217) Australia Congel. PCR E6 25/50 (50%) Cl 8/40 (20%) P=0,000
CELech
Parafina PCRin situ 6/13 (46%) 4/14 eche
(28%) CDIS-CDI 3/18 (18%) Mn
Frega, 2012 (54) Italia Parafina PCR INNO-LiPA HPV  9/31 (29%) CI 0/12 (0%) Pbm P<0,04
(SPF10)
Herrera Romano, México Parafina PCR L1 GP5/6 0/118 (0%) CDIS 0/2 (0%) Lesién -
2012 (218 5
(218) Congel. E6 VPH-16 0/10 (0%) CDIS pezon
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Autor, aiio Pais Cons. Método  Regidn VPH+/ Casos (% VPH+) VPH+/ Controles OR
Muestra deteccion amplificada (% VPH+)
virus (cebadores)
Sigaroodi, 2012 Iran Parafina PCR L1 GP5+/GP6+ 15/58 (25,86%) Cl 1/41 (2,41%) OR: 13,95
(219) cp Fibroadenomas  (95%,IC
1,762-
FAP 110,526)
P=0,002
Herrera-Goepfert, México Parafina PCR L1 (C1/C2, 8/20 (40%) - -
2013 (220) MY09/11, C.metaplasico
GP5+/GP6+) E6
Hossein, 2013 (221) Iran Parafina PCR L1 MY09/11 52/150 (34,6%) Cl - -
Kwong, 2013 (222) China Fresco PCR- L1/E6 (VPH- 0/94 (0%) CDI - -
RT 16/18
/seq /18) 0/8 (0%) CDIS
Liang, 2013 (223)  China Congel. HC2(13 - 48/224 (21,4%) CI-CIS 6/37 (16,2%) P=0,468
serotipos Fibroadenomas
VPH-AR)
Pereira, 2013 (176) Argentina Congel. PCR L1(MY09/11,GP 16/61 (26%) Cl - -
RT-PCR 5+/GP6+) E6-E7
_ (16)
Ali, 2014 (224) Iraq Parafina ISH (16,18,31,33,35, 60/129 (46,5%) CDI-  3/24 (12,5%) Pbm P<0,001
45,51,82 CLI
) 0/20 (0%) Mn
Ahangar, 2014 Irdn Parafina PCR/seq L1 21/65 (32,3%) ClI 0/65 (0%)Pbm -
(225) (MY/GP5/GP6)
Corbex, 2014 (174) Argelia Parafina PCR Primer 6/37 C. inflam. - -
especificos 7/86 C. no inflam.
6/25CITN  (11,8%)
5/56 Clno TN
Manzouri, 2014 Iran Parafina PCR- L1 GP5+/GP6+ 10/55 (18,2%) CI 7/51 (13,7%) Pom P=0,53
(226) INNO-LiPA ductal-lobulillar-
medular
Ohba, 2014 (227) Singapur Congel. PCR-RTq L1 65/209 (31,1%) Cl - -
Lv, 2014 (228) China - HC Il 9/56 cancer mama -
Piana, 2014 (229) Italia Parafina PCR INNO-LiPA HPV  6/40 (15%) CI TN - P=0,026
(SPF10) L1
0/40 CI noTN
Wang, 2014 (230) China Congel. PCR/seq Secuenciacién  1/7 Cancer mama 2/2
masiva paralela
Fernandes, 2015 Venezuela Fresco PCR INNO- L1 SPF10 10/24 (41,67%) CDI- - -

(231)

LiPA

CDIS-CLI
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Autor, aiio Pais Cons. Método  Regidn VPH+/ Casos (% VPH+) VPH+/ Controles OR
Muestra deteccion amplificada (% VPH+)
virus (cebadores)
Fimereli, 2015 Bélgica Parafina PCR+ISH  Secuencia VPH- 2/58 (3,4%) Cl - -
(179) AR
Fu, 2015 (232) China Parafina PCR E7 de VPH-58 25/169 (14,79%) 1/83 (1,2%) P=0,001
ISH 17/169 (10,06%) CI 1/83 (1,2%) Pbm  P=0,008
LiJ., 2015 (233) China Parafina PCR L1 (M09/11; 3/187 CI-CDI-CLI 0/92 (0%) Pbm
GP5-6
E6/E7 de VPH-
16,18
Salehpour, 2015 Iran Parafina PCR L1 GP5+/GP6+ 54/206(26,7%) Cl - -
(234) -
Especificos
(6,11,16,18,31)
Vernet-Tomas, Espafia Parafina PCR SPF-10 0/76 (0%) CI 0/2 (0%) -
2015 (2
015 (235) LiPA25

Cl: carcinoma infiltrante; CIS: carcinoma in situ; CITN: carcinoma infiltrante triple negativo; CInTN:
carcinoma infiltrante no triple negativo. Clcon APcx: carcinoma infiltrante de mama con antecedentes de
lesion cervical. C. inflam.: carcinoma nflamatorio. C. no inflam.: carcinoma no inflamatorio. CEL: células
epiteliales de la leche materna; Pbm: patologia benigna de la mama: fibroadenomas, cambios
fibroadenomatosos, adenosis esclerosante, papilomas, fibrosis estromal...LD: lavado ductal; C: calostro.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; ISH: hibridacion in situ; SB: southern blot; seq: secuenciacion;
DBH: dot blot hibridacion. Cong.=congelado; Cons.= conservacion.

Los asiaticos son los que mds estudios han realizado al respecto, seguido por los

europeos y centro-sudamericanos.
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Figura 21: Numero de articulos publicados acerca de VPH y cancer de mama por zonas geograficas.
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En cuanto a la prevalencia de VPH en las muestras de tejido mamario, tras la revisidn
realizada, también se observa una disparidad en los resultados segln la region geografica de que
se trate. La principal causa de estas diferencias podria ser los tamafos muestrales recogidos en
los mismos. Ademds, hay que tener en cuenta el reducido nimero de trabajos en algunas

regiones.

Teniendo en cuenta todos los estudios revisados hasta la fecha, la prevalencia de VPH+ en
tejido afecto de ciancer de mama es del 19,8% (n=970 VPH+/4.898 casos). Por otro lado, la
prevalencia de VPH+ en los controles de los estudios revisados se situa en torno al 4,3% (n=36
VPH+/838 muestras de tejido no neoplasico). Desglosado por regiones, estas prevalencias se
muestran en la figura 22, donde se aprecia que es Oceania la regién con mayor prevalencia con un
45,41% (n=94/207), seguida de Oriente Medio con un 35,7% (n=301/843) y América del Norte con
una prevalencia del 33,92% (n=58 VPH+/171 casos). Asia se sitla en un 16,25% siendo su tamafio
muestral el mas amplio de todos, habiendo recogido un total de 1.871 muestras de casos de las
cuales 304 son VPH+. Centro-Sudamérica y Europa van parejas, con un 13,5% (n=84/622) y un
12,25% (n=105/857) respectivamente. Por Gltimo, se sitta Africa con una prevalencia de los casos

de 7,3% (n=24 VPH+/327).

En cuanto a los controles, la prevalencia de VPH también difiere. Si habia diferencia en los
tamafios muestrales de los casos, aqui se hace aun mds grande la brecha, ya que por ejemplo en
Africa no hay estudio alguno con controles. La regién con mayor nimero de controles es Asia con
425 controles y la prevalencia en este caso se sitla en el 3,76% (n=16). Prevalencia parecida a la
de Oriente Medio con un 5,47% (n=11 VPH+/201 controles). La prevalencia mas alta de VPH+ en
los controles la tiene América del Norte con un 35,5%, aunque su tamafio muestral es muy
pequefio (n=62). Ademas, que dentro de los estudios de Norteamérica estd el de De Villiers (194),
el cual utiliza como control el pezén de la misma mama (dudosa calidad del control) por lo que si

se elimina estos controles se obtiene una prevalencia del 6,1% (2/33).

Oceania tiene un 17,95% (n=7 de 39) de controles con VPH positivo y Europa un 25%
(n=64 controles, 16 con VPH+); sin embargo Gumus et al (170), utiliza como controles la mama de
la misma paciente pero sin ser tejido afecto de tumor (como de Villiers), por lo que si se excluyen
dichos controles la prevalencia en Europa es del 0%. En Centro-Sudamérica no se encontrado

VPH+ en sus controles (n=128).
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Figura 22: Prevalencia en porcentaje del VPH en las muestras de los casos y de los controles por zonas
geograficas.

De la revisidn realizada, la mayoria de los estudios no pueden dar una evidencia
convincente de la presencia del virus del papiloma humano en el tejido afectado por cancer de
mama. La causa de esto es, en la mayoria de las ocasiones, por los déficits metodoldgicos como el
pequefio tamafio muestral, ausencia de controles, la no descripcién de la metodologia, etc., lo

qgue hace muy pobre la validez de estos resultados.

Asi, dentro de los casos es cierto que la mayoria son carcinomas infiltrantes, pero no
definen criterios de inclusién o exclusién. Ademas, unos estudios incluyen carcinomas in situ
(171,187,198,200,202,207,215,216,218,222,223,231,233) y otros no los incluyen o ni siquiera lo
especifican. Hay unos pocos que se centran en determinados subtipos histolégicos: papilares
(181,201), metaplasico (220), o incluso Paget (184). Algunos, buscan la presencia de VPH
dividiendo su estudio en dos grupos dependiendo de los antecedentes de patologia cervical de las

mujeres: son los casos de Hennig o Widschwendter (186,193).

En cuanto a los controles, existe una gran variedad de tejidos utilizados: desde patologia
benigna de la mama hasta tejido normal bien de la mama, bien del pezdn, pasando por células

epiteliales de la leche materna.
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En cuanto a los serotipos encontrados en todas las zonas geograficas aparece el 16 como
el mas frecuente, coincidiendo por tanto con el serotipo mas frecuente también en el cdncer de

cérvix. En la tabla 3 se puede ver los serotipos mas frecuentes encontrados por regiones.

Tabla 3: Serotipos de VPH mas frecuentes encontrados en tejdo mamario en los estudios revisados

. . Seroti 3
Region geografica erotipos mas

frecuentes
Europa 16, 33
Asia 16, 33
Ameérica del Norte 16, 11
Centro-sudamérica 16,18
Oceania 18
Africa 16,31

Oriente Medio 16,18,31

Es evidente el interés que suscita el posible rol del virus del papiloma humano en el
cancer de mama, no sélo por su importancia clinica, que la tiene, sino que ademds implicaria una
gran repercusion en el tratamiento, dado que actualmente disponemos de herramientas de
prevencion primaria contra el VPH. De hecho, recientemente ha renacido el interés debido a la
posible prevencidon del mismo usando la vacuna contra el VPH que se utiliza actualmente como
prevencion del cancer de cérvix (137). Ademas, a pesar de extensas y constantes investigaciones,
los factores de riesgo para una proporcion significativa de canceres de mama permanecen sin
identificar. Y por otro lado, la exposicién de los conductos mamarios al medio ambiente externo

aumentaria el riesgo de infeccién por VPH, porque estos pueden ejercer de “tuberias abiertas”.

En el servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital General Universitario de Alicante,
se abordan en el contexto de la Unidad de Patologia Mamaria, entre 190 y 210 carcinomas
infiltrantes e in situ al afo. Entre las distintas lineas de investigacién que dicha unidad esta
llevando a cabo, parece mas que justificado verificar si en nuestro material se cumplen algunos de
los criterios de Bradford Hill (60,180) y muchos o pocos de los hallazgos encontrados en la

bibliografia revisada.
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HIPOTESIS DE ESTUDIO. OBJETIVOS

Existe una relacidn entre la presencia de VPH en el tejido mamario y el desarrollo del

cancer de mama.

Verificar la existencia del virus del papiloma humano en las muestras obtenidas tras
cirugias de la mama en el Hospital General Universitario de Alicante, estimando la fuerza de
asociacion (OR) entre la presencia de VPH en tejido tumoral benigno de mama y el cancer de

mama, durante los afnos 2006-2012.

3.3.1. Investigar la presencia de ADN del VPH en lesiones benignas de la mama.

3.3.2. Investigar la presencia de ADN del VPH en los canceres infiltrantes e in situ.

3.3.3. Estimar la posible relacién entre aquellos cdnceres de mama VPH positivos y las
diferentes variables anatomopatoldgicas: tamafio tumoral, grado histoldgico, estado axilar,
invasion linfovascular, metdstasis a distancia, estadio tumoral, presencia de neoadyuvancia,
receptores hormonales, HER2 y Ki-67.

3.3.4. Estimar la potencial correlacion del VPH con determinados subtipos
inmunohistoquimicos de canceres de mama (luminal A, luminal B/HER2+, luminal B/HER2-,
HER2 puro y triple negativo).

3.3.5. En caso de presencia viral, estimar cudl es el serotipo mas prevalente en la poblacién

estudiada.
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MATERIAL Y METODOS: Lugar de realizacion. Entorno

En la Unidad de Patologia Mamaria del Hospital General Universitario de Alicante se

diagnostican cerca de 200 casos nuevos de cancer de mama al afio.
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—1— Casos Diagnosticados de cancer de mama en el Departamento Hospital General Universitario de
Alicante

Figura 23: Incidencia de cancer de mama en el Hospital General Universitario de Alicante 2006-2012.

Una vez que se diagnostica un nuevo caso de cancer de mama o patologia de riesgo, y
previo al inicio de cualquier tratamiento, se presenta en el Comité de Tumores de la Unidad
donde se toma de manera consensuada una decisién de la actitud terapéutica a seguir. Dicho
Comité esta formado por médicos especialistas en Radiologia, Anatomia Patoldgica, Ginecologia,
Oncologia y Cirugia Plastica. Ademas, se informa de los resultados y la evolucién de las pacientes

con los distintos tratamientos dados.

El estudio se ha llevado a cabo en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital
General Universitario de Alicante, que pertenece al Departamento de Alicante-Hospital General

(C/Pintor Baeza s/n 03010, Alicante, Espafa) del Sistema sanitario de la Comunidad Valenciana.
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4.2 Diseno del estudio

Para poder comprobar nuestra hipdtesis se ha disefiado un estudio observacional
controlado, de casos y controles independientes, con estudio ciego de las muestras (el laboratorio

donde se realizd la busqueda del ADN viral no supo si eran casos o controles).

4.2.1. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Para establecer el tamafio muestral en un estudio de casos y controles con una
proporcién uno a uno, hemos de establecer la presencia de la exposicion en ambos grupos asi
como el nivel de confianza y la potencia deseada. Partiendo de una presencia de exposicion
(presencia de VPH) en los casos del 25% y una proporcion del 14% de los controles expuestos, un
nivel de confianza del 95% y una potencia de 85%, se necesitaria un tamafio muestral de 250
individuos por grupo para detectar un valor del OR superior a 2. El tamafio de la muestra se ha

calculado con el programa Epidat 4.0.

Ademas, si se estima un 10% de pérdidas de muestras (falta consentimiento, muestra
insuficiente por criterio de exclusion o en mal estado, pérdida, etc.) sera necesario elevar este

tamafio hasta un total de 275 muestras cada grupo.

PRESENCIA
Poblacion atendidaen VPH
la
UNIDAD DE PATOLOGIA .
SELECCION
A PRESENCIA

en el X VPH
r}
b W

Figura 24: Diseiio inicial del estudio

Se ha de tener en cuenta que el calculo del tamafio muestral se realizé en 2013, cuando
se disefid el estudio, los porcentajes de exposicién al VPH en casos y controles se realizaron en

base a la literatura existente hasta entonces.
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4.2.2. POBLACION A ESTUDIO

Las muestras de los casos son todas las pacientes operadas en el Servicio de Obstetricia y
Ginecologia del HGUA durante los afos 2006 al 2012 por patologia mamaria maligna que
cumpliera criterios de inclusién y no los de exclusidn. Los casos fueron obtenidos de la coleccién
del Biobanco del Hospital General Universitario de Alicante (ver el apartado de consideraciones
éticas), iniciando la seleccion de la muestra en 2012 y avanzando retrospectivamente hasta
alcanzar la n calculada. Obviamente, en la seleccidn del Biobanco se tuvieron en cuenta por parte
del patélogo aspectos como la cantidad del material conservado y calidad de la muestra. De esta
manera, desde el Biobanco de Tumores, en Anatomia Patoldgica, se seleccionaban las muestras

para el corte del bloque de parafina.

Después, se revisaba la historia clinica (con el Consentimiento de Biobanco en la Historia

Clinica).

Por otro lado, las muestras de los controles fueron todas las pacientes operadas por
patologia benigna que cumplieran los criterios de inclusién y no los de exclusién desde 2009 al
2012. De la misma manera que los casos, se inicid la seleccién en 2012 y se fueron seleccionando
los controles de manera secuencial retrospectiva hasta alcanzar la n calculada (ver el apartado de

consideraciones éticas).
|. CRITERIOS DE INCLUSION
Para los casos:

+ Pacientes operadas de un carcinoma infiltrante o in situ de mama en los afios
2006 a 2012.

+ Mayores de 18 afios.

+ Que el bloque de parafina de la pieza quirurgica, guardado en el Biobanco de
tumores del Hospital General Universitario de Alicante, se encuentre en
adecuadas condiciones y en cantidad suficiente para poder obtener la muestra
para el estudio. Este punto lo determind la Médico Especialista en Anatomia
Patoldgica.

4+ Disponer del consentimiento informado (Consentimiento de Biobanco de
Tumores del Hospital General Universitario de Alicante) para acceder a su historia

clinica y entrevista en caso de datos insuficientes en la historia clinica escrita.
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Para los controles:

< Pacientes sometidas a cirugia para reseccién de lesién benigna entre afios 2009 a

2012.

+

Mayores de 18 aos.

+

Que el bloque de parafina de la pieza quirdrgica se encuentre en adecuadas
condiciones y en cantidad suficiente para poder obtener la muestra para el
estudio. Este punto lo determiné la Médico Especialista en Anatomia Patoldgica.

<+ Disponer del consentimiento informado (mediante llamada telefdnica, descrito

anteriormente) para acceder a su historia clinica y entrevista.
Il. CRITERIOS DE EXCLUSION

<% Servardn.

%+ No obtencidn de los controles de calidad minimos en las muestras de ADN
analizadas.
4.2.3. RECOGIDA DE DATOS

Se disefid una base de datos (Access®) para registrar los resultados de todas las variables.

Cuadro 15: Ventana del formulario de la base de datos para la introduccién de datos.

wa | @ CODPOSTALL 03010 coas|  aa|  ARO: 2000 conTROLY: o (-]
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Bewa:|  oescal-] O mmuNo supnE sor| IO coRnconto | TABACO | 1 DRTAY  MEOTE AN - |
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La obtencién de los datos se llevé a cabo a través de la historia clinica, y si se precisaba

también, la entrevista personal a la paciente bien telefonica o bien presencial (a elegir por ella).
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4.2.4. ANALISIS DE LAS PIEZAS QUIRURGICAS

Las piezas quirdrgicas de mastectomia o tumorectomia se fijaron en formol al 10%, y
posteriormente incluidas en bloques de parafina. Para el estudio histolégico, se cortaron
secciones de 4 micras y se tiferon con hematoxilina y eosina. El estado de la expresion de
receptores de estréogenos (RE), de progesterona (RPg), del receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2) y Ki-67 se evaluaron con métodos inmunohistoquimicos (IHQ) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, de forma automatizada (Techmate-500), con sistema

de visualizacién de alta sensibilidad Envision FLEX® (DakoCytomation).

Los anticuerpos son: RE (Dako, clon 1D5), RPg (Dako, clon RPg 636), Ki-67 (Dako, clon MIB-
1) y Herceptest® (Dako). Para Ki-67 se utilizd el anticuerpo MIB1 (valoracidon semicuantitativa, de
nucleos positivos, en al menos 3 campos de gran aumento (x400). El estudio de los niveles de
expresion para RE y RPg se determind evaluando el porcentaje de nucleos de células neoplasicas
tefiidas y la intensidad de tinciéon, de acuerdo con las guias de la Sociedad Americana de
Oncologia Clinica del 2010 y las directrices del Colegio Americano de Patdlogos (236). Se
considera positivo si >1% de RE o RPg. Se determind el estado de HER2 de acuerdo con la
Sociedad Americana de Oncologia Clinica del 2007 y las directrices del Colegio Americano de
Patdlogos (237). Un resultado IHQ positivo fue una tincién de 3+ (uniforme, intensidad de la
tincion de la membrana de mas del 10% de las células tumorales infiltrantes) y un resultado
inmunohistoquimico negativo era 0 o tincion 1+. Aquellos tumores con expresion de HER2 de 2+ o
"equivocos" (expresion de membrana leve/moderada incompleta o completa en >10% de las
células o 3+ en <10%), fueron confirmados con técnicas de hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH; IgFISH; DakoCytomation) y clasificados como positivo (amplificado) o negativo (no

amplificado).

4.2.5. OBTENCION DE ADN VIRAL

Los cortes de los bloques de parafina archivados en el Servicio de Anatomia Patoldgica del
HGUA vy en el Biobanco de Tumores del HGUA fueron realizados por una técnico de Anatomia
Patoldgica perteneciente al Biobanco de Tumores, previa seleccién de los bloques “aptos” (que

cumplieran criterios de inclusién) por parte de una Médico Especialista en Anatomia Patoldgica.

La busqueda del ADN viral se realizdé en un laboratorio externo. Para la obtencién del ADN
viral en la parafina, se realizaron cortes de 10u del drea tumoral del bloque de parafina por medio

de un microtomo. Estas muestras se introdujeron en un tubo eppendorf rotulado con un cédigo
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de identificacidon. Una vez identificadas correctamente, se enviaron a temperatura ambiente (no
requiere conservacion en frio), cumpliendo todos los requisitos de manipulacion de tejidos
bioldgico en transporte seguro al laboratorio de referencia. Cabe sefialar que el laboratorio donde

se realizo el estudio no supo en ningln momento si las muestras eran casos o controles.

Para evitar la contaminacion entre varios ejemplares, se tuvo especial cuidado en la
manipulacion y corte de las muestras extremando las precauciones de limpieza de cuchillas para
evitar la contaminaciéon. Asi mismo, como control de calidad interno, se seleccionaron 20
muestras al azar (previamente ya analizadas), 6 meses después del primer analisis, para volver a

realizar un segundo analisis y comprobar que los datos fueran semejantes, como asi sucedid.

El laboratorio externo es el Instituto de Estudios Celulares y Moleculares, sita en Edificio-
CEl NODUS-T5. Avenida de la Coruiia, 500. 27003. Lugo. Email: www.e-icm.net. Se ha decidido
trabajar con dicho laboratorio dada la amplisima experiencia en estudios moleculares y genéticos.

La persona de referencia en dicho laboratorio es el Dr. Alfonso Alba Menéndez.
El procedimiento fue el siguiente:
A. Desparafinaciéon

Se introdujeron 4 o 5 cortes de tejido incluido en parafina en un tubo de 1,5ml, se anadié
1mL de xileno y se mezclé vortexeando 10 segundos, tras incubacién a temperatura ambiente
durante 10 minutos se centrifugd a 13000 rpm durante 5 minutos. Después de descartar el
sobrenadante, se afiadid 1ml de etanol absoluto y se centrifugd 2 min a 13000 rpm, el
sobrenadante se desechd una vez mds. Se repitid este paso de lavado con etanol todavia una vez
mas. Por ultimo se incubd, la muestra a 562C durante 15 minutos para eliminar los restos de

etanol.
B. Extraccion del ADN

Finalizado el proceso de desparafinacion, se agregd 500 pL de buffer de lisis (10mM Tris
pH8, 100mM NaCl, 25mM EDTA, 0.5%SDS o dodecilsulfato sédico) y 10ul de proteinasa K
(20mg/mil), se mezcld con vortex y se sometid a incubacion en bafio con agitaciéon a 562C durante

toda la noche. La proteinasa K fue inactivada mediante incubacion a 952C durante 10 minutos.

Se afadié un volumen equivalente de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v) agitando
suavemente por inversion, se centrifugd a 10000 rpm durante 10 minutos. La fase acuosa

superior se transfirid a un nuevo tubo de microcentrifuga.
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Se afiadieron 0,2 volimenes de acetato de amonio 10M. El ADN fue precipitado
afiadiendo 2 volumenes de etanol absoluto vortexeando 5 segundos, incubando a -202C durante
30 minutos y posteriormente centrifugando a 10000 rpm 20 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se lavd el precipitado con 500ul de etanol al 70% frio, se centrifugé 5 minutos a
10000 rpm. Después de desechar nuevamente el sobrenadante se secé el precipitado a
temperatura ambiente durante 20 minutos. EI ADN fue resuspendido en 50 pl de solucién TE

(Tris-Edta).
C. Cantidady calidad del ADN

Todas las muestras de ADN fueron analizadas mediante un equipo Nanodrop 1000, que
permitié calcular la concentracion de ADN obtenido y la relacién A260/A280 y A260/A230, que

informa el nivel de la pureza de la molécula.
D. Capacidad amplificable del ADN

La integridad del ADN extraido fue evaluada mediante la amplificacién por PCR de un

fragmento del gen del metilen-tetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
E. Deteccidny genotipado del VPH
Las muestras fueron sometidas a tres métodos diferentes de deteccion de VPH:

1.- Amplificacién de VPH utilizando los cebadores consenso GP5+/GP6+:

La presencia de ADN de VPH se evalué mediante PCR utilizando los cebadores GP5+/GP6+
(150 pb), cebadores consenso para el gen VPH L1. La reaccidn PCR se realizé a partir de 5ul de
ADN en un volumen de reaccidn total de 50l que contenia 25 pl de DreamTaq Green PCR Master
Mix 2X (ThermoFisher Scientific), 1uM de cada cebador, 0.2mM de DNTPs y 2mM de MgCl,. La
amplificacion se llevéd a cabo con la activacion inicial de la enzima a 952C durante 2 min, seguido
de 45 ciclos con las siguientes condiciones: 30 segundos a 959C, 2 min a 402C y 1,5 min a 729C;
con un paso de elongacion final a 729C durante 5 minutos. Los productos de PCR se visualizaron

en 2% de gel de agarosa con tincidon de bromuro de etidio mediante electroforesis.

2.-Kit de Amplificaciéon CLART HPV2 (GENOMICA)

CLART® Papillomavirus humano 2 detecta la presencia de los 35 virus de VPH (6, 11, 16,
18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73,
81, 82, 83, 84, 85y 89).
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La deteccidn se lleva a cabo mediante la amplificacién de un fragmento de unos 450 pb
dentro de la region L1 del virus por tratarse de una secuencia que estd altamente conservada
entre los distintos tipos de VPH. Sin embargo, esta regién presenta suficientes variaciones como
para poder diferenciar cada tipo de virus con sondas especificas. 5ul de ADN de cada muestra se
sometieron a PCR utilizando el kit de amplificacién CLART HPV2 (Gendmica): 1 ciclo 959C
5minutos, 40 ciclos 94°C 30segundos/552C 60 segundos/722C 90 segundos, 1 ciclo 72°C 8
minutos. Los productos de PCR fueron desnaturalizados a 952C durante 10 minutos y colocados
en un recipiente con hielo. La hibridacién se realiz6 utilizando 10ul del producto de PCR
desnaturalizado en el microarray CLART, y la visualizacién posterior se realizd de acuerdo con las

especificaciones del fabricante.

3.- Kit HPV Direct Flow CHIP(MASTER DIAGNOSTICA)

El sistema HPV Direct Flow CHIP permite la deteccion del virus VPH y el genotipado de 36
tipos de VPH. Se basa en la amplificacién del ADN virico seguido de hibridacion Flow-Through en

membrana mediante dot blot reverso de los productos amplificados. Tipos de VPH detectados:

+ Alto riesgo u oncogénico (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 73 y 82).

+ Bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71, 72, 81, 84 y 89
(CP6108).

Se amplificaron 6ul de ADN purificado de cada muestra mediante PCR siguiendo las
condiciones: 1x ciclo 982C 5 minutos, 5x ciclos 982C 5 segundos/42°C 5 segundos/72°C 10
segundos, 45x ciclos 982C 5 segundos/60°C 5 segundos/72°C 10 segundos, 1x ciclo 722C 1 minuto.
Se mantuvieron los tubos refrigerados a 8-102C hasta su posterior procesamiento. Se
desnaturalizaron los productos de PCR calentando a 952C 5 min (en termociclador) y se enfriaron

rapidamente en hielo durante 2 min.

La hibridacién e interpretacion de los resultados se realizd siguiendo las especificaciones

del fabricante.

Todas las muestras fueron sometidas a las tres técnicas para aumentar la sensibilidad.
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4.2.6.

DEFINICION DE VARIABLES

Son 23 variables. Por bloques se dividen en:

A. Variables sociodemograficas:

+
+

Edad en afios al diagndstico de la patologia a estudio.

Afio del diagndstico de la patologia a estudio.

B. Variables clinicas:

+

+

Antecedentes personales de cancer: esta variable se recoge especificamente para cada
cancer; pero posteriormente, para un mejor manejo estadistico, se ha reagrupado en:
cancer de mama si o no.

Tabaco: si ha fumado en los 10 afios anteriores al diagndstico de la patologia mamaria.

C. Variables obstétrico-ginecoldgicas:

+

Numero de hijos: considerado como numero de partos a partir de la 24 semana de
gestacion.

Lactancia materna: medido como el nimero total de meses que una mujer ha dado
lactancia al total de sus hijos.

Edad de la menopausia: edad a la que tuvo su Ultima menstruacién.

Existencia de patologia cervical previa, clasificada como: negativo para patologia cervical
previa, patologia cervical previa de bajo grado (ya sea CIN | o L-SIL, presencia de VPH-BR o
VPH-AR, ASC-US), patologia cervical previa de alto grado (CIN Il+), cancer. Posteriormente

se ha reagrupado como negativa o positiva para un mejor manejo estadistico.

D. Variables tumorales:

*

- + + ¥

Patologia mamaria actual (objeto de este estudio): carcinoma infiltrante, carcinoma in
situ, patologia con atipia, patologia proliferativa sin atipia, patologia no proliferativa.
Tamafio tumoral: medido en milimetros en la pieza quirdrgica.

Grado tumoral (I, 11, 11).

Estadio tumoral. Segun la clasificacion descrita en el presente trabajo.

Porcentaje de positividad de receptores hormonales (estrégenos y progesterona).
Estratificado en tres grupos: negativo 0%, 1-19%, y >20%.

Ki-67: medido en porcentaje. Estratificado en tres grupos: bajo <14%, intermedio entre
14-19%, y alto 220%.

HER2: medido segun lo descrito en analisis de piezas quirurgicas.
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+ Fenotipo inmunohistoquimico (Luminal A, luminal B HER2+, Luminal B HER2-, HER2 puro,
triple negativo). Tal y como se ha explicado en el capitulo de factores prondsticos y
predictivos, existen todavia dudas acerca del punto de corte del Ki-67 a partir del cual un
tumor lo podemos considerar luminal A o luminal B a nivel de inmunohistoquimica, junto
a la variable RPg. Por tanto, y tras la exposicion dada en dicho apartado, se ha
considerado clasificar estos subtipos teniendo en consideracién la clasificacion de St.
Gallen 2015 (92) y de Maisonneuve (103). En la figura 25 se refleja la clasificacion
utilizada.

= Neoadyuvancia: si previo a la cirugia ha recibido tratamiento neoadyuvante: si o no.

+ Existencia de ganglios afectos: si tenia o no uno o mas ganglios positivos para metéstasis.

% Existencia de metdstasis a distancia: si o no.
E. Variables resultado:

<+ Existencia de VPH en la muestra: si o no.
= Serotipos detectados de VPH: seglin genotipado.
# Existencia de infeccién multiple: si se ha detectado mas de un serotipo en cada una de las

muestras estudiadas, o no.

. RE +, HER2 -, Ki67<14%, cualquier RPg

RE +, HER2 -, Ki6714-19%, RPg>20%

5 RE +, HER2 - y: Ki67 14-19% , RPg<20%o0 Grado lll
Luminal B HER 2-
RE +, HER2 — y, Ki67 > 20%, cualquier RPg

Luminal B HER 2+ RE +, HER2 +, Cualquier Ki67, Cualquier RPg

HER?2 RE- /RPg -, HER2 +

Basal like

(triple negativo) RE - /RPg - ,HER2 -

Figura 25: Clasificacion IHQ seguida en este estudio.
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4.2.7. ANALISIS DE LOS DATOS

Primero, se ha realizado un analisis descriptivo de todas las variables, calculando tablas de
frecuencia y diagramas de barras para las variables cualitativas, y valores minimo, maximo, medio

y desviacidn tipica para las variables cuantitativas tanto para los casos como para los controles.

Para analizar la homogeneidad de ambos grupos, casos y controles, ante las variables que
por la literatura se suponen se asocian con el cancer de mama, se ha procedido de diferentes
maneras segun la naturaleza de la variable; cualitativa o cuantitativa. En el caso de las variables
cuantitativas, como la edad o el nimero de hijos, se han calculado medias para ambos grupos y
comparado mediante el test t-student. Para las variables cualitativas, como el tabaco o tener la
menopausia, se han confeccionado tablas de doble entrada y medida su asociacion mediante el

test chi-cuadrado.

Ademas, si una de las variables, cualitativa o cuantitativa, se mostraba no homogénea en
los casos y los controles, se ha tenido en cuenta a la hora de explicar la falta de homogeneidad
para las otras variables. Para ello, se ha calculado la fuerza de la asociacion entre los casos y los
controles con la variable en cuestién en presencia de aquellas variables que ya han demostrado la
falta de homogeneidad en ambos grupos. Este proceso se realizd mediante un modelo de
regresion logistica binaria que permite explicar la probabilidad de pertenencia al grupo de casos o

controles en funcién de varias variables, ya sean cualitativas o cuantitativas.

Para establecer el grado de asociacidn entre la exposicidén al VPH y el cancer de mama, se
ha calculado una tabla de doble entrada entre ambas variables, estimando la magnitud de la
asociacion mediante el calculo de Odds Ratio (OR) de aparicién de cancer de mama, y un intervalo

de confianza (IC) al 95%.

Sin embargo, el principal problema de los estudios de casos y controles radica en que
ambas muestras no provengan exactamente de la misma poblacién y que éstas no sean
homogéneas en variables asociadas con la enfermedad. Esto nos puede llevar a pensar que las
causas de desarrollar la enfermedad no se deban a la exposicidn, en este caso al VPH, sino a las
propias diferencias en la construcciéon de los controles. Este sesgo es conocido como sesgo de
seleccidn. Por tanto, el control de la falta de homogeneidad se hace fundamental para establecer

la correcta asociacién entre la exposicion y la enfermedad.

En este estudio los controles son tejidos de patologia benigna de la mama, y se ha

examinado la presencia o no del VPH de igual forma que en los casos (patologia maligna de la
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mama). Como se constata en la bibliografia revisada y en el estudio de homogeneidad de los
casos y los controles, algunas de las variables que se asocian actualmente con el cdncer de mama
presentan diferencias entre ambos grupos, principalmente la edad, que afectara a la falta de
homogeneidad en otras variables asociadas con el cancer de mama pero que, al mismo tiempo,
también estdn asociadas con la edad, como por ejemplo el tabaco, el nimero de partos, ser
nulipara o tener la menopausia entre otras. Por tanto, todas ellas seran variables de confusién
qgue hay que controlar ya que afectaran al grado de asociacién entre la exposicion y la

enfermedad.

Es obvio que, por cuestiones éticas, no se puede extraer de manera aleatoria tejido sano
(controles) para ser examinado de la poblacion de donde provienen los casos, por lo que
éticamente es imposible obtener dos grupos de casos y controles homogéneos. Sin embargo,
mediante las herramientas estadisticas disponibles, como es la regresién logistica binaria, se
puede controlar todos estos efectos de la falta de homogeneidad de los casos y los controles, en
variables que se presumen asociadas al cancer. Ademds, el modelo de regresion logistico
proporciona las OR asociadas a cada variable, por lo que esta herramienta estadistica esta

especialmente indicada para estudios de casos y controles.

La finalidad del modelo de regresién logistica binaria consiste en explicar la probabilidad
de pertenencia al grupo de casos (tumor maligno de la mama) o controles (tumor benigno) en
funcién de la exposicion al VPH y las variables de confusién. Para confeccionar un primer modelo
logistico binario y obtener las OR ajustadas por las variables de confusién se trabajé con la técnica
de pasos sucesivos hacia delante, introduciendo en el modelo las variables con una significacién
por debajo de 0,05 y saliendo del modelo si se sobrepasa el 0,10. En una segunda fase para
obtener el modelo definitivo, con las variables resultantes del primer modelo que se consideraron

significativas, se afiadieron las interacciones 2 a 2 entre estas variables.

Se utilizé6 como soporte informatico el programa IBM SPSS Statistics 20.

4.2.8. CONSIDERACIONES ETICAS Y FINANCIACION

El presente trabajo de investigacion respeta en todo momento los principios éticos
bésicos de la declaracidn de Helsinki y la Ley Organica 15/1999 de proteccion de datos de caracter

personal.

Ademas, ha pasado el Comité de Etica e Investigacion Clinica del Hospital General

Universitario de Alicante y la Gerencia del Hospital (ver anexo 1y 2).
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Para la obtencién de los casos, se solicitd consentimiento por parte del CEIC (anexo 3),
para que el Biobanco del Hospital General Universitario de Alicante, nos cediera las muestras de
tejido. Para revisar la historia clinica se comprobd en primer lugar, la presencia del
Consentimiento de Biobanco en la Historia Clinica. Cabe seifalar que en los casos, el
Consentimiento de Biobanco permitié el andlisis de las muestras sin nuevo consentimiento por
parte de la paciente. Este consentimiento de Biobanco se inicié en el HGUA a partir de 2009. Por
otro lado, antes del 2007 estdn exentos de peticién de Consentimiento de Biobanco (Anexo 4).

Por este motivo es por lo que no hay casos del 2008.

Como nota aclaratoria, los Biobancos se definieron por primera vez en el aino 2007, en la
Ley de Investigacion Biomédica (238), como estructuras responsables de almacenar, gestionar y
suministrar muestras bioldgicas de calidad a la comunidad cientifica para la investigacidn con el

objetivo de preservar los derechos del paciente.

La seleccidon de los controles se inicié solicitando a la paciente su consentimiento para
poder entrar en el estudio (ya que en estas patologias no se incluyen en el Biobanco). Por tanto,
fueron llamadas por teléfono para pedir expresamente su consentimiento y completar la historia
clinica mediante preguntas cerradas una vez que aceptaron formar parte del estudio. Para dar el
consentimiento informado (anexo 5), debian acudir al Hospital para la firma del mismo. Dado que
se trataba de mujeres sanas, la localizacidn por un lado, y que acudieran expresamente a firmar el
consentimiento, por otro, fue dificultoso. Finalmente, el CEIC concedid la exencion de obtencién
de consentimiento informado firmado (aceptando el consentimiento telefonico) para este grupo
de pacientes (anexo 6), dadas las dificultades y caracteristicas particulares de estas mujeres (la

mayor parte de ellas con vida laboral activa).

Por ultimo, esta tesis recibid financiacion por parte de la Asociacion de Obstetricia y
Ginecologia del Hospital General Universitario de Alicante, para la busqueda de ADN viral en las

muestras de tejido.
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4.3 Descripcion de la muestra obtenida

El tamafio muestral final del estudio ha sido 437 muestras de las cuales:

% 251 casos (lo que supone el 57,4% de la muestra) y,

<+ 186 controles (que supone el 42,6% de la muestra estudiada).

IDENTIFICACION DE CASO

Adecuado e (en Biobanco) ____""—*

1 1

No se contabiliza

éConsentimiento de Biobanco en historia
clinica?

T n=2

A

Extraccion de

—> e

Revisidndela -
muestra para envio historia clinica.
a laboratorio = | / PERDIDA

2P
externo i‘(} Si precisa n=8 n=24

= |

iSuficiente material para
elanélisisde VPH enla
muestra?

~

NO
n=14

Figura 26: Flujo de casos.

IDENTIFICACION DE CONTROL
n=275
Y consentimientoy revision de

{7 .
Ry historia clinica WEl n =36

éEsvalidoelbloquede parafina ? |——)
.l, n=0
!

Extraccion de muestra para envioa

Laboratorio externo PERD'DA

n=89
éSuficiente materialpara el anélisis de VPH 3
en lamuestra?

n=53

CONTROL
n=186

Figura 27: Flujo de controles.
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La diferencia en las pérdidas entre los controles y los casos es evidente y tiene sentido ya

que se trata de dos perfiles de mujeres totalmente diferentes (figuras 26 y 27).

Los casos requieren un seguimiento en la Unidad de Patologia Mamaria (ya sea por parte
de Ginecologia o por parte de Oncologia) y por tanto, son mas facilmente accesibles, sus historias
suelen estar mas completas y la cantidad de muestra obtenida es mayor. De hecho, sélo fueron
10 muestras las pérdidas por ausencia de datos en la historia clinica, falta del Consentimiento del
Biobanco en papel en la Historia Clinica, o no localizada telefénicamente si el caso lo requeria

(figura 26).

En cuanto a la falta de ADN celular en la muestra remitida al laboratorio externo, fueron
14 las muestras que se procesaron y no se obtuvo material celular alguno (muestra en blanco) y

por tanto, no se contabilizaron para evitar posible falso negativo (criterio de exclusién).

Los controles suelen ser mujeres mas jovenes (como mas adelante se demuestra), que
han tenido este problema de salud (patologia mamaria benigna) de manera puntual y, por tanto,
mas dificiles de localizar. Asi, hubo 36 pérdidas en los controles debido a: 2 de ellas no dieron su
consentimiento, 2 de ellas fueron desestimadas por incapacidad para comunicarse (1 no hablaba
nada de espafol y la otra era sorda por lo que hablaba a través de su familiar), las 32 restantes no
se pudo contactar con ellas, bien porque no respondian el teléfono, bien porque los teléfonos que
figuraban (en la historia clinica en papel o en la historia clinica informatizada) no se correspondian
con esa paciente, bien porque en el momento del estudio residian en el extranjero y no se les
pudo contactar. Ademas, las muestras guardadas de patologia benigna en Anatomia Patoldgica
(no en Biobanco), suelen tener menor cantidad de tejido celular, de ahi que haya muchas mas
pérdidas en este grupo por material para analisis insuficiente (n=53), ya que no existia en la

muestra remitida ADN celular y no pasaba el control interno de calidad (figura 27).
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4.3.1. DESCRIPTIVO DE LOS CASOS

En la poblacidn estudiada hay 251 casos. La edad media de los casos es de 56,32 afios y
tienen 1,9 hijos de media. La media, en meses, de lactancia materna ha sido 8,65 meses. La edad
media de la menopausia 48,89 afios. Por ultimo, el valor medio del tamafio tumoral ha sido de

29,49mm (tabla 4).

Tabla 4: Descriptivo de las variables cuantitativas de los casos.

IC 95%
N Media Inferior Superior
Edad 251 56,32 54,76 57,88
N2 de hijos 250 1,92 1,76 2,09
Lactancia (meses) 191 8,65 7,16 10,15
Edad Menopausia 140 48,89 48,16 49,61
Tama'?:\::’)mm' 249 29,49 26,99 31,99

En cuanto a las variables cualitativas analizadas (tabla 5), dentro de los carcinomas
infiltrantes, 197 (78,5%) fueron carcinoma infiltrante de tipo no especial (ductal), 27 (10,8%)

carcinomas infiltrantes lobulillares y 27 (10,8%) carcinomas ductales in situ (figura 28).

Tabla 5: Descriptivo de las variables cualitativas de los casos.

Frecuencia  Porcentaje

i CDI 197 78,5%
Patolog‘la cL 27 10,8%
mamaria
Cin situ 27 10,8%
Si 93 37,7%
Tabaco
No 154 62,3%
Antecedentes Si 12 4,8%
personales de .
cancer de mama No 238 S
Nulipara 46 18,4%
i . Uno 31 12,4%
Numero de hijos
Dos 106 42,4%
Tres o mas 67 26,8%
Lactancia Si 157 82,2%
materna en .
meses No 34 17,8%
Mujer Si 152 62%
menopausica No 93 38%
Patologia Negativa 156 95,7%
cervical Riesgo 7 4,3%
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Tabla 5 (continuacion): Descriptivo de las variables cualitativas de los casos.

Frecuencia Porcentaje

Grado | 30 12%
Grado histolégico Grado Il 105 42,2%
Grado Il 114 45,8%
Invasién Si 43 17,1%
linfovascular No 208 82,9%
. Si 33 13,1%
Neoadyuvancia
No 218 86,9%
Ganglios axilares Si 104 41,4%
positivos No 147 58,6%
Si 10 4%
Metastasis
No 241 96%
0 25 10,2%
1A 51 20,7%
IB 1 0,4%
. I1A 78 31,7%
Estadio
1B 45 18,3%
A 32 13%
Ic 3 1,2%
\% sl 4,5%
0 39 15,7%
Recep'tores de 1-19% 4 16%
estrégenos
> 20% 205 82,7%
0 51 20,6%
Receptores de 1-19% 37 14,9%
progesterona
> 20% 160 64,5%
Postivo 43 17,7%
HER2
Negativo 200 82,3%
<14 84 34,1%
Ki-67 14-19 71 28,9%
>20 91 37%
HER2 + 12 4,8%
LU MANAL 38 351%
Fenotipo LUMINAL 0
inmunohistoquimico = B HER2- 8 33,1%
LUMINAL o
B HER2+ 35 13,9%
TRIPLE .
NEGATIVO 24 9,6%
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Patologia mamaria de los casos
100%
20% 78,5%
()
60%
40%
0,
20% 10,8% 10,8%
0% T T 1
CDI CLI Cinsitu

Figura 28: Decriptivo de la variable patologia mamaria de los casos.

El 37,7% de los casos fuma. Dentro de los casos, hay 12 mujeres (4,8%) que han tenido el
antecedente de cancer de mama. De esas, cinco habian tenido previamente un in situ, tres fueron
nuevos canceres primarios (una de estas muestras es un medular), una muestra fue un céncer

contralateral (BRCA2 positivo) y tres de ellas fueron recidivas.

La mayor parte de la muestra de los casos ha tenido 2 hijos (42,4%), tres o mas hijos un
26,8% y por ultimo las nuliparas y las que han tenido un hijo, el 18,4 y 12,4% respectivamente. El
82,2% de las mujeres de los casos han dado lactancia materna en algin momento de su vida. La
mayoria son menopausicas (62%). Por uUltimo, de las mujeres que se habian hecho alguna vez una

citologia, el 95,7% no ha tenido patologia cervical alguna.

Dentro de las variables especificas de los casos se encuentran el grado histoldgico, la
invasion linfovascular, la afectacidn ganglionar, las metastasis a distancia, la neoadyuvancia, los

receptores hormonales, el Ki6-67, el estadio y el fenotipo inmunohistoquimico (tabla 5).
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4 GRADO HISTOLOGICO

Dentro de la variable grado histoldgico, el 12% fueron grado |, el 42,2% fueron grado Il y
el 45,8% fueron grado lll. Dentro de los carcinomas infiltrantes, la mayoria fueron grado Il y lIl.

Dentro de los in situ los de grado Il fueron los mas frecuentes (figura 29).

Tabla 6: Descriptivo de la variable grado histoldgico estratificado en carcinomas in situ e infiltrantes.

C. Infiltrante C. insitu

N (%) n % n %
Grado | 30(12%) 22 9,9% 8 29,6%

GRADO Grado!l 105 (42,2%) 98 441% 7 259%
Grado Il 114 (45,8%) 102 459% 12 44,4%

12%  Porcentajes de grado
histoldgico

W Grado |
W Grado Il

® Grado Ill

42,2%

Figura 29: Descriptivo de la variable grado histoldgico.
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4 INVASION LINFOVASCULAR, AFECTACION GANGLIONAR, METASTASIS A DISTANCIA Y

NEOADYUVANCIA (tabla 5).

El 82,9% (n=208) de los casos de la muestra, no presentaron invasién linfovascular,

mientras que el 17,1% (n=43) si que la presentaron (figura 30). En cuanto a la neoadyuvancia, el

13,1% de los casos (n=33) llevaron quimioterapia neoadyuvante previa a la cirugia (figura 31). El

58,6% (n=147) no presentaron afectacidn axilar tras la cirugia (detectada ésta mediante ganglio

centinela o bien linfadenectomia axilar) (figura 32). Por ultimo, sdlo el 4% (n=10) de las pacientes

presentaron metdstasis al diagndstico tal y como se representa en la figura 33.

Porcentaje de invasion linfovascular

17,1%

mSsl
NO

82,9% |

Porcentaje de mujeres que llevaron
neoadyvancia

13,1%

' = Neoadyuvancia
S|

Neoadyuvancia
\ NO

86,9%

Figura 30: Porcentaje de invasion linfovascular en

la muestra.

Figura 31: Distribucion de los casos segtin

Hubiera llevado tratamiento neoadyuvante.

Afectacion de Ganglios
regionales

G. negativos

M G. Positivos

Presencia de metastasis a

4,% distancia
' m S|
96%
NO

Figura 32: Distribucion de los casos segun la afectacion

axilar.
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Figura 33: Distribucion de los casos con
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%+ ESTADIO

En la tabla 5 y figura 34, se observa la distribucién de los casos segun estadio tumoral
segln St. Gallen 2013 (93). El estadio mas frecuente al diagndstico fue el llA, seguido del IA y del

IIB, todos ellos dentro de la enfermedad inicial.

ine v Porcentaje de casos segtin estadio
1,2% 45% 0
0,2%
m0
IA
20,7% HIA
=B
N mIA
B
=B
18,3% 0,4%
mllA
A mliC
31,7% \Y

Figura 34: Distribucion de los casos por estadio tumoral.

4 BIOMARCADORES INMUOHISTOQUIMICA: RE, RPg, HER2 Y Ki-67.

Para las variables receptores de estrédgenos y receptores de progesterona se ha
estratificado en tres grupos: receptores negativos, receptores positivos de 1-19%, y receptores
hormonales positivos >20%. Asi, como se puede observar en la tabla 5 y figura 35, la mayoria de

los tumores expresan receptores hormonales.

00% Porcentaje de RE y RPg —

80%
70% 64,5%
60%
50% H RE

40% = RPg

30% 20,6%
20% 15,7% 14,9%

0% i T T

Negativo 1a19 >=20

Figura 35: Representacion de los porcentajes de Receptores de estrégenos y progesterona en la muestra.
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En cuanto a la expresién de HER2, un 17,7% de las muestras de los casos fueron positivos
(sobreexpresién o amplificacion) (tabla 5, figura 36). Cabe recordar que no todos los cdnceres
HER2 positivo se incluyen en el grupo HER2 puro ya que hay un subgrupo que coexpresan

receptores hormonales.

Porcentaje de presencia de HER2

17,7%

m HER2
Positivo

82,3%

Figura 36: Representacion de la presencia del HER2 en la muestra.

Por ultimo, estd el indice de proliferacion celular reflejado por la expreién de Ki-67, que se
ha estratificado en tres grupos (tabla 5) como se muestra en la figura 37: el 34% (n=84)
presentaron un Ki-67 bajo (Ki-67<14%), en el 28,7% (n=71) presentaron un Ki-67 intermedio (Ki-
67=14-19%), y un 37,2% (n=92) presentaron un Ki-67alto (>20%).

Presencia de Ki-67 en la muestra

37,2% 34%

Bajo

M Intermedio

28,7%

H Alto

Figura 37: Representacion de los porcentajes de Ki-67 en la muestra.
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4 FENOTIPO INMUNOHISTOQUIMICO

En la tabla 5 y figura 38, se observa la distribucién de los casos segun perfil

inmunohistoquimico. Como es de esperar, la mayoria de los tumores son luminales, si bien es

cierto que existe un porcentaje no desdefiable de luminales B. Probablemente sea debido a la

clasificacién aplicada en el presente estudio tal y como se ha explicado en apartados anteriores.

9,9%

5%

36,4%

Porcentaje de casos segun perfil inmunohistoquimico

m CERB2+

® LUMINAL A

W LUMINAL B ERB2-
LUMINAL B ERB2+

W TRIPLE NEGATIVO

Figura 38: Distribucion de los casos segun perfil inmunohistoquimico.

4.3.2.

DESCRIPTIVO DE LOS CONTROLES

Por otro lado, se han recogido 186 controles. La edad media de los casos es de 40 afios y

tienen 1,3 hijos de media. La media en meses de lactancia materna ha sido 9,42 meses. La edad

media de la menopausia 48 afios. Por ultimo, el valor medio del tamano tumoral ha sido de

31,83mm (tabla 7).

Tabla 7: Descriptivo de las variables cuantitativas de los controles.

IC 95%
N Media Inferior Superior
Edad 186 40,08 38,3 41,86
N2 de hijos 185 1,3 1,11 1,50
Lactancia (meses) 115 9,42 6,92 11,92
Edad Menopausia 36 48 46,47 49,53
Tamafio tumoral oo 31,83 29,31 34,34

(mm)
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Tabla 8: Descriptivo de las variables cualitativas de los controles.

Frecuencia Porcentaje
L. prol. atipia 18 9,7%
Patologia L. prol no atipia 54 29%
mamaria
L. no prol no pat 114 61,3%
Si 103 56,3%
Tabaco
No 80 43,7%
Antecedentes Si 1 0,5%
personales de
cancer de No 185 99,5%
mama
Nulipara 65 35,1%
Numero de Uno 44 23,8%
hijos Dos 51 27,6%
Tres o mas 25 13,5%
Lactancia Si 94 81,7%
materna en o
A No 21 18,3%
Mujer Si 36 19,7%
menopausica No 147 80,3%
Patologia Negativa 146 91,8%
cervical Riesgo 13 8,2%

En cuanto a las variables cualitativas analizadas (tabla 8), de los 186 controles, 18 (9,7%)
son lesiones proliferativas con atipia, 54 son lesiones proliferativas sin atipia (29%) y 114 (61,3%)

son lesiones no proliferativas (figura 39).

El 55,4% de los controles fuma. Dentro de los controles, hay 1 mujer (0,5%) que ha tenido
el antecedente de cancer de mama (carcinoma ductal in situ). En cuanto al nimero de hijos, el

grupo mas numeroso son las nuliparas (35,1%).

El 81,7% de las mujeres de los controles donde se ha recogido la variable lactancia, han
dado lactancia materna en algin momento de su vida. La mayoria no son menopdusicas (80,3%).
Por ultimo, el 91,8% de las mujeres de los controles que se habian hecho alguna vez alguna

citologia, no han tenido patologia cervical alguna (tabla 8)
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Patologia mamaria de los controles

100
90
80

70 61,3%
60

50
40
30
20
10 ~

0 -

29%

9,7%

L. prol. atipia L. prol no atipia L. no prol no pat

Figura 39: Descriptivo de la variable patologia mamaria de los controles.

Entre las patologias de los controles, tabla 9, las mas significativas fueron por orden
decreciente (figura 40): los fibroadenomas, las galactoforitis, hiperplasias con atipia, hiperplasias

sin atipia, las cicatrices radiales y los fillodes.

Tabla 9: Descriptivo de la patologia mamaria de los controles desglosada por patologia.

LESION MAMARIA BENIGNA N Porcentaje

Adenoma 1 0,5%
Cicatriz radial 15 8,1%
Esteatonecrosis 1 0,5%
Fibroadenoma 78 41,9%
Fibrosis/inflamacién crénica 4 2,15%
Fillodes 13 7%

Galactoforitis 22 11,8%
Harmatoma 1 0,5%
Hiperplasia sin atipia 18 9,68%
Hiperplasia con atipia 18 9,68%
Mama supernumeraria 2 1,1%
Mastopatia 1 0,5%
Papiloma intraductal 7 3,8%
Quiste infundibular 5 2,7%
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4% 3% 5%

m OTROS

H CICATRIZ RADIAL

m FIBROADENOMA
FILLODES
GALACTOFORITIS

W HIPERPLASIA SIN ATIPIA

m HIPERPLASIA CON ATIPIA

W PAPILOMA INTRADUCTAL

B QUISTE INFUNDIBULAR

Figura 40: Distribucion en porcentaje de las diferentes patologias benignas en el grupo de control de la
muestra a estudio.

4.3.3. HOMOGENEIDAD DE CASOS Y CONTROLES

a. EDAD

La edad media del grupo de los casos (n=251) es de 56,3 afios y la de los controles fue de
40,1 afios (n=186), es decir 16 afios mas joven, existiendo diferencias significativas (p<0,001). Por
tanto, no son homogéneos. Tiene sentido, ya que como se ha explicado en el apartado de
factores de riesgo para el cancer de mama, éste aumenta con la edad (casos), mientras que la
patologia benigna de la mama (grupo control) suele darse en mujeres mds jovenes (ver tabla 10 y

figura 41) y por tanto no se puede homogeneizar los grupos.

Tabla 10: Distribucion de la muestra de estudio por la variable edad.

Diferencia de

Grupo N Minimo Maximo Media . p-valor
medias
Caso 251 23 88 56,3 16,2 <0,001
EDAD
Control 186 18 76 40,1 16,2

Si se estratifica esta variable por grupos de edades, también existen diferencias
significativas (tabla 11) entre los casos y los controles. Esto es asi dado que la historia natural del
cancer de mama no es semejante a la de la patologia benigna. Como se ha citado anteriormente,
a mayor edad, mayor riesgo de cdncer de mama y por tanto mayor prevalencia de esta

enfermedad. Sin embargo, se puede observar en las figuras 41 y 42 cémo las curvas del cancer de
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mama y de patologia mamaria benigna por edad descritas por la OMS son superponibles al

estudio presentado.

Tabla 11: Distribucidn de la muestra de estudio por la variable edad estratificada.

Casos Controles
N n % n % p-valor
<40afios | 109 | 19 7,6% |90 48,4% <0,001
Grupos 40-49afios | 119 | 60 23,9% | 59 31,7%
deedad 50-59afios | 97 | 72 28,7% | 25 13,4%
>60afios | 112 | 100 39,8% | 12 6,5%
1005
508
208
TOE
06
oo 43,4% HCASOS

B CONTROLES

< 40 afios

40-45 afios

50-59 afios == G0 aflos

Figura 41: Distribucién de la poblacién del estudio casos/controles por franjas de edad.
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Figura 42: Distribucion en porcentaje por edad de las patologias mamarias segun la OMS 2012 (4).
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b. TABACO

Tabla 12: Exposicion al tabaco de los casos y controles.

Casos Controles
N n % n %  p-valor P ajustadaa la edad
Si {196 93 37,7% 103 56,3% <0,001 0,446

Tabaco

No|234|154 62,3% 80 43,7%

Existe una mayor proporciéon de fumadoras entre los controles (56,3%, n=103) que entre
los casos (37,7%, n=93) tal y como se muestra en la tabla 12 y figura 43. Este resultado
significativo estadisticamente hablando, pierde su signicaciéon cuando se ajusta a la edad (medida
tanto en variable continua como estratificada). Quizds esto se debe a que la poblacién de

controles es mas joven que la de los casos como ya se ha demostrado.

Distribucion de la variable tabaco en la poblacién a
estudio

100%
90%
80%

70%
60% 56,3% 62,3%
43,7%
o ] —————— Casos

o 37,7%
40% ] — Controles

30% ————— —

20% ] —

10% ] —

0% T )
Si No

Figura 43: Distribuion de la variable tabaco en la poblacién a estudio.

Segun el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, en su Informe a las Cortes
Generales de evaluacion del impacto sobre la Salud Pdblica de la Ley 42/2010 (239), la poblacién
joven fuma mds que la mas mayor. De hecho, el pico de maxima prevalencia de poblacién
fumadora o exfumadora se da entre los 45-54 afos siendo del 54,5% la poblacion fumadora. A
partir de aqui, entre los 55 y 64 afos la prevalencia cae a un 34,7% y a partir de 65 afios cae a un

13,2%. Como se puede observar en la figura 44, las curvas de la poblacién estudiada (casos en

154



MATERIAL Y METODOS: Descripcién de la muestra

naranja y controles en verde obtenido a partir de la tabla 13) son semejantes a la poblacidon

espanola (linea azul obtenida del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad).

Tabla 13: Exposicion al tabaco de los casos y controles estratificada por edad.

Grupo GRUPOS DE EDAD (frecuencias)
Tabaco <40afios 40-49 afios 50-59 afos =60 afos
Controles Si 51 39 12 1
No 38 19 12 11
Si 9 35 33 16
Caso
No 10 25 39 80

Porcentaje de mujeres que fuman por franjas de edad

100%

90%

80%

70%

- .f/x\\
S +Casos

50% = z

» _-‘Controles
40 o . A

Ministerio
N4,
30% \\
20%
N

10% OW

0% T T T |
<40 afios 40-49 afios 50-59 afios 260 afios

Figura 44: Porcentaje de mujeres fumadoras o exfumadoras de los casos, de los controles y de la
poblacién espafiola obtenida del Ministerio de Salud, Servicios Sociales e Igualdad, 2011 (239).
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c. ANTECEDENTES PERSONALES DE CANCER DE MAMA

El 4,8% (n=12) de los casos ha tenido previamente cdncer de mama mientras que sélo el
0,5% (n=1) de los controles habia padecido previamente este carcinoma, siendo las diferencias
estadisticamente significativas (p=0,009), (tabla 14, figura 45). Aplicando un modelo logistico

ajustado a la edad, pierde significacién (p=0,086).

Tabla 14: Distribucion en la poblacidn a estudio de los antecedentes personales de cancer de mama.

Casos Controles
p-valor P ajustada a la edad
N n % N %
Antecedentes
Personales Si 13 12 4,8% 1 0,5% 0,009 0,086

decancerdemama . 474|239 952% 185 99,5%

Estas diferencias casan dentro de la literatura existente dado que haber padecido cancer

de mama aumenta el riesgo de padecer otro cancer de mama o de recidiva.

Distribucion de la muestra por la variable antecedentes

personales de cancer de mama
o5 79 99,5%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% 4B% e
0% - —
si No

m Casos

m Controles

Figura 45: Distribucion de la poblacién de estudiopor antecedentes personales de cancer de mama.
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d. NUMERO DE HIJOS

En la poblacién del estudio, la media del nimero de hijos de los casos es superior a la de
los controles con significacidn estadistica. Esta significacion se pierde al ajustarlo por edad (tabla

15).

Tabla 15: Comparacion de las medias del nimero de hijos entre casos y controles.

. Diferencia P ajustada
Grupo N Media de medias p-valor 2 edad
NGmero  Casos 250 1,92 0,621 <0,001 0,463
de hijos cControles 185 1,3 0,621

Transformando esta variable en dicotémica (nulipara o 1 o mas hijos), la proporcién de
mujeres con cancer de mama que han tenido algun hijo es mayor (81,7%, n=205) que en los
controles, donde el 65,1% (n=121) han tenido uno o mas hijos (tabla 16 y figura 46). Estas

diferencias también son significativas.

Todo esto induciria a pensar que hay mayor proporciéon de cancer de mama entre las
mujeres que han tenido hijos que entre las que no, y por tanto iria en contra de la literatura
existente donde se sabe, tal y como se ha expuesto en apartados previos, que la nuliparidad es un

factor de riesgo.

Estos resultados se pueden explicar porque las edades medias entre los casos y controles
no son homogéneas tal y como se ha explicado previamente. En el grupo de los casos, la edad
media es 16 afios mayor que los controles y por tanto habra mas carcinoma de mama ya que va
implicito a la edad. De hecho, al aplicar un modelo logistico ajustado a la edad, pierde la
significacion.

Ademads, como se expuso anteriormente, ser nulipara supone factor de riesgo con
respecto aquellas mujeres que han tenido hijos (riesgo relativo de 1,16). Sin embargo, el efecto
protector del embarazo no se inicia hasta 10 afios después del primer parto (28,32). Esto junto
con alguna otra variable, como la edad a la que se tuvo el primer hijo, puede haber influido en los

resultados.

157



IMPLICACIONES DEL VPH EN EL CANCER DE MAMA EN MUJERES

Tabla 16: Distribucion de la poblacién de estudio segtn paridad.

Casos Controles P ajustada a
N n % N % p-valor edad
N2 partos Nulipara 111 46 18,3% 65 34,9% < 0,001 0,465
Unoomds 326 205 81,7% 121 65,1%
Distribucion de la muestra por paridad
100%
0,
90% 81,7%
80%
70%
60%
50% m Casos
40% M Controles
30%
20%
10%
0%
Nulipara Uno o mas

Figura 46: Distribucion de la poblacién de estudio segun paridad.

e. LACTANCIA

Los casos han lactado de media casi un mes menos que los controles sin que los
resultados sean significativos (tabla 17). Como se ha expuesto en el apartado de introduccion, la
lactancia materna tiene un efecto protector sobre el cancer de mama, sobre todo a partir de los
12 meses de lactancia. En el presente trabajo no se ha encontrado tal efecto protector entre los
casos y los controles siendo los grupos homogéneos (tabla 18). Los porcentajes de mujeres que
han dado lactancia materna entre los casos (82,2%, n=157) y los controles (81,7%, n=94) son muy
similares. Esta variable tampoco sale significativa cuando se estratifica en menos de 12 meses o

mas de 12 meses de lactancia, si bien es cierto que la p disminuye mucho al ajustarlo por edad

(tabla 18 y figura 47).
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Tabla 17: Comparacién de medias de los meses de lactancia de los casos y de los controles.

. Diferencia P ajustada a
Grupo N Media de medias p-valor edad
Lactancia Caso 191 8,65 0,763 0,582 0,978
(meses) Control 115 9,42 0,763

Tabla 18: Distribucién de la poblacién de estudio segtin la variable lactancia estratificada.

Casos Controles
P ajustada a la edad
N n % n % p-valor
0-11 meses 170 | 139 72,8% 86 74,8% 0,789 0,139

Lactancia 15 mesesomas 81 | 52 27,2% 29 252%

Si 251 | 157 82,2% 94 81,7% 0,919 0,703
No 55 | 34 178% 21 18,3%

Distribucion de la poblacion segun la lactancia
materna
100%
80% 77,8% 74,8%
60% 1 m Casos
o | m Control
40% 37 2% 25.2% ontroles
20% -
0% -
0-11 meses 12 meses 0 mas

Figura 47: Distribucion de la muestra segtin lactancia materna.

f. MENOPAUSIA

La media de edad de la menopausia es de 48,9 afios en los casos y de 48 afios en los

controles sin significacion estadistica, y por tanto los grupos son homogéneos (tabla 19).

Tabla 19: Estadisticos descriptivos para la variable edad media de la menopausia.

P Grupo N Minimo Maximo Media p-valor P ajustado ala edad
Edad mediade ™ ' "140 32 60 489 0,282 0,999
la menopausia

Control 36 38 56 48
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Cuando se estratifica esta variable en cualitativa, bien estratificada bien dicotémica, se

observan diferencias significativas (tabla 20) que desaparecen al aplicar un modelo logistico

ajustado por edad. Asi, hay 152 casos y 36 controles que son mujeres menopausicas. Eso

demuestra una vez mas, que hay mds casos con menopausia que controles con menopausia

(l6gicamente por la edad).

Tabla 20: Distribucion de la poblacion del estudio por franjas de edad de menopausia.

Casos Controles
P ajustada a la edad
N n % n % p-valor
Sl 188 152 62,0% 36 19,7% <0,001 0,238
Menopausia
NO 240 93 38,0% 147 80,3%
Edad <41 aios 14 8 5,3% 6 16,7% 0,012 1
Menopausia 42-53 afios 149 120 78,9% 29 80,6% 0,179
>54afos 25 24 158% 1 2,8% 0,07

Ademas desglosando la edad de la menopausia por franjas de edad en: tener menopausia

a los 41 afios o menos, entre los 42 y 53 afios y a los 54 afios o mas (tabla 20 y figura 48), se

demuestra que las mujeres que tuvieron la menopausia a los 54 afios o0 mas presentan mayor

proporcién de tumores de mama en nuestra poblacion de manera significativa (p=0,012). Esto

esta en consonancia con la literatura existente tal y como se expuso en el apartado factores de

riesgo. Sin embargo, cuando se aplica un modelo mutivariante ajustado a la edad, desaparece la

significacion estaditica si bien se mantiene la tendencia.

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Distribucion poblacion estudio por edad menopausia
estratificada

78,9%80,6%

16,7% 15,8%
>,3% 2,8%
<41 afios 42-53 afos > 54 afios

Casos

Controles

Figura 48: Distribucion de la poblacion del estudio por la variable edad de menopausia estratificada.
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g. PATOLOGIA CERVICAL

En cuanto a la variable antecedentes de patologia cervical, se comprueba Ia
homogeneidad de ambos grupos (casos y controles) al no existir diferencias significativas, ni en
valores crudos ni ajustado a edad. El 95,7% (n=156) de los casos y el 91,8% (n=146) de los

controles no han padecido patologia cervical alguna (tabla 21 y figura 49).

Tabla 21: Distribucion de la poblacion del estudio por patologia cervical.

Casos Controles P ajustada ala
N n % n % p-valor edad
Patologia Negativa 302 156 95,7% 146 91,8% 0,171 0,288
Cervical Riesgo 20 7 4,3% 13 8,2%

Dentro de los casos (n=7) y de los controles (n=13) hubo:

4 5 ASCUS: 1 casoy 4 controles.
4+ 6 CINI: 3 casosy 3 controles.

4 7CINIIl: 1 casoy 6 controles.
= 2 VPH-AR +: 2 casos

Distribucion de la muestra por patologia cervical
100% o 7%
(o]

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

91,8%

W Casos

m Controles

8,2%

Negativa Riesgo

Figura 49: Distribucion de la poblacion de estudio por patologia cervical.
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Por tanto, sélo la variable edad permanece con diferencias significativas entre ambos
grupos como ya se ha explicado. Las demas variables son homogéneas (pierden la significacién

esatdistica entre ambos grupos) al ajustarlas a la variable edad (cuadro 16).

Cuadro 16: Resumen de la homogeneidad entre casos y controles.

VARIABLES HOMOGENEIDAD | HOMOGENEIDAD
AJUSTADA A EDAD

Edad NO

Tabaco NO |

Antecedente Personal NO |

Cancer de mama

N2 de hijos NO |
continua
dicotémica (si/no)

Lactancia Sl Sl
continua

dicotomica (si/no)
<12/212 meses

Menopausia

continua | |
dicotomica (si/no) NO sl
<41/42-53/=54afos NO Sl
Patologia cervical sl sl
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RESULTADOS: Presencia VPH en los casos y en los controles

5.1 Presencia de VPH en los casos y en los controles

Los datos obtenidos dirigidos a verificar la existencia del virus del papiloma humano (VPH)

en las muestras de tejido con cancer de mama y su comparacién con los obtenidos en el tejido

con patologia benigna de mama, fueron sometidos al test de Chi Cuadrado.

Asi es cdmo se comprueba que la proporcidon de expuestos a VPH dentro de los casos

(51,8%) es estadisticamente superior (p<0,001) a la proporcion de expuestos dentro de los

controles (26,3%) como se puede apreciar en la tabla 22 y figura 50.

Tabla 22: Numero y porcentaje de casos y controles en cada nivel de exposicion a VPH.

Casos (n=251)  Controles (n=186)

N % N % p-valor

VPH+ 130 51,8% 49 26,3% <0,001
VPH- 121 48,2% 137 73,7%

Presencia de VPH

100%

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

73,7%

H VPH+
m VPH-

Casos Controles

Figura 50: Proporcion de VPH positivo y VPH negativo en la poblacion a estudio casos controles.

Segun los resultados de asociacidon que se pueden ver en la tabla 23, se deduce que

aquellas mujeres con VPH en la mama tienen 3 veces mas riesgo (odds ratio de 3) de desarrollar

cancer de mama que las que no lo presentan.
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Tabla 23: OR (IC 95%) de desarrollar tumor de mama seguin exposicion a VPH estimado por modelo
logistico.

OR Cruda (1C95%)

VPH No 1

Si 3,0 (210'415)

CONTROL DE LAS VARIABLES DE CONFUSION

Para estimar el verdadero grado de asociacidn entre el cancer de mama (enfermedad), y
el VPH (exposiciéon), controlando las variables de confusion, se establece el modelo de regresién
logistica binario. Los resultados del proceso se muestran en la tabla 24. En la tabla 25 se muestran

aquellas variables que no aportan nada para explicar la presencia de la enfermedad.

Tabla 24: Modelo logistico binario para la probabilidad de pertenecer al grupo casos/control. Variables
que estan en el modelo.

B Sig. OR 1.C. 95%
VPH 1,395 <0,001 4,034 2,213-7,352
Edad 0,11 <0,001 1,116 1,084 -1,15
Lactancia materna -0,032 0,022 0,969 0,943 - 0,996
Constante -5,274 <0,001 0,005

Tabla 25: Variables que no estan en el modelo.

Variable Significacion

Tabaco 0,661
Antecedentes personales cancer de mama 0,189
Numero de hijos 0,633
Menopausia 0,472
Patologia cervical 0,396
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Se observa que la edad, la lactancia y la presencia de VPH explican la existencia, o no, de
patologia maligna de la mama con respecto a la patologia benigna. Cuando la lactancia materna y
la edad se trataron como variables cualitativas (estratificadas) no se incluyeron en el modelo por

explicar peor que su versién continua, es decir, con una menor significacién estadistica.

Dentro del modelo, la OR asignada al VPH se sitia en un valor de 4,034 (IC 95%: 2,213-
7,352), lo que significa un mayor riesgo de padecer cancer en presencia de VPH, mayor incluso

gue la OR cruda.

Las OR asignadas a edad y lactancia corresponden a 1,1 y 0,9 respectivamente, lo que se
traduce que mayor riesgo de cancer de mama a mayor edad y menor riesgo de cancer de mama a

mayor tiempo de lactancia.

Por lo tanto, y controlando por las variables de confusion, lactancia materna y edad, se
explica aun mejor la influencia de la presencia de VPH en la pertenencia al grupo casos-control,

con una OR de 4,034.

El resto de variables de confusién no muestran significacion en el modelo logistico binario.
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5.2 VPH en controles

Dentro de los objetivos del trabajo, se quiso conocer si existian diferencias en la

incidencia de VPH entre las distintas lesiones benignas de la mama (subdivididas en 3 categorias)

gue se han utilizado como “contro

. Las muestras con “no presencia” de VPH son mds numerosas

que las que tienen VPH positivo, sin llegar a ser estadisticamente significativo (tabla 26 y figura

51).

Tabla 26: Evaluacion de la presencia de VPH en lesiones benignas de la mama.

VPH + VPH -
N % n % p-valor
Controles Lesion prol. Con atipia 3 6,1% 15 10,9% 0,616
Lesidn prol. sin atipia 15 30,6% 39 28,5%
Lesién no prol. o no pat. 31 63,3% 83 60,6%

prol.: proliferativa; pat.: patologia.

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

VPH en controles

63,3% 60,6%

B VPH +

W VPH -

Lesion prol. Atipia

Lesidn prol. sin atipia Lesién no prol. o no
pat.

Figura 51: Proporcion de VPH positivo y VPH negativo en la poblacion de los controles (desglosada) a

estudio.
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5.3 VPH en los casos

El andlisis estadistico de los casos y la aplicacidon del test Chi Cuadrado ha permitido

comprobar que el 90% de las muestras VPH+ eran en carcinomas infiltrantes y sélo el 10% se

encontraban en el material que histoldgicamente se informé como carcinoma in situ (Tabla 27 y

figura 52) no encontrando diferencias significativas. De igual forma, la mayoria de los VPH- fueron

carcinomas infiltrantes (88,4%). Tiene sentido ya que la mayoria de las muestras son carcinomas

infitrantes.

Tabla 27: Evaluacion de la presencia de VPH en cancer infiltrante y carcinoma in situ.

N
224
27

C. Infiltrante
Casos o
C. insitu

117

VPH+ VPH-
%
88,4%

11,6%

n % n
90% 107

13 10% 14

p-valor
0,839

100%

VPH en los casos

90,0%

88,4%

90% -

80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

C. Infiltrante

mVPH +

m VPH -

10,0% 11,6%

C.insitu

Figura 52: Proporcion de VPH positivo y VPH negativo en la poblacion de los casos (desglosada) a estudio.
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Para llevar a cabo el objetivo de estimar la posible relacidon entre aquellos canceres de
mama VPH positivos y las diferentes variables anatomopatoldgicas, se han aplicado diferentes
test entre las variables descriptivas tumorales y, por lo tanto, un analisis estratificado dentro del

grupo de los casos.

5.4.1. TAMANO TUMORAL

El tamafo medio en los tumores que presentaron VPH fue mayor (30,53 mm) que los que
no presentaron VPH (28,37 mm) como se puede observar en la tabla 28. Aunque la diferencia

estriba en algo mds de 2 mm, no existen diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 28: Estadisticos descriptivos “para la variable cuantitativa tamafio tumoral (T) segin presencia o no
de VPH.

VPH N Media (mm) Desviacion tip. p-valor
Si 129 30,53 20,632 0,395
No 120 28,37 19,359
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5.4.2. GRADO HISTOLOGICO

Dentro de los carcinomas infiltrantes, no hay diferencias entre la presencia de VPH en
cada grado histoldgico. Para los carcinomas in situ, el test no es concluyente por tener valores

muestrales bajos (tabla 29 y figura 53).

Tabla 29: Anilisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable grado histolégico del tumor.

VPH+ VPH-
n % n % p-valor
Grado | 10 8,6% 12 11,3% 0,564
' c. Grado Il 49  42,2% 49 46,2%
Infiltrante
Grado lll 57 49,1% 45 42,5%
Grado | 5 38,5% 3 21,4% -
C. insitu Grado |l 4 30,8% 3 21,4%
Grado Il 4 30,8% 8 57,1%
Presencia VPH por grados histolégicos
60%
49,1%
50% 46,29
40%
30% mVPH +
W VPH -
20%
10%
0%

Grado | Grado Il Grado Il

Figura 53: Proporcion de presencia de VPH seguin grados histoldgicos.
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5.4.3. INVASION LINFOVASCULAR

Para valorar si la presencia de VPH tiene relacién con la presencia o no de invasion
linfovascular se ha aplicado un test de Chi Cuadrado, no teniendo significacion estadistica como

se puede comprobar en la tabla 30 y figura 54.

Tabla 30: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable infiltracion linfovascular.

VPH+ VHP-

N n % n % p-valor

Invasién Si 43 23 17,7% 20 16,5% 0,868
linfovascular g 208 107 82,3% 101 83,5%

Presencia VPH relacionado con la invasion
linfovascular

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% -

0% -

mVPH +

m VPH -

17,7%  16,5%

Si No

Figura 54: Proporcion de presencia de VPH segun la variable invasion linfovascular.

172



RESULTADOS: VPH en variables anatomopatoldgicas de los casos

5.4.4.

GANGLIOS REGIONALES PATOLOGICOS

Tampoco esta relacionada la presencia de VPH con la existencia de ganglios regionales

metastasicos, tabla 31y figura 55.

Tabla 31: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y lla variable presencia de ganglios regionales

patoldgicos.

Ganglios
regionales
patoldgicos

VPH+ VHP-

N n % N % p-valor
Si 104 52 40,0% 52 43,0% 0,701

No 147 78 60,0% 69 57,0%

Ganglios regionales patologicos y VPH

80%
70%

60%

50%
40% -

40% 43%

B VPH +
® VPH -

30%
20% -
10% -

0% -

Si No

Figura 55: Proporcion de presencia de VPH segun la variable ganglios regionales metastasicos.
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5.4.5. METASTASIS

Del mismo modo, se ha analizado la relacidon potencial entre la presencia de VPH vy la
existencia o no de metastasis a distancia en el momento del diagndstico. Los resultados
mostraron claramente una similitud en los grupos no encontrandose diferencias significativas

(tabla 32y figura 56).

Tabla 32: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable metastasis a distancia.

VPH+ VHP-

N n % n % p-valor
Si 10 6 4,6% 4 3,3% 0,751
No 241 124 95,4% 117 96,7%

Metastasis

Presencia de VPH metastasis a distancia
95,4% 96,7%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% 4 600

0% -

m VPH+

W VHP-

S

Metastasis

Figura 56: Proporcion de presencia de VPH segun la variable metastasis al diagndstico.
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5.4.6. NEOADYUVANCIA

La neoadyuvancia es una circunstancia que se ha mostrado como no relacionada en modo
alguno con la presencia, o no, del VPH en las muestras analizadas. De las 33 muestras de
pacientes que habian recibido quimioterapia neoadyuvante, 16 presentaron ADN viral del VPH y

17 no lo contenian (tabla 33 y figura 57).

Tabla 33: Anilisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable neoadyuvancia.

VPH+ VHP-
N n % N % p-valor

Si 33 16 12,3% 17 14,0% 0,712

Neoadyuvancia
No 218 114 87,7% 104 86,0%

Presencia de VPH y neoadyuvancia

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% -

0% -

87,7% 86,0%

H VPH+

m VHP-

S| NO

Neoadyuvancia

Figura 57: Proporcion de presencia de VPH segun la variable neoadyuvancia.
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5.4.7. ESTADIO

En cuanto a la presencia de VPH segun el estadio clinico, el VPH se distribuye
homogéneamente (tabla 34 y figura 58) no pareciendo que exista una relacidon entre ambos. Este
aspecto del “estadio” tiene sentido ya que engloba las variables tamafo tumoral, ganglios afectos

y metastasis, como se acaba de comprobar, ninguno tiene significacién estadistica.

Tabla 34: Anilisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable estadio tumoral.

VPH+ VHP-
N n % n % p-valor
0 25 14 10,9% 11  9,3% 0,724
IA 51 30 234% 21 17,8%
IB 1 1 0,8% 0 0,0%
A 78 35 273% 43 36,4%

Estadio
1B 45 25 195% 20 16,9%
mMA 32 15 11,7% 17 14,4%
lnc 3 2 16% 1  0,8%
IV 11 6 47% 5  42%
Presencia de VPH por estadios
50%
40% QR’AOA
30%
20%
10%
0%

0 IA IB IA 1B A (e v

Figura 58: Distribucion de la poblacién de casos del estudio segun estadio y presencia o no de VPH.

Agrupando esta variable en estadios iniciales (I y 1l) y avanzados (Il y IV) tampoco se ha

hallado significacion estadistica (tabla 35).

Tabla 35: Anilisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable estadio tumoral estratificada.

VPH+ VHP-
N n % n % p-valor

Inicial 200 105  82,0% 95 80,5% 0,87

Estadio
Avanzado 46 23 18,0% 23 19,5%
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5.4.8.

RECEPTORES HORMONALES: RE Y RPg

Para el estudio de estas variables se han estratificado en negativo, en porcentaje del 1-

19%, y mayor o igual del 20% tal y como se muestra en la tabla 36 y figuras 59 y 60. No existen

diferencias estadisticamente significativas que relacionen la presencia del VPH con las distintas

expresiones de los receptores hormonales, ya sean estrégenos o progesterona. Si bien es cierto

que la mayor parte (el 85,2%) de los tumores que presentaron VPH, tenian receptores de

estrogenos superiores al 20%. También la mayoria de los VPH positivo presentaron receptores de

progesterona (62,5%).

Tabla 36: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y las variables RE y RPg.

VPH+ VHP-
N n % n % p-valor
0 39 18 14,1% 21 17,5% 0,407
RE 1-19% 4 1 0,8% 3 2,5%
>20% 205 109 85,2% 96 80,0%
0 51 26 20,3% 25, 20,8% 0,581
RPg 1-19% 37 22 17,2% 15 12,5%
>20% 160 80 62,5% 80 66,7%
VPH y RE
100%
90% 85,2%
70%
60%
50%
20% N VPH+
30% M VHP-
20% 14,1 °n17’5%
0% -
0 1-19% >20%
RE

Figura 59: Proporcion de presencia de VPH segun la variable receptores de estrégenos.
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VPH y RPg

100%
90%
80%
70% 62.5% 2>
60%
50%
40%
30% 1—20,3% 20,8%
20% -
10% -
0% -

H VPH+

W VHP-

17,2%

0 1-19% 220%

RPg

Figura 60: Proporcion de presencia de VPH segun la variable receptores de progesterona.

Tampoco existen diferencias cuando se estratifica estas variables en receptores de

estrogenos o progesterona presente (a partir del 1%) o no presente (negativo) (tabla 37).

Tabla 37: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable presencia de Receptores de
estrégenos y de progesterona (analisis dicotdmico positivo/negativo).

VPH+ VHP-
N n % n % p-valor
RE Negativo 39 18 14,1% 21 17,5% 0,489
Positivo 209 110 85,9% 99 82,5%
ap Negativo 51 26 20,3% 25 20,8% 0,999

Positivo 197 102 79,7% 95 79,2%
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5.4.9. HER2

Tal y como se muestra en la tabla 38 y figura 61, la sobreexpresion de HER2 no guarda

relacidn con la presencia del VPH en la muestra estudiada.

Tabla 38: Analisis de la relacidn entre la presencia de VPH y la variable sobreexpresion HER2.

VPH+ VHP-
N n % n % p-valor
Positivo 43 27 21,3% 16 13,8% 0,134
HER2 Negativo 200 100 78,7% 100 86,2%
HER 2y VPH
100% :
oo 78,79 g
70%
60%
50%
40% B VPH+
30% B VHP-
20%
10% -
0% -
Positivo Negativo
HER2

Figura 61: Proporcion de presencia de VPH segun la variable HER2.
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5.4.10. KI-67

Como ya se ha explicado, el Ki-67 es un indice de proliferaciéon celular. A mayor Ki-67
mayor capacidad de proliferar las células tumorales y, por tanto mayor agresividad. Esta variable
se ha estratificado en 3 grupos en consonancia con la literatura existente tal y como se ha
desarrollado en puntos anteriores. Asi: <14% seria el primer grupo o con indice de proliferacidn
bajo, del 14 al 19% seria un indice de proliferacién intermedio, y por ultimo mayor o igual al 20%
corresponderia a un indice de proliferacion alto. En nuestra poblacién a estudio, a mayor Ki-67,
mayor presencia de VPH, aunque no es significativo ya que no existe tal tendencia cuando se

estudian las muestras sin VPH (tabla 39 y figura 62).

Tabla 39: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable cualitativa Ki-67.

VPH+ VHP-
N n % n % p-valor
<14 84 37 28,9% 47 39,5% 0,083
KI-67 14-19 71 44 34,4% 27 22,7%
>=20 91 47 36,7% 45 37,8%
VPH y Ki-67
60%
50%
39,5%
’ 26 79.37,8%
40% 34,4% 7
30% B VPH+
m VPH-
20% -
10% -
0% -

<14 14-19 >=20

Figura 62: Distribucion de la variable Ki-67 en la muestra estudiada segtn la presencia de VPH.

Como resumen, se puede concluir que ninguna de las variables anatomopatoldgicas

estudiadas tiene relacion estadisticamente significativa con la presencia de VPH.
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5.5 VPH y subtipos inmunohistoquimicos

A continuacion, se aborda la estimacion de la potencial relacidon entre la presencia del

VPH vy los distintos subtipos inmunohistoquimicos de cdnceres de mama (luminal A, luminal B

HER2 positivo, luminal B HER2 negativo, triple negativo, y HER2 puro).

Asi, se puede observar en la tabla 40 y en la figura 63 cémo la presencia de VPH esta

relacionada con los fenotipos luminales B (sobre todo HER2-), y, por el contrario los triple

negativos y los luminales A se relacionan mds con la no presencia de VPH. Esta relacién no

obstante no es estadisticamente significativa.

Tabla 40: Analisis de la relacion entre la presencia de VPH y la variable fenotipo inmunohistoquimico.

Inmuno LUMINAL A 88 37
LUMINAL B HER2- 83 50

LUMINAL B HER2+ 35 23

HER2+ (cERB2) 12 5

TRIPLE NEGATIVO 24 11

VPH+

%
29,4%
39,7%
18,3%

4,0%
8,7%

51
33
12

13

VHP-

%
44,0%
28,4%
10,3%

6,0%
11,2%

p-valor
0,055

VPH y fenotipo inmunohistoquimico

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

HER2-

LUMINALA LUMINALB LUMINALB
HER2+

HER2+

TRIPLE
NEGATIVO

Figura 63: Distribucion de la exposicion a VPH en la variable fenotipo inmunohistoquimico.
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De la poblacion estudiada, el 47% de los casos (n=55), y el 61,2% (n=30) de los controles
presentaron infeccién viral a mas de un serotipo de VPH (tabla 41). Es decir, que existe

coinfeccidn en 85 muestras para mas de un serotipo viral.

Tabla 41: Porcentaje de infeccion multiple en los casos y en los controles.

CASOS (n=130) CONTROLES (n=49)

N n % n % p-valor
A Si 85 | 55  470% 30  612% 0,125
multiple No 81 | 62 530% 19  388%

En cuanto a los serotipos virales, el total de las muestras con VPH ha sido 179: 130 casos y
49 controles. De las 130 muestras de casos con presencia del virus del papiloma humano, 79
contenian VPH-AR, y 74 VPH-BR (tabla 42). Cabe recordar aqui que, en numerosas muestras, hubo

infeccién concomitante de VPH de alto y bajo riesgo.

De la misma manera, de los 49 controles con presencia de VPH, 46 contenian algun

serotipo de VPH-AR y 17 muestras contenian VPH-BR (tabla 42).

Cuando se compara la presencia de VPH-AR en los casos y controles, no existen
diferencias significativas. Sin embargo, si que existen mas VPH-BR en los casos con diferencias

significativas (tabla 42 y figura 64).

Tabla 42: Distribucién de los serotipos virales segun alto o bajo riesgo en los casos y en los controles.

PRESENCIA VPH Casos Controles
n % n % p-valor
AR Si 79 315% 46 24,7% 0,135
No 172 68,5% 140 75,3%
o Si 74 295% 17 9,1% <0,001

No 177 70,5% 169 90,9%
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Presencia de VPH-HR y VPH-LR en casos y controles

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40% 31,5%
30% - 24 7%
20% -
10% -
0% -

75,3%
68,5%

W Casos %

M controles %

Si No

AR

Figura 64: Distribucion de la presencia de VPH-AR y VPH-BR en los casos y en los controles.

En cuanto a los serotipos encontrados, en las 179 muestras (130 casos y 49 controles) con
presencia de ADN viral, se han identificado 248 VPH de alto riesgo (16 serotipos diferentes de alto

riesgo oncogénico), y 138 VPH-BR (11 serotipos de bajo riesgo oncogénico), (tablas 43 y 44).

Tabla 43: Frecuencias de los diferentes serotipos de VPH de alto riesgo (AR) en los casos y controles.

Caso (porcentaje’) Control(porcentajeb) N (porcentaje‘)

AR16 32 (12,75%) 26 (13,98%) 58 (13,27%)
AR18 3(1,20%) 1(0,54%) 4 (0,92%)

AR31 11 (4,38%) 7 (3,76%) 18 (4,12%)
AR33 5(1,99%) 3(1,61%) 8(1,83%)

AR39 10 (3,98%) 9 (4,84%) 19 (4,35%)
AR45 3(1,20%) 2 (1,08%) 5(1,14%)

AR51 15 (5,98%) 13 (6,99%) 28 (6,41%)
AR52 6(2,39%) 7 (3,76%) 13 (2,97%)
AR53 3 (1,20%) 5(2,69%) 8 (1,83%)

AR56 7(2,79%) 4(2,15%) 11 (2,52%)
AR59 5(1,99%) 12 (6,45%) 17 (3,89%)
AR66 8(3,19%) 5(2,69%) 13 (2,97%)
AR68 4 (1,59%) 5(2,69%) 9 (2,06%)

AR69 15 (5,98%) 0 (0%) 15 (3,43%)
AR70 41,59%) 6 (3,23%) 10 (2,29%)
AR73 7 (2,79%) 5(2,69%) 12 (2,75%)

®:Porcentaje del serotipo del total de la muestra de los casos (251 muestras). b, Porcentaje del serotipo del
total de la muestra de los controles (186 muestras).: Porcentaje del serotipo del total de la muestra
estudiada (437 muestras).
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Porcentajes de VPH-AIlto riesgo (HR) en casos-controles

16
14 -
12
10
8 m Casos
6
m Controles
4
2_
0_
O D N M O OO DN D Oy o DO D
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Figura 65: Distribucion por serotipos de VPH-AR en los casos y en los controles.

Porcentaje de serotipos virales de alto riesgo (HR) con respecto al
tamaifo muestral total
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Figura 66: Distribucion por serotipos de alto riesgo con respecto al total de la muestra estudiada.

En las figuras 65 y 66 se observa que el VPH-16 es el serotipo de alto riesgo mas
frecuente, tanto en los casos como en los controles. Si bien es cierto, que se han objetivado mas,
proporcionalmente hablando, en los controles que en los casos. Ademas, se observa que existen
otros 7 serotipos de alto riesgo que son mas frecuentes en los controles (porporcionalmente

hablando) que en los casos: VPH-39, -51, -53, -59, -68 y -70.
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Tabla 44: Frecuencias de los serotipos de VPH de bajo riesgo en los casos y controles.

Caso (porcentaje®) Control (porcentaje”) N (porcentaje®)

BR6 17 (6,77%) 0 (0%) 17 (3,89%)
BR11 2 (0,80%) 1(0,54%) 3(0,69%)
BR40 2 (0,80%) 1(0,54%) 3(0,69%)
BR42 7(2,79%) 1(0,54%) 8 (1,83%)
BR43 4 (1,59%) 0 (0%) 4(0,92%)
BR44 6 (2,39%) 1(0,54%) 7 (1,60%)
BR54 8 (3,19%) 12 (6,45%) 20 (4,58%)
BR61 2 (0,80%) 2 (1,08%) 4(0,92%)
BR62 11 (4,39%) 10 (5,38%) 21 (4,81%)
BR72 3 (1,20%) 0 (0%) 3(0,69%)
BR8Y 46 (18,33%) 2 (1,08%) 48 (10,98%)

®:Porcentaje del serotipo del total de la muestra de los casos (251 muestras). b, Porcentaje del serotipo del
total de la muestra de los controles (186 muestras).: Porcentaje del serotipo del total de la muestra
estudiada (437 muestras).

Distribucion por serotipos de VPH-Bajo riesgo (LR)

20
18
16
14

12
10 m Casos

m Controles

o N B OO
I

LR6 LR11 LR40 LR42 LR43 LR44 LR54 LR61 LR62 LR72 LR89

Figura 67: Distribucion por serotipos de VPH-BR en los casos y en los controles.
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Distribucion por serotipos de bajo riesgo con respecto al total de la
muestra estudiada
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Figura 68: Distribucion por serotipos de bajo riesgo con respecto al total de la muestra estudiada.

De los serotipos de bajo riesgo, el mas frecuente es el VPH-89. Sélo hay dos serotipos de

bajo riesgo, el VPH-54 y el VPH-62, que son mas frecuentes en los controles.

Del global de la muestra, el VPH-16 es el serotipo mads prevalente (n=58), seguido del VPH

89 (n=48), el VPH-51 (n=28), VPH-62 (n=21), VPH-54 (n=20), VPH-39 (n=19).

186



6. Discusion



UNIVERSITA
Miguel
Hernandez




DISCUSION: Presencia de VPH

En 1990, Band y colaboradores (240) fueron los primeros que plantearon la posibilidad de
gue el VPH podria estar implicado en el cancer de mama, describiendo que el VPH-16/-18 podria
inmortalizar las células epiteliales de tejido mamario normal, mediante la inhibicion de la

apoptosis.

Dos afios después, en 1992, Di Lonardo (182) confirmé mediante PCR la presencia del
VPH-16 en el 29,4% de las 17 muestras incluidas en parafina de cancer de mama. También analizé
los ganglios metastatizados axilares, pero no encontrd presencia viral en los mismos. Esta fue la

primera vez que se describio la posible relacién entre el VPH y el cancer de mama in vivo.

En el presente estudio, se ha detectado la presencia del VPH en el 51,8% de los casos y en
el 26,3% de los controles, siendo la diferencia estadisticamente significativa. Estos datos se
encuentran por encima de las prevalencias a nivel mundial (19,8% de los casos y 4,3% de los
controles). También se encuentran por encima de la media europea, donde la prevalencia de los
casos se encuentra en torno al 12,25% y 0% en tejido mamario afecto de patologia benigna (figura

22).

Simoes (53), en su metaanadlisis de 2012, incluye 2.211 muestras (1.932 casos y 279
controles) y determina la presencia de VPH en cancer de mama en el 23% de los casos y en el
12,9% de los controles existiendo diferencias significativas. No obstante, existe un amplio rango
de resultados de VPH positivo en las muestras de cancer de mama dependiendo de la regidn del
mundo de la que hablemos. Segln este autor, en Europa existe un 13,4% mientras que en
Australia y Norte América un 42,9%. Tras agrupar todos los estudios de casos-controles, la OR que
calculé mostré que las mujeres con VPH positivo tenian 5,9 veces mas riesgo de padecer cancer
de mama que aquellas VPH negativas (95%, 1C=3,36-10,67). La OR de nuestro estudio, ajustada a

la edad es de 4,03 (95%, 1C=2,213-7,352), algo inferior que la que este autor refleja.

En la revision realizada, la mayor prevalencia de VPH en el cancer de mama la tiene
Oceania con un 45,4% (de acuerdo con Simoes (53)), a diferencia por ejemplo de Africa con una
prevalencia del 7,3%. No obstante, estas prevalencias no son del todo comparables ya que
observando la figura 69, los tamafios muestrales de las diferentes regiones geograficas distan de
ser homogéneos. Asi, en Asia se han estudiado 1.871 muestras lo que supone un 38% del total de
muestras de casos, y sin embargo, regiones como Oceania o América del Norte tienen un 4% y un

3% respectivamente, del total de las muestras de cancer de mama estudiadas (n=4.898).
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Total de casos estudiados por regiones
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Figura 69: Numero total de casos estudiados en las diferentes regiones del mundo.

De Villiers en el afio 2004 (194), es el autor que informa de la mayor prevalencia
publicada: detectd virus del papiloma humano en un 86% de los casos (25 de 29 carcinomas de
mama) y en un 69% (20 de 29 controles) en las muestras de tejido del pezén de las mismas

mamas (usados como controles).

Yu (187) publicé en 1999 un estudio con 52 carcinomas de mama (44 ductales infiltrantes
y 13 ductales in situ) y 20 controles (4 mastopatias, 3 hiperplasia ductales atipicas, y 13
papilomas) donde encuentra en 18 de los carcinomas y uno de los controles VPH con significacion
estadistica. Liu (189) (USA, 2001), evidencié un 35,3% de ADN del VPH en las 17 muestras de

canceres de mama analizadas.

Kan (195) (Australia, 2005), analiza 50 piezas de cancer de mama infiltrante utilizando PCR
para VPH subtipos 16, 18 o 33, teniendo como resultado la positividad para VPH-18 en el 48% de

las muestras.

Choi (199), en 2007, encontré 8 muestras positivas de los 123 carcinomas de mama
estudiados en Corea. Sin embargo, no encontrd ninguna muestra positiva en los 31 papilomas
intraductales estudiados. Ademas, encontré en 3 muestras infeccién por multiples tipos de VPH-
AR siendo los mas frecuentes en VPH-18 y el VPH-70. Ninguna de las muestras estudiadas VPH-

positivas fue p53 positivo.

Akil (200) encontré VPH en el 61,06% de las muestra estudiadas con cancer de mama en

mujeres sirias en 2008. He (206) estudia 40 canceres de mama y 20 muestras de tejido de mama
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normal encontrando diferencias significativas para la presencia de VPH-16 (Unico tipo que

encuentran) en mujeres chinas en 2009.

En otro estudio realizado en el norte de Irdn (2012) por Sigaroodi et al (219), se detectd
ADN del VPH en el 25,86% de los de los canceres de mama y en el 2,4% de las muestras de
fibroadenomas. El mismo afio, Chang et al (216) no encuentran ningun tipo de VPH en los 48
canceres de mama estudiados en China, sin embargo si que obtienen VPH-6 y -11 en 3 de las 30
muestras de patologia benigna de la mama, concretamente en tumores fillodes. Resulta
interesante que estos VPH son obtenidos mediante hibridacién in situ, siendo negativo por PCR.
Ademas, repiten el analisis a los 3 meses tras tener las muestras congeladas y los resultados son
negativos. Pereira et al (176) encuentran VPH en el 26% de sus muestras (16/61) de canceres de
mama en mujeres argentinas en 2013. Salehpour et al (234) estudian el cdncer de mama en
mujeres iranies en 2015, encontrando un 26,2% de muestras positivas para VPH, los serotipos que

encontré fueron de bajo riesgo.

Se ha seleccionado de la tabla 2 aquellos estudios donde se realiza la busqueda de ADN
viral en muestras afectas de cdncer de mama (casos) y muestras con patologia benigna o tejido
sano (controles) obteniendo 28 articulos (tabla 45). Y, aunque las prevalencias como se pueden
observar son variadas, sin embargo en todos los estudios, al igual que en el nuestro, la
prevalencia de VPH en los casos es mayor que en los controles. La Unica excepcion es Wang (230)
en 2014, que encuentra VPH en 1 muestra de 7 cdnceres de mama y en 2 de 2 muestras de

patologia benigna, y por tanto con esasa representacion muestral.

Ademas, de los 11 articulos donde aparece si hay o no significacién, en 9 existen
diferencias estadisticamente significativas (tabla 45). Sin embargo, los tamafios muestrales de los
casos y controles son pequefios y difieren mucho entre uno y otro grupo. De hecho, los Unicos

autores que establecen tamafios homogéneos en casos y controles son:

+ De Villiers (194) (n=29 en cada grupo),
Tsai (172) (62 casos y 60 controles),
Gumus (170) (n=50 en cada grupo),
Ahangar (225) (n=65 en cada grupo)y,

-+ + +

Manzouri (226) (55 casos y 51 controles).

Los tamafios muestrales de los controles en el resto de los trabajos publicados, no
alcanzan, en la mayoria, la mitad en nimero que el grupo de los casos, lo que disminuye en parte

la potencia estadistica.
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Tabla 45: Seleccién de estudios que recogen casos y controles.

Autor, afio Pais Cons. Método Region VPH+/ Casos (% VPH+/ Controles OR (IC)
muestra deteccion amplificada VPH+) (% VPH+)
virus (cebadores)

Bratthauer, 1992  USA Parafina PCR/SB L1 (6, 11, 16, 18) 0/28 (0%) Carcinoma 0/15 (0%) -

(181) papilares y CDI Papiloma
intraductal
Gopalkrishna, 1996 India Fresco PCR/SBH E6(16,18) 0/26 (0%) CI 0/4 (0%) -
(185) Fibroadenoma
Yu, 1999 (187) Japén  Parafina PCR/SBH E6 (16, 18,33) 18/52(34,6%)CDly  1/20 (5%) HDA,  P=0,02
. CDIS Papiloma,
China ,
mastopatia
Damin, 2004 (191) Brasil  Parafina PCR/seq E6(16,18) 25/101 (24,75%) CI  0/41 (0%) Mn- 27,67 (1,64-
. fibroadenomas 466,13)
resco P<0,001
De Villiers, 2004  USA Parafina PCR/ISH L1 (GP,Cp,FAP) 25/29 (86,21%)Cl 20/29 (69%) -
(194) Pezén
Tsai, 2005 (172)  Taiwan Fresco PCR L1 (MY9/11)  8/62 (12,9%) CDI 2/60 (3,3%) -
Fibroadenomas,
Mn, tumores
tiroideos
Gumus, 2006 (170) Turquia Fresco PCR L1 (MY) 37/50 (74%) Cl 16/50 (32%) P=0,000
mismas pac. Con
i Cl pero Mn
(11,16,18,33)
Yasmeen, 2007 Canada Parafina PCR E6/E7 17/17 (100%) CI- 2/18 (11%) Mn -
198 16,18,31,33,35
(198) ( ) 6/10 (60%) CIS
Choi, 2008 (199) Corea Parafina PCR/mycr Chip con 28 8/123(6,5%) ClI 0/31 (0%) -
oarray tipos Papilomas
De Leén, 2009 (204) México Parafina PCR 15/51 (29,4%)Cl 0/43 (0%) Pbm -
L1 (MY, GP)
Mendizabal-Ruiz, Mexico Parafina PCR/seq E1/Cpl & CplIG 3/67 (4,47%) Cl 0/40 (0%) Pbm -
2009 (205)
He, 2009 (206) China  Congel. PCR E6 24/40 (60%) Cl 1/20 (5%) Mn P=0.,001
Heng, 2009 (207)  Australia Parafina PCR L1 (MY, GP) 5/13 (39%) CDIS 3/17(18%) Mn -
Is situ E6 (16,18) 3/13 (23%)Cl
Antonsson, 2011  Australia Congel. PCR FAP 59/64 27/54 (50%) Cl 1/4(25%) Mn -
211
( ) ISH L1/Esp VPH-18 0/27 (0%) CI
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Autor, afio Pais Cons. Método Region VPH+/Casos (%VPH+) VPH+/Controles OR (IC)
Muestra deteccion amplificada (%VPH+)
virus (cebadores)
Mou, 2011 (213) China Fresco DBH/seq L1(MY09/11, 4/62 (6,5%) Cl 0/46 (0%) Mn -
GP5+/GP6+)
Chang, 2012 (216) China Fresco  PCR/ISH E6/E7 0/48 (0%) CI-CIS 3/30 (10%) Pbm -
(6,11,16,18)
Frega, 2012 (54) Italia Parafina PCR INNO-LiPA HPV  9/31 (29%) CI 0/12 Pbm P<0,04
(SPF10)
Glenn, 2012 (217) Australia Congel. PCR E6 25/50 (50%) ClI 8/40 (20%) P=0,000
CELech
Parafina PCRin situ 6/13 (46%) 4/14 eche
(28%) CDIS-CDI 3/18 (18%)Mn
Herrera Romano, Meéxico Parafina PCR L1 GP5/6 0/118 (0%) CDIS 0/2 (0%) Lesion -
2012 (218 ezon
(218) Congel. E6 VPH-16 0/10 (0%) CDIS S
Sigaroodi, 2012 Irdn Parafina PCR L1 GP5+/GP6+  15/58 (25,86%) Cl 1/41 (2,41%) OR: 13,95
(219) ko Fibroadenomas  (95%,IC
1,762-
FAP 110,526)P=
0,002
Liang, 2013 (223)  China  Congel. HC2(13 - 48/224 (21,4%) 6/37 (16,2%) P=0,468
VPH-AR) CI-CIS Fibroadenomas
Ali, 2014 (224) Iraq Parafina ISH (16,18,31,33,35, 60/129 CDI-CLI 3/24 (12,5%) Pbm P<0,001
45,51,82
) 0/20 (0%) Mn
Ahangar, 2014 Irdn Parafina PCR/seq L1 21/65 (32,3%) Cl 0/65 (0%)Pbm -
(225) (MY/GP5/GP6)
Manzouri, 2014 Irdn Parafina PCR- L1 GP5+/GP6+  10/55 (18,2%) CI 7/51 (13,7%) Pbm P=0,53
(226) INNO-LiPA ductal-lobulillar-
medular
Wang, 2014 (230) China Congel. PCR/seq Secuenciaciéon 21/7 Cancer mama 2/2
masiva paralela
Fu, 2015 (232) China Parafina PCR E7 de VPH-58 25/169 (14,79%) 1/83 (1,2%) P=0,001
ISH 17/169 (10,06%) CI  1/83 (1,2%) Pbm  P=0,008
LiJ., 2015 (233) China Parafina PCR L1 (M09/11; 3/187 CI-CDI-CLI 0/92 Pbm
GP5-6. E6/E7 de
VPH-16,18
Vernet-Tomas, Espafia Parafina PCR SPF-10 0/76 (0%) Cl 0/2 (0%) -
2015 (235) .
LiPA25
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En este trabajo de investigacidn, los grupos de los casos y controles fueron disefiados 1:1
y, aunque la muestra final han sido 251 casos y 186 controles y por tanto no ha alcanzado la
proporcién exacta, mantiene la potencia estadistica. Ademas, hay que tener en cuenta que, hasta
la fecha, no se ha encontrado otra publicacién con ese tamafio muestral en casos y controles

juntos.

Como se ha explicado en el trabajo, los casos y los controles utilizados no han sido
homogéneos en la variable edad, pero si en el resto de variables ajustadas a ésta. Aun asi, los
resultados son claros. La OR asignada al VPH, teniendo en cuenta la edad y la lactancia, se sitia en
un valor de 4,034, potenciando asi la variable VPH, de tal forma que existe un mayor riesgo de
padecer cancer en presencia de VPH (mujeres jévenes que no hayan lactado). Las OR asignadas a
edad y lactancia corresponden a 1,1 y 0,9 respectivamente, lo que se traduce que mayor riesgo de
cancer a mayor edad y, menor riesgo de cancer a mayor tiempo de lactancia. Todo concuerda

dentro de la evidencia descrita en la literatura.

En cuanto a la presencia de VPH en los controles, el 16,67% de la patologia proliferativa,
el 27,78% de la proliferativa sin atipia y el 27,19% de la no proliferativa, han presentado VPH, sin
ser estadisticamente significativo. Estos datos parecen entrever que la presencia de ADN del VPH
no interfiere en la existencia de lesiones con diferentes grados de malignizacién, si bien es cierto
que seria necesarios estudios mas amplios para poder concluir esta afirmacién. Sin embargo, si se
ha puesto en evidencia la existencia de VPH en patologia benigna. En cuanto a la diferenciacion
entre carcinomas infiltrantes e in situ, no se puede concluir dado el bajo nimero de casos

recogidos de carcinoma in situ.

El siguiente trabajo, en volumen de muestras recogidas, seria el reciente de Li J.(233)
(China, Agosto de 2015) con 187 canceres de mama y 92 tumores benignos, y el de Fu (China,
2015) y colaboradores (232) con el estudio de 169 casos y 83 controles. Este ultimo estudio es
interesante porque analiza las muestras tanto con PCR como con hibridaciéon in situ buscando
VPH-58. Asi, encontré en el 14,79% de los casos (con PCR) y 10,06% de los casos (con ISH), y en el
1,2% de los controles (tanto con PCR como con ISH), siendo las diferencias significativas en ambas

técnicas.

Por el contrario, son 14 los autores que no encuentran VPH en sus muestras, estos

quedan reflejados en la tabla 46.

Bratthauer et al (181) (1992), a partir de la premisa de que la mayor parte de los

carcinomas producidos por el VPH son escamosos (aunque existen también adenocarcinomas de
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cérvix), considera la busqueda de VPH de los serotipos VPH-6, -11, -16, -18 en 13 casos de CDI, 15
papilomas intraductales y 15 carcinomas papilares no encontrando en ninguna de las muestras
ADN viral. Ese mismo afio, Wrede (183) tampoco encuentra mediante PCR, VPH en las 80

muestras de cdncer de mama estudiadas.

Czerwenka et al (184), busca en 1996 en mujeres austriacas VPH en 20 casos de
enfermedad de Paget (10 infiltrantes y 10 intraductales) sin encontrar tampoco presencia del
virus, aludiendo a la contaminacidén del resto de estudios ya que ellos habian obtenido las células

de cdncer de mama por aspiracién con una aguja fina.

Hedau et al (58) estudian en una muestra de 228 mujeres con cancer de mama la
prevalencia de VPH, tanto en tejido afectado por carcinoma de mama (0/228) como en sangre

(0/142), no encontrando ningun caso positivo.

Herrera-Romano (218) en 2012 busca VPH en carcinomas ductales in situ: 118 de las
muestras fijadas en parafina y 10 de ellas en fresco y, por otro lado, estudia también 2 muestras
de lesiones en tejido del pezdn fijadas en parafina (no establece que sea patologia benigna). En

ninguna de las muestras detecta VPH.

En 2013, Kwong et al (222) tampoco encuentran VPH en las 102 muestras de VPH

analizadas, ni en las muestras de sangre de estas mismas pacientes.

En Espafia, el Unico estudio realizado hasta la fecha es de Vernet-Tomas et al (235)
(Hospital del Mar, Barcelona, 2015). Estudian la presencia de VPH en 78 muestras de tejido
mamario utilizando como cebadores SPF10 y andlisis por hibridacion reversa (LiPA). 76 muestras
corresponden a carcinomas de mama de diferentes histologias (in situ, lobulillar y ductales
infiltrantes, enfermedad de Paget, etc.) y dos muestras son patologia benigna de la mama. No

encuentran ADN del VPH en ninguna de las muestras estudiadas.

195



IMPLICACIONES DEL VPH EN EL CANCER DE MAMA EN MUJERES

Tabla 46: Selecciéon de estudios que no encuentran VPH.

Conservac Método

Autor. afio Pais i6n deteccién Region amplificada  VPH+/ Casos (% VPH+/ Controles (%
’ . (cebadores) VPH+) VPH+)
muestra  virus
0, H 0, H
Bratthauer, 1992 (181) USA Parafina PCR/SB L1 (6,11, 16, 18) B0 CeTtineii) - (5 (0 e
papilares y CDI intraductal
Reino ) L1(GP)
Wrede, 1992 (183) ) Parafina  PCR 0/80 (0%) Cl -
Unido E7 (16,18)
Czerwenka, 1996 (184) Austria  Parafina PCR/DBH LMY/ 0/20 (0%) Paget -
. (6,11,16,18,31,33,35) e
Gopalkrishna, 1996 . o 0/4 (0%)
(185) India Fresco PCR/SBH E6 (16,18) 0/26 (0%) Cl Firoadenoma
Noguera, 2004 (192)  Argentina Parafina PCR L1 (MY09/11) 0/40 (0%) Cl -
L1, SPF % (40 ti
Lindel, 2007 (197) Suiza  Parafina  PCR VPIHS) % (40tiPos 01 0%) i -
De Cremoux, 2008 . GP5+/GP6+ s
(203) Francia  Congelado PCR (16,18,33,45,6,11) 0/50( 0%) Cl -
Congelado PCR LiptGB. E1)
Moo, 2010 (2 3 E6/E7 0/123 (0% )ClI
na, 2010 (209)  Tdnez (16,18,31,33,52/58) . )
acha 0/123 (0%)Cl
Parafina  ISH (6,11,16,18,31,33)
Yavuzer, 2010 (210) Turquia  Parafina PCR MY/GP 0/84 (0%) ClI -
PCR L1 (MY09/11, 0/228 (0%) CI
Hedau, 2011 (58) India Congelado GP5+/GP6+) -
gRT-PCR E6-E7 (16) 0/142 (0%) Sangre
silva, 2011 (214) Brasil Parafina  PCR E1(6,11,16,18) 0/79 (0%) Cl -
Herrera Romano, 2012 México Parafina PCR L1GP5/6 0/118 (0%) CDIS 0/2 (0%) Lesién
(218) Congelado E6 VPH-16 0/10 (0%) CDIS pezon
PCR- 0/94 (0%) CDI
Kwong, 2013 (222) China  Fresco L1/E6 (VPH-16/18) -
RT/seq 0/8 (0%) CDIS
- 201
Vernet-Tomas, 2015 . <2 parafina  PCR SPF-10/LiPA25 0/76 (0%) CI 0/2 (0%)

(235)
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Con todo lo expuesto, se puede concluir que las caracteristicas demograficas y genéticas
pueden ser determinantes en el cancer de mama VPH-positivo dada la amplia horquilla de
resultados. Por otro lado, cabe recordar que algo parecido pasa con las prevalencias de infeccién
por VPH en cérvix, las cuales también son diferentes segun la region geografica de la que se trate.
De hecho, tal y como se mostrd en la figura 16, las prevalencias de infeccidn mas altas a nivel
cervical estdn en Oceania y Asia, coincidiendo Oceania como la regidn con mayor presencia de
VPH en los cdnceres de mama. En la figura 70, se representan graficamente la prevalencia de VPH
de los casos por articulos publicados (cada punto), diferenciando por colores la zona geografica

donde se haya llevado a cabo el estudio.

Prevalencias del VPH en la literatura
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Figura 70: Prevalencia de VPH de los casos por articulos publicados. Leyenda: Rojo: América del Norte/
Naranja: Centro y Sudamérica/ Verde: Europa/ Azul: Asia/ Amarillo:Oriente Medio/ Lila: Australia/ Marrén: Africa.

Probablemente las diferencias en los resultados de los distintos estudios estriban en la
heterogeneidad de los mismos en cuanto a zonas geograficas, metodologias, protocolos
diferentes para la deteccion de VPH (diferentes sensibilidades y especificidades), etc. A lo largo de

la discusidn se intentarad ir analizando el resto de variables.
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6.1.1. VPH Y CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS

En nuestro estudio, no hemos encontrado diferencias significativas en el tamafio tumoral,
si bien es cierto que el tamafio medio de los tumores VPH positivo ha sido 2 mm mayor que
aquellos que no presentaban VPH. Tampoco encuentran significacidon con el tamafio tumoral Khan

(202), Liang (223), Fu (232), Mou (213), Choi (199), He (206), Aguayo (177) o Fernandes (231).

Resultan interesantes los resultados de Antonsson (211), ya que los tumores VPH-
positivos eran mas pequenos, T1-T2, que los que no tenian el virus (p=0,05). Otras publicaciones
en cancer de cabeza y cuello, y de pulmdén han observado de manera similar que la presencia de
ADN de VPH se correlaciona con un mejor pronodstico (211). Paralelo a Antonsson (211), esta
Herrera-Goepfer (220), que si encuentra diferencias estadisticamente significativas (p=0,042),

siendo los carcinomas metaplasicos VPH negativos de mayor tamaio que los VPH positivos.

También se observd esta tendencia en relacion con el estatus nodal, siendo mas probable
que los tumores VPH-positivos tuvieran menos afectacidon axilar (negativos o <3 ganglios
positivos), a diferencia de nuestros resultados donde no parece que el VPH influya de manera
significativa en la presencia de ganglios regionales metastasicos. Otros estudios que buscan la
posible relacién entre el VPH y el estado ganglionar, sin evidenciar relaciéon alguna son: Khan
(202), Gumus (170), Liang (223), Fu (232), Pereira (176), Yu (188) o He (206), Kroupis (196),

Aguayo (177), Ohba (227) y sus respectivos colaboradores.

El VPH tampoco parece que influya en el grado tumoral de los carcinomas infiltrantes
estudiados en nuestra poblacidén. La mayoria de autores que estudian la influencia del VPH en el
grado tumoral tampoco establecen relacién alguna (Khan (195), Damin (191), Gumus (170),
Liang(223), Yu (188), He (206), Glenn (171) y Ohba (227) y colaboradores). El Unico autor que si
concluye que existe una relacién en este sentido es Kroupis (196). Este encuentra significacion ya
que el 70,6% de las muestras que obtuvo con VPH-positivo (n=17) eran carcinomas de mama

grado tumoral Ill.

En cuanto a la invasidn linfovascular, no se han encontrado diferencias significativas en las
muestras estudiadas, de acuerdo con la literatura existente (Gumus (170), Khan (241), Ohba

(227)).

La presencia de VPH tampoco se ha visto implicada en la presencia de metdstasis ni en el
estadio tumoral. Tampoco Fernandes encuentra relacidon entre la presencia de VPH y el estadio

tumoral (231).
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Al contrario de lo que pudiera a priori parecer, la neoadyuvancia no ha influido en la
presencia del virus del papiloma humano, ya que de las 33 muestras de pacientes que habian
recibido tratamiento neoadyuvante, el 48,5% (n=16) fueron VPH positivas y el 51,5% (n=17)
restante VPH negativas. En aquellos autores que hacen alusién a esta variable, la mayoria la
consideran criterio de exclusién; éste es el caso de Damin (191), Liang (223), He (206), Fu (232),
Choi (199), Frega (54), Silva (214), Wang (230), Ong (208),Li J. (233) y Mendizabal (205). Dos
autores, De Villiers (194) y Baltzell (215) no lo consideran criterio de exclusidn, sin embargo en sus

resultados no abordan esta variable.

En cuanto a los receptores hormonales, los resultados son diversos. En la mayoria de los
articulos que estudian la posible relacion del VPH con los receptores hormonales en el cancer de
mama, no encuentran asociaciéon entre ambas. En esta situacién se encuentran: Damin (191),
Khan (202), Hennig (186), Gumus (170), Liang (223), Fu (232), Pereira (176), Mou (213), Antonsson
(211), Choi (199), Cantu de Ledn (204), Yu (188) o He (206) y sus respectivos colaboradores.

Sin embargo, Ohba (227) establece una relacién estadisticamente significativa entre la
presencia de VPH y los receptores de estrogenos. Baltzell (215), no establece significacion aunque
si que tiene mas RE los VPH+. En contraposicion, Kroupis (196) relaciona cancer de mama VPH+

con una menor proporcién de receptores estrogénicos.

Al igual que Baltzell, en nuestro estudio tampoco hemos encontrado significacion
estadistica, si bien es cierto que la mayor parte (el 85,2%) de los tumores que presentaron VPH
tenian receptores de estrégenos superiores al 20%. También la mayoria de los VPH+ presentaron

receptores de progesterona (tabla 36).

Tal y como se explicéd anteriormente en el apartado Situacién Actual, la presencia del VPH
en el epitelio cervical no es causa suficiente para producir cancer de cérvix, sino que necesita de
otros factores para la carcinogénesis (43). Dado que los receptores de estrégenos y progesterona
estan altamente expresados en el epitelio cervical infectado por VPH, Lawson sugiere que las
hormonas esteroideas son cofactores en esa neoplasia (43). Por otro lado, el cancer de mama es
estrégeno dependiente. Por tanto, es logico pensar que los estrégenos actlian como promotores
carcinogénicos en el cancer de mama favoreciendo la inmortalizacién de las células infectadas por
el VPH (41,242). Esto hace pensar en la posible asociacion entre VPH y receptores hormonales
positivos, tal y como hemos obtenido en los resultados de nuestro estudio aunque sin

significacién estadistica. Usando un modelo animal (ratones), algunos autores como Shai, han
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publicado que los estrégenos, junto a la inactivacion de p53, inducen tumorogénesis en la mama

en presencia de VPH (243).

En consonancia a la explicacion dada en el apartado de factores prondstico,
aproximadamente el 15-20% de todos los cdnceres de mama sobreexpresan HER2. Yasmeen et al
(2007) (198,244) informd que el receptor HER2 (estos estudios realizados en ratones) y las
oncoproteinas E6/E7 del VPH-16 interatdan en la tumorogénesis del cancer de mama. En esta
linea se encuentra Woods (245), que ya en 2005 establecid la posible cooperacidén en estudios
realizados in vitro, de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16 con la sobreexpresién de HER2. No
obstante, no todos los estudios establecen relacion entre VPH y HER2: (Khan (202), Liang (223), Fu
(232), Antonsson (211), Choi (199), He (206), Ohba (227) o Kroupis (196)). En el presente trabajo
el 62,8% (n=27) de los tumores de mama que sobrexpresaron HER2 (n=43) fueron VPH positivos

(tabla 36), aunque no existieron diferencias estadisticamente significativas.

En alusidn al indice de proliferacion celular Ki-67, también los resultados son diversos. De
los pocos autores que estudian esta variable, Kroupis (196) encuentra significacion estadistica
entre cancer de mama VPH-positivo y Ki-67 elevado. En contraposicidn, Liang (223) y Khan (195)
no encuentran relacién. En nuestro caso la presencia de VPH fue mas alta en tumores con Ki-67

intermedios (tabla 37) con tendencia a la significacion (p=0,08).

6.1.2. VPH Y SUBTIPOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Tal y como se ha expuesto en los resultados, la presencia de VPH esta muy ligada a los
fenotipos inmunohistoquimicos luminales B con una p=0,055. Esta significacion esta en
consonancia con niveles elevados de Ki-67 ya que los tumores luminales B parten como minimo
de Ki-67 intermedios o altos. Asi, de todos los tumores VPH positivos del presente estudio,

practicamente el 40% fueron luminales B HER2 negativos (figura 71).

Subtipos moleculares en tumores VPH +
8,7% 4,0%
HER2+
29,4%
LUMINAL A

LUMINAL B
HER2-
B LUMINAL B subtipos moleculares en

Figura 71: Proporciéon de

HER2+ tumores VPH positivos.
B TRIPLE
NEGATIVO

39,7%
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A este respecto, Subhawong en 2009 (246) establece una similitud entre las
caracteristicas inmunofenotipicas del grupo triple negativo y mas concretamente del basal like
con aquellos canceres escamosos VPH positivos (pérdida del retinoblastoma, presencia de p16 o
la sobreexpresién de p53), sin embargo en su estudio de 33 casos de canceres de mama triple

negativo no encuentra ADN viral mediante técnicas de hibridacién in situ.

El estudio de Corbex (174) en 2014, tiene dos partes. Por un lado, establece dos cohortes:
canceres inflamatorios versus carcinomas no inflamatorios y encuentra que hay mas virus (estudia
VPH, poliovirus y herpesvirus) en el grupo de inflamatorios (n=11; 30%) siendo estadisticamente
significativo (p=0,038) en su conjunto pero no cuando desglosa los virus. Y en la segunda parte del
estudio, divide la muestra entre carcinomas triple negativo y el resto de los cdanceres,
encontrando también mas ADN viral con significaciéon (p=0,009) para el grupo de canceres TN
(n=11; 44%), si bien cuando desglosa por tipos de virus sélo existe significacidn para el virus del

Epstein-Barr.

Por otro lado Piana (229) en 2014, realiza un estudio de casos (tumores triple negativos) y
controles (carcinomas de mama no triple negativos). Su objetivo era demostrar que el VPH es un
factor etiopatogénico de los tumores triple negativos. Encuentran un 15% de VPH+ en los tumores
triple negativos y ninguno de sus controles con un tamafio muestral total de 80. Las diferencias

son significativas (p=0,026).

Mas recientemente, en el articulo publicado en 2015 por Fernandes (231), no encuentra
significacidn estadistica entre los subtipos moleculares y la presencia de VPH, teniendo un tamaio

muestral bajo (10 muestras positivas de VPH de las 24 estudiadas).

Asi, el presente estudio parece encontrar una posible relacién entre la presencia de VPH y
un subtipo molecular de cancer de mama, que a diferencia de lo publicado hasta la fecha en
donde todos los estudios intentan establecer una relacidon con el triple negativo, se trata del
luminal B/HER2-. Nuestra justificacion estriba ademas en que el luminal B es receptores de
estrogenos dependiente, factor de riesgo por otro lado del VPH (favorece la infeccidn), si bien es

cierto que son necesarios mas estudios para poder establecer claramente esta relacién.
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6.1.3. INFECCION MULTIPLE Y SEROTIPOS VIRALES

En la literatura existente hasta la fecha, se han publicado la presencia tanto de VPH de
alto como de bajo riesgo oncogénico, describiendo una amplia variedad de subtipos de VPH,
encontrando incluso variedades cutaneas como es el caso de De Villiers (194) u Ong (208) que

encuentran VPH-27 o0 -57, y VPH-4 respectivamente.

En la tabla 47 se describen los serotipos publicados mas prevalentes hasta la fecha por
orden de autores. Se ha sefalado en azul VPH de bajo riesgo y en rojo VPH de alto riesgo. Como
se puede comprobar, a excepcidn del VPH-6, -11 Y -87, el resto de serotipos descritos son de alto
riesgo. Nuestros resultados discrepan de lo hasta ahora publicado ya que, de hecho, aparece de
manera significativa la presencia del VPH de bajo riesgo en los casos. La explicacidon a esto no
queda del todo clara. Ademas, en este trabajo aparece un serotipo de bajo riesgo no publicado
hasta la fecha que ademas coincide que es el mas prevalente de entre todos los casos (tablas 43 y
44): el VPH-89 (figura 72). Entre los serotipos de alto riesgo, el mas prevalente si que es el VPH-16
coincidiendo con la literatura. Ademas, si consideramos el total de la muestra (casos y controles),
se mantiene como el mas frecuente (figura 73) seguido del VPH-89. Dentro de los 6 primeros
serotipos encontrados, hay 3 de alto riesgo oncogénico y tres de bajo riesgo oncogénico (figura
73): VPH-16, VPH-89, VPH-62, VPH-51, VPH-54, VPH-39. Estos 6 serotipos constituyen el 50% del
total de la carga de VPH.

Prevalencia de serotipos en los
casos

Prevalencia de serotipos presentes en
las muestras de este estudio
48; 12%

46; 19%

58; 15%
32; 13%

21; 69
17; 7% 6%

20; 5%

15; 6%

19; 5%

B LR-89 MHR-16  LR-6 M HR-51 M HR-69 m RESTO| | WLR-89 MHR-16 ' LR-62 & HR-51 M LR-54 W HR-39 M RESTO

Figura 72: Proporcion de serotipos mas frecuentes Figura 73: Proporcion de serotipos mas
encontrados en las muestras de los casos. frecuentes encontrados en el total muestral.
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Tabla 47: Serotipos de VPH publicados en la literatura. (x//x: casos//control).

Autor, afio (ref.) I VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH- VPH-
MULTIPLE 6 11 16 18 31 33 35 45 51 56 59 66 87
Di Lonardo, 1992 (182) NO 5
Hennig, 1999 (186) NO 19
Yu, 1999 (187) Sl 1 19
Yu, 2000 (188) NO 14
Liu, 2001 (189) S| 2 3 1
Li, 2002 (190) NO Sl Sl
Damin, 2004 (191) SI 14 10
Widschwendter, 2004 (193) NO 6
De Villiers, 2004 (194) sl 7//6 19//8 2//3 0//2 4//0
Kan, 2005 (195) NO 24
Tsai, 2005 (172) SI, DESC
Kroupis, 2006 (196) sl 14 3
Gumus, 2006 (170) Sl 20//9 35//14
Yasmeen, 2007 (198) NO 23//2
Choi, 2008 (199) S| 1 3 1 1 1
Akil, 2008 (200) Sl 9//1 11//0 8//0 58/2 39//2
Dud, 2008 (201) NO 1
Khan, 2008 (202) SI 12 21 3 1 2
De Ledn, 2009 (204) SI 12 15
Mendizabal-Ruiz, 2009 (205) SI 1 1 1 2 1
He, 2009 (206) NO 25
Heng, 2009 (207) sl A e
Ong, 2009 (208) Sl
Aceto, 2010 (57) Sl 3 1
Antonsson, 2011 (211) NO 27
Aguayo, 2011 (176) NO 4
Ghaffari, 2011 (212) Sl S| Sl S| S| S|
Mou, 2011 (213) NO 3 1
Baltzell, 2012 (215) NO
Chang, 2012 (216) NO 0//2 0//1
Glenn, 2012 (217) sl 33
Frega, 2012 (54) Sl 4 2 1 1 2 1
Sigaroodi, 2012 (219) SI 2 1 4
Herrera-Goepfert, 2013 (220) Sl 7
Hossein, 2013 (221) SI 8 21 15 4 2 2
Liang, 2013 (223) DESC
Pereira, 2013 (175) NO 4 3 1
Ali, 2014 (224) Sl 33 33 39 16
Ahangar, 2014 (225) S| iz | 1 1
Corbex, 2014 (174) S| 1 8 3
Lv, 2014 (228) DESC.
Manzouri, 2014 (226) SI 2 2 2 1 1 1
Ohba, 2014 (227) DESC 30 28 SI S| SISl
Piana, 2014 (229) Sl 1 2 1 1
Wang, 2014 (230) NO 1//2
Fimereli, 2015 (178) NO 1
Fu, 2015 (232) NO
Salehpour, 2015 (234) Sl 7 21
Fernandes, 2015 (231) Sl S| S| S| S| Sl
LiJ., 2015 (233) Sl 1 1 1

203



IMPLICACIONES DEL VPH EN EL CANCER DE MAMA EN MUJERES

En la mayoria de los estudios publicados si que parece existir consenso en los serotipos
mas prevalentes. Estos son los tipos VPH-16, VPH-18 y VPH-31. Algunas excepciones son autores,
como Gumus (170), Akil (200) o Yu (187,188), que han detectado VPH-33 como unico o
predominante tipo oncogénico; Fernandes (231) que encuentra el VPH-51 como el mas frecuente,
o Salehpour (234) y Pereira (176) que encuentra el VPH-11 como el mas frecuente en sus

muestras. Para Ahangar (225) y Frega (54) el VPH-6 fue el mas prevalente en sus estudios.

En el estudio de Fu et al (232) de 2015, sélo se busca el VPH-58 tanto en tejido con
carcinoma de mama como en tejido de mama con patologia benigna en poblacidon china
justificando que este tipo de VPH-AR es altamente prevalente en el cancer cervical de China,

encontrando este serotipo viral en el 14,79% de los casos.

Un serotipo poco frecuente, el VPH-66 fue el que hallé Duo et al (201). Estos estudiaron la
presencia de VPH en 24 tumores de mama, encontrando sélo la presencia del ADN viral en 1 de
ellos que era histolégicamente un papilar. Asi, hicieron en un segundo tiempo una cohorte de 28
canceres papilares, encontrando ADN viral en 1 muestra. Este serotipo también lo identificd Piana

(229).

Ghaffari (212) escribe una carta al editor en “The Breast Journal” donde comunica la
presencia en el 30% de sus 67 muestras de VPH-16, 6/11 y 31/33 existiendo infecciéon multiple en
la mitad de los resultados positivos. Sin embargo la publicacion, al ser una carta al editor, no

describe el procedimiento ni metodologia por tanto es pobre en cuanto a su validez cientifica.

Ahangar et al en 2014 (225) realizaron un estudio de casos y controles con 65 muestras en
cada grupo, encontrando sélo VPH en el grupo de casos de cancer de mama en un 32,3% de ellos.

El tipo viral mas prevalente fue el VPH-6.
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6.2 Consideraciones sobre la presencia de VPH en tejido neoplasico

de mama y la hipotesis de causalidad

Parte de las razones de la gran horquilla existente en prevalencia de VPH en el cancer de
mama, estriba en las formas de identificacion de las secuencias virales, la conservacion de los
tejidos, y la posible contaminacién de los analisis (171). De ahi surge la idea de los posibles falsos

positivos y falsos negativos (cuadros 17 y 18).

Cuadro 17: Posibles causas de falsos negativos.

Causas de Falsos Negativos:

v" Destruccion del ADN viral durantela inclusion del tejido
en parafinay su posterior desparafinacion (necesidad de

utilizacion de dianas de secuencias mas cortas (<200 pb)
v' Uso de cebadores L1
v’ Pérdida accidental del virus durante la mitosis

v’ Existencia de carga viral baja

Cuadro 18: Posibles causas de falsos positivos.

Causas de Falsos Positivos:

v’ Contaminacion de la muestra

v’ Reaccidn-cruzada con otro subtipos virales

6.2.1. CONSERVACION DE LA MUESTRA

Para poder establecer una relacidn causal entre el VPH y el cancer de mama, el primer
objetivo es corroborar la existencia de VPH en las muestras afectas por neoplasia mamaria. Y esto
es lo que se ha pretendido con este estudio, en el cual se ha evidenciado presencia de VPH en el

51,8% de los casos y en el 26,3% de los controles.

De los 64 articulos revisados, 40 estan incluidos en parafina, 7 estudian la muestra en

fresco, 12 en congelado y en 4 estudios realizan el estudio tanto en parafina como en material
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congelado obteniendo similares resultados, (hay 1 estudio que no especifica (228)). De todos

estos métodos de conservacion, écudl es mejor para el posterior estudio del ADN viral?.

En general, los tejidos frescos o congelados son mas aptos para los estudios moleculares,
y por tanto pueden tener una mayor tasa de deteccién del VPH que las muestras incluidas en
parafina (206). En cambio, en la mayoria de las ocasiones se utiliza la parafina como medio de
conservacién de los tejidos, entre otras razones porque ésta es necesaria para el estudio
histoldgico. Sin embargo, aunque la fijacidon de tejido en formaldehido e inclusién en bloques de
parafina es un método estandar para su preservacidon a largo plazo, presenta algunas otras

desventajas.

La parafina es una barrera fisica y el formaldehido promueve la generacidon de
entrecruzamiento (“cross-linking”) entre 4acidos nucleicos y proteinas, lo que ocasiona
inconvenientes durante la extraccién del ADN e induce la fragmentacién del mismo por lo que se
hace necesario utilizar dianas de secuencias mas cortas (<200 pb) (247). Los primers que se han
utilizado en este estudio son GP5+/GP6+, que tienen un tamafio intermedio (150 pares de bases)

por lo que disminuye los riesgos de falsos negativos.

Ademas, las condiciones en el proceso de fijacion y la excesiva manipulacién durante la
extraccién limitan la amplificacion de ADN de alto peso molecular (248,249). No obstante, Gillio et
al en 2007 (247) demuestran que el ADN puede ser extraido de manera eficiente de las muestras
de parafina guardadas durante mas de 20 afos, y que los estudios de poblacién a gran escala
basados en la amplificacién por PCR de secuencias diana cortas son factibles. De hecho, en el
metanalisis realizado por Li et al (55) de 21 estudios, se objetiva una prevalencia mayor de VPH
(OR=1,73, IC=1,21-2,74) en muestras conservadas en parafina (26,6%) con respecto a las que eran
en fresco (20,86%). Por tanto, creemos que pueden ser validos los resultados de aquellos estudios

obtenidos con muestras conservadas en parafina, como es nuestro caso.

6.2.2. TECNICA MOLECULAR. CEBADORES.

La mayor parte de los estudios publicados han utilizado los métodos moleculares
aprobados comercialmente para la busqueda del VPH en muestras cervicales, utilizando los
mismos cebadores o primers. Estos conjuntos de cebadores (por ejemplo GP, general primer, MY,
SPF) son especificos para regiones de L1 (60,159). Si se obtienen resultados positivos, se utilizan
los cebadores de las regiones E6 y E7, o se secuencia para la obtencidn de los tipos de VPH (250).

No obstante, algunos autores han realizado la busqueda directamente con estos ultimos. En este
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trabajo, si bien hemos utilizado GP5/GP6, también hemos realizado el estudio molecular
genotipando directamente con CLART® y HPV Direct Flow Chip®, minimizando asi los posibles

falsos negativos.

Durante la integracion viral del VPH en el ADN del huésped, en numerosas ocasiones L1 se
pierde y por tanto aquellos estudios que utilizan L1 como cebador pueden infradiagnosticar la
presencia viral (60,206,230,235). De hecho, Hernandez et al (251) comunica la falta de expresion
de L1 tanto en el cancer anal avanzado como en el cervical. Esto también podria ser el caso del

cancer de mama y por tanto sea mayor la representacion del VPH en las muestras estudiadas.

Otra causa de falso negativo es que, en la micromuestra de células, exista una cantidad
pequefia de ADN viral que impida ser amplificado o incluso que se produzca la pérdida accidental
del virus durante la mitosis lo que transforma a la célula en virus no detectable. Por ultimo, como
ya se ha descrito, el VPH puede estar presente en la célula como episoma y éste puede perderse

durante la mitosis celular (60,137).

Ong (208) en 2009, consideré que los estudios realizados hasta esa fecha no eran
metodolégicamente correctos ya que utilizan métodos de deteccion inadecuados. Este autor
utiliza dos cebadores, GP5+/6+ y con FAB 59/64 para analizar tanto tipos mucosos (los primeros)
como cutaneos (los segundos). Asi, encuentran un 35% de VPH cutdneos, no encontrando
ninguno mucoso. Junto con De Villiers (194), y Antonsson (211), son los Unicos estudios que han
utilizado cebadores especificos para VPH-cutaneos y por eso, concluyen, que tengan esa alta
prevalencia en comparacion con otros estudios donde sdélo utilizan cebadores para serotipos

mucosos.

Tras la integracidn en el huésped y la transformacidn celular, la replicacién viral se detiene
y por tanto la cantidad de ADN viral disminuye bruscamente; bajo estas circunstancias, el VPH
debe alcanzar un nivel minimo para poder ser detectado por PCR. Por lo tanto, es obvio que la
eleccién del método de deteccidn y su sensibilidad son factores importantes que afectan a la tasa
de deteccion del VPH. La PCR es mas sensible, aunque tiene un mayor riesgo de contaminacion,

que la hibridacidn in situ; sin embargo esta ultima muestra también algunas ventajas (137,215).

La hibridacidn in situ, evita la contaminacidn de las muestras y ademas permite ver por
inmunofluorescencia el lugar donde “da positivo el ADN”, identificando la célula en cuestidn
(células epiteliales, adipocitos, leucocitos, fibroblastos o endotelio vascular) (215). Algunos
autores que han utilizado la hibridacién in situ son: Hennig (186), Widschwendter (193), De

Villiers (194), Chang (216) o Ali (224), entre otros.
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Hachana (209) y Baltzell (215), realizaron ambas técnicas con similares resultados. El primero de
ellos, no encuentra ADN viral. El segundo autor, analiz6 70 muestras de carcinomas infiltrantes
mediante las dos técnicas: PCR-IS (PCR-in situ) e hibridacién in situ encontrando VPH en el 2,9% vy
5,7% de las muestras respectivamente. El nivel de concordancia entre ambas técnicas para los
resultados negativos fue elevado, aunque no para los resultados positivos. Las células positivas
por fluorescencia en la técnica ISH fueron las células del epitelio mamario tanto del neoplasico
como el adyacente al tumor. Sin embargo, sélo resultaron positivas por PCR-IS las células

mamarias normales.

Fu et al (232) estudia la presencia de VPH-58 con dos técnicas moleculares: mediante PCR

real time y mediante hibridacién in situ, teniendo un coeficiente kappa del 0,781.

Antonsson (211) utiliza las dos técnicas también, sin embargo obtiene resultados
diferentes. Estudia 54 muestras congeladas de cancer de mama mediante PCR y encuentra VPH
en el 50% de ellas, y ningln resultado positivo mediante hibridacion in situ. La justificacién la

encuentran en la posible baja carga viral.

Heng estipula que dado que los niveles de ADN viral en mama son mucho menores a los
encontrados en cérvix (en cérvix la carga viral parece ser 4000 veces superior a la encontrada en
mama), la solucion es la busqueda de ADN mediante técnica de PCR-in situ (207,252). En
consonancia estan también Mou (213), Herrera-Goepfer et al (220), Ohba (227), Aguayo (177) y
Khan (202), que hablan de la baja carga viral en el tejido mamario comparado con el del cérvix, lo

cual puede influenciar en la deteccién de VPH.

Con todo ello, el principal handicap de la PCR es que su analisis no permite diferenciar
dénde se ha producido la “sefial positiva”. Este problema puede ser resuelto utilizando PCR-in
situ. La posibilidad de falsos positivos puede ser otra de las causas de discrepancia en los
resultados publicados (53), sin embargo, y de acuerdo con Akhter (168) en 2014, es cuanto menos
dudosa la posibilidad de considerar que todos los articulos donde demuestran ADN viral en la

mama sean falsos positivos por contaminacion.
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6.2.3. LOS CONTROLES

Hasta la fecha, pocos estudios son los que tienen controles (n=28), y estos ademas son
muy heterogéneos puesto que hay una gran variedad de patologias y no siempre quedan

especificadas.

La mayor parte de los estudios utilizan como control, patologia benigna de la mama o
incluso tejido sano, pero algunos otros, como Glenn, utilizan las células epiteliales de la leche
materna (171). También es el caso de Sarkola et al (253), que estudian 223 muestras de leche
materna obtenida 3 dias después del parto para la busqueda de VPH-16, y encontré un 4% de las
muestras con VPH-16. La presencia de ADN del VPH en la leche materna no se correlacioné con el
estado oral o cervical de la madre, pero sorprendentemente, la infeccion oral del cényuge 6-12
meses postparto por el VPH si que se asocié significativamente con la presencia de VPH en la

leche materna.

Lo que si se debe valorar es que, si seguimos el patrén que sigue el cancer de cuello
uterino y el VPH vy, si el VPH es considerado oncogénico para el cancer de mama, debe estar
presente tanto en este tejido como en algunas mamas normales o con lesiones precancerosas

(supuestamente en menor proporcion) (53,60,232).

6.2.4. FORMAS DE TRANSMISION DEL VPH

Las infecciones por el VPH se transmiten principalmente por contacto de mucosa-mucosa
o de piel-piel. La via de transmisidn globalmente aceptada es la via sexual, sin embargo, no es
exclusiva ya que es posible la transmisidn con la mano desde el periné hasta la mama, por

ejemplo durante la higiene corporal (41,60,148,149,195).

Para buscar el posible origen del VPH en la mama, varios autores (Widschwendter,
Hennig, Hansen y Lv), han intentado establecer una relacién entre la presencia del virus en la

mama y la patologia cervical producida por VPH.

El objetivo de Widschwendter et al (193) fue investigar la correlacién entre el VPH
asociado al cancer cervical, y una posible presencia de ADN viral en el cancer de mama de la
misma paciente. Ademas, buscaron el ADN viral en sangre teniendo como hipdtesis una
diseminaciéon hematdgena del VPH en la mama. En todos los casos de cancer cervical existia VPH,
y en 7 casos de los 11 estudiados (63,6%), se encontré VPH en el tejido mamario tumoral (n=5) o
en los ganglios axilares (n=2). Como controles, usaron pacientes con cancer de mama sin

antecedente de cancer de cérvix, encontrando sélo en 1 de 11 muestras presencia de VPH en
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tejido con cancer de mama. Concluyen que la via hematdgena es una posible via de trasmisidn del
virus desde el cérvix a la mama ya que la mayor parte de las muestras VPH positivas (el 71%)
contenian el mismo virus que en cérvix. Esta misma via de transmisién la sugiere Liu et al. (189),

aunque ésta no se haya constatado.

Curiosamente, el estudio de Hennig (186) informd de la asociacion de VPH-16 en el 46%
(n=19) de los canceres de mama en pacientes con una historia de lesiones CIN IIl. Todas las
pacientes con presencia de VPH-16 en las muestras mamarias correspondieron a las mismas
pacientes con VPH-16 en las lesiones CIN lll. Sus hallazgos le hicieron concluir que la neoplasia
cervical asociada al VPH podria ser el sitio original de la infeccidon por VPH; a partir de ahi, el virus
podria ser transportado a la mama a través de la mano a las microlesiones en los conductos

galactdforos.

Otro estudio muy interesante es el que realiza Hansen y colaboradores en 2012 (254) en
Noruega. Estos seleccionan a todas las mujeres que han tenido lesiones precancerosas en cérvix
(tipo lesiones glandulares o escamosas) durante casi 40 afios (1970-2008) y mide los ratios de
incidencia estandarizados de cancer de mama (establecen como positivo tanto carcinoma in situ
como infiltrante) en estas mujeres. Establece el seguimiento en dos grupos independientes: por
un lado la cohorte con lesiones precancerosas escamosas que posteriormente son neoplasias
cervicales intraepiteliales (CIN), y por otro lado la cohorte con lesiones glandulares que son
posteriormente adenocarcinomas cervicales in situ (AIS). Concluye que existe un riesgo
aumentado de padecer cancer de mama en mujeres que han tenido a lo largo de su vida una
lesion precancerosa en cérvix: IR: 1,10 (95%, IC: 1,05-1,14) para CIN, y IR: 1,52 (95%, IC: 1,11-2,08)
en AlS. La causa del por qué encuentran esta asociacion refieren que no la pueden establecer, sin
embargo, el Unico punto en comun que encuentran es el VPH. Este estudio contrasta con otros

previos similares donde no encuentran significacion estadistica (255).

Con estos estudios, no se puede concluir que el VPH de la mama tenga su origen en el

cérvix, haciéndose necesario la realizacién de futuras investigaciones.

Por otro lado, De Villiers et al (194) demostrd la presencia del VPH en el 69% de los
pezones de aquellas mamas que tenian cancer (tamafio muestral de n=29), lo que sugirié ya en
2004, que el VPH podria acceder a la mama a través del pezdén. A partir de esta idea, algunos
autores consideraron el estudio de la leche materna como una de las principales rutas de
transmisién del virus, y ser, el epitelio de la mama, lugar de infeccion latente (59,171). Glenn et al

(171) es uno e estos autores, que encuentra VPH en el 50% de los canceres de mama y en el 20%
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de las células epiteliales obtenidas de la leche de mamas normales (durante lactancia). De ahi
deducen que tras infectar el tejido mamario, el virus infectaria la leche que se acumula en la

mama.

Otros autores que encuentran VPH en leche materna son: Yoshida (256) y Sarkola et al
(253) en 2008. Sin embargo Mammas en 2011 (257), no encuentraron VPH en ninguna de las

muestras.

Cazzaniga y colaboradores (258) se plantearon buscar el VPH a través de muestras de
fluidos y no muestras de tejido. Su estudio consistid en buscar VPH, tanto a-virus (mucosas) como
B-virus (cutaneos), en lavados ductales con suero fisioldgico de mujeres italianas por un lado
(n=70) y por otro 10 muestras de calostro y 25 de leche materna de mujeres japonesas; todas
ellas de mujeres de alto riesgo para cancer de mama, bien por ser portadora de mutaciones
BRCA1 o BRCA2 sin haber padecido cancer, bien por ser mujeres con antecedente de cdncer ipsi o
contralateral. De todas ellas, sélo el 14% de los lavados ductales tenian VPH cutdneos (VPH-9,-22,-
23,y -38) y sélo un caso (n=1,4%) fue portador de VPH-AR que fue el tipo -51. Sin embargo
volvieron a realizar el procedimiento en las mamas de los lavados ductales tras limpieza
exhaustiva del pezdn y eliminacion de las capas superficiales de la epidermis del mismo, apenas se
encontré VPH, por lo que concluyen que el pezdn esta colonizado por VPH. De hecho, Bryan et al,
ya en 2001 estableci6 como posible medio de transmision del VPH-11 los queratinocitos
epiteliales descamados infectados transmitiéndose piel con piel (259). Algo parecido viene a decir
Gumus et al (170) y Choi et al (199), que sugieren que la infeccidon en la mama podria ser a través
del pezdn por contacto, no teniendo por qué ser sexual, desde la regidn genital (queratinocitos

descamados).

Algunos estudios realizados en mujeres sexualmente activas con infecciones cervicales
por VPH, han encontrado este virus en la saliva (260). Esto nos abre otro mecanismo de

transmision del VPH a la mama.

Wang et al (137) en su revision de 2012 hipotetizan que la transmision del VPH ocurre
alrededor de los 20 afios o menos a través de la leche materna, fluidos corporales, sangre o
incluso el aire. Estos virus se alojan a modo de calcificaciones en la mama, integrandose en el ADN
de la célula huésped. Durante el proceso de reparacion normal celular se produce la

transformacion.
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Asi, las células del epitelio mamario que pierde su control en la proliferacion celular son
mas susceptibles a la infeccién por VPH. Esta pérdida de control, es uno de los primeros pasos de
la carcinogénesis en el cancer de mama. La infeccidn por VPH se produce en una mujer a través
de las manos o de los fluidos corporales (leche materna...) en donde las posibles microgrietas del
pezdn pueden servir como puerta de entrada del VPH. Durante el proceso normal de reparacion
celular, pueden darse errores que, en combinacién con otros cofactores favorezcan la
inmortalizacidn celular. Algunas de estas células inmortales pueden estar infectadas por episomas
de ADN viral o bien por ADN integrado. Los posibles mecanismos de VPH en la carcinogénesis del
cancer de mama podria ser el mismo que en anogenital (224), a través de E6 y E7, aunque la carga

viral encontrada en la mama es mucho menor.

Es necesario enfatizar la importancia que tiene realizar mas estudios que puedan elucidar
los mecanismos de carcinogénesis en la mama para poder dar un tratamiento individualizado a
cada paciente. La posibilidad de incluir agentes antivirales como parte de la estrategia de
prevencion (vacunas) (168,261) y tratamiento en el cadncer de mama han de ser considerados tal y

como hoy en dia se consideran en otros canceres como el hepatocelular o el sarcoma de Kaposi.

Como se comentd en puntos anteriores, para que un virus sea una de las causas de un
cancer determinado, deben de darse una serie de premisas siguiendo los criterios de Bradford Hill
(60,168,180). De hecho, en un intento de hipotetizar sobre el VPH y el cancer de mama y
aludiendo a estos criterios, se podria decir que, en este trabajo y a nivel general, cumple la
premisa mas importante que es que la presencia del marcador viral debe ser mas frecuente en los

casos que en los controles dentro de la misma regidn geografica.

Sin embargo, la aplicacion de los criterios de Bradford en el andlisis del potencial
etiolégico del VPH en el cdncer de mama merecen una reflexion dadas las peculiares

caracteristicas de la capacidad oncogénica de estos tipos virales.

El VPH es un virus cuya capacidad oncogénica, al contrario de lo que ocurre con otros
virus con demostrada capacidad de transformacién neopldsica, podria ser definida como
“indirecta”. Los denominados “oncogenes virales”, que producen las proteinas implicadas en el
bloqueo y degradacién de proteinas celulares claves en la divisidn celular y control de la apoptosis
(p53 y Rb), promueven un “estatus celular” de susceptibilidad a la trasformacion neoplasica al no
poder reparar los errores que una serie de factores intrinsecos o extrinsecos promueven durante
la division celular. La accidn oncogénica es, por tanto, indirecta al no actuar de forma directa

como promotores, reguladores o inhibidores de genes del huésped.
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Dado que los papilomavirus oncogénicos actian en fase de divisidon celular promoviendo
la inhibicién en la capacidad reparadora de la célula, es ésta con sus circunstancias ambientales,
quien va a acumular errores, adquiridos muchas veces por azar en un efecto denominado
clastogénico, cuyo fenotipo es independiente de la presencia inicial del virus. No seria, pues,
esperable que existiese diferencia alguna en la evolucién fenotipica del tumor originado por VPH

o aquel potencialmente inducido por otro tipo de evento genético-ambiental.

Esto podria justificar por tanto, que no existan en este trabajo diferencias significativas
entre presencia o no de VPH en las variables analizadas propias del tumor (tamafio tumoral,

grado, invasion linfovascular, etc.).
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Como en todo estudio, éste también tiene limitaciones:
4+ Sesgo de seleccidn:

El grupo control debe representar a la poblacién a riesgo. En nuestro caso, estd formado
por mujeres que han desarrollado un tumor benigno de mama. Esto implica que algunas
patologias seleccionadas (por ejemplo hiperplasias con atipia) ya tienen un riesgo mas elevado
que la poblacién normal, de desarrollar cdncer de mama. Sin embargo, la poblacién a riesgo
hipotética (la poblacién general) también tiene esta patologia y por tanto no creemos que pueda
modificar en gran medida los resultados. Ademas, la edad media de los casos es mayor que la de
los controles y por tanto no son grupos homogéneos. Esto estd en consonacia con la historia
natural del cdncer de mama, el cudl va inherente a la edad; la patologia benigna en cambio, se da
a edades mas tempranas. No obstante, en el andlisis multivariante del objetivo principal de la
tesis se ha controlado esta circunstancia y, al hacerlo, se ha comprobado cémo se potencia el

resultado mostrando diferencias estadisticamente significativas con una odds ratio de 4,034.
4+ Tamafio muestral:

Los grupos de los casos y controles fueron disefiados 1:1 y, aunque la muestra final han
sido 251 casos y 186 controles, y por tanto no ha alcanzado la proporcién uno a uno exacta, sin
embargo, mantiene la potencia estadistica. Ademds, hasta la fecha, no se ha encontrado en la
literatura un trabajo de casos y controles con un tamano muestral semejante, lo que hace aun

mas relevante los resultados encontrados.
+ Busqueda de ADN viral:

Aunque se ha intentado minimizar los riesgos de falsos negativos y falsos positivos, no
podemos concluir que estemos exentos con total seguridad, tal y como se ha explicado en el

apartado de discusion.
+ Clasificacién de los fenotipos inmunohistoquimicos:

Este trabajo ha considerado clasificar los subtipos IHQ teniendo en consideracién la
clasificacion de St. Gallen 2015 (92) y de Maisonneuve (103) (figura 25), dado que existen todavia
dudas acerca del punto de corte del Ki-67 a partir del cual un tumor lo podemos considerar

luminal A o luminal B, junto a la variable RPg. Por ello, y aunque los resultados evidencian una
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relaciéon (sin significacion estadistica), entre la presencia de VPH y el fenotipo luminal B/HER2-,

estos resultados deben de tomarse con precaucion.

NUEVOS PLANTEAMIENTOS

Este trabajo crea nuevas perspectivas de futuro dado que queda patente la necesidad de
realizar mas estudios con rigor metodoldgico en la busqueda del posible papel del VPH en el
cancer de mama. Por otro lado, se debera tener en cuenta las futuras generaciones de mujeres

vacunadas frente al VPH y las incidencias de cancer de mama en estas cohortes.
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CONCLUSIONES

Se evidencia virus del papiloma humano en las muestras de tejido neopldsico de
mama estudiados mediante tres técnicas moleculares distintas. La proporcion de
expuestos al VPH dentro de los casos (muestras de cancer de mama) es del 51,8%,
estadisticamente superior (p<0,001) a la proporcion de expuestos al VPH dentro de
los controles (muestras con patologia benigna de la mama), que se sitia en un 26,3%.
La OR del VPH dentro del modelo multivariante, teniendo en cuenta la edad y la
lactancia materna, es de 4,034. Las OR asignadas a edad y lactancia corresponden a
1,1y 0,9 respectivamente, lo que se traduce en un mayor riesgo de cancer de mama a
mayor edad y, menor riesgo de cancer de mama a mayor tiempo de lactancia. Por lo
tanto, y teniendo en cuenta la lactancia materna y la edad, se explica aun mejor la
influencia de la presencia de VPH en la pertenencia al grupo casos-control.

En el andlisis estratificado de los casos, no existen diferencias significativas en la
presencia de VPH entre el carcinoma infiltrante o in situ. Tampoco existen diferencias
significativas en la presencia de VPH entre las diferentes patologias benignas.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la presencia
de VPH vy las caracteristicas anatomopatoldgicas estudiadas: tamafio, grado
histoldgico, afectacidn axilar, invasidn linfovascular, estadio y metastasis a distancia.
Haber llevado tratamiento neoadyuvante no estd tampoco relacionado con la
presencia de VPH.

No hay diferencias estadisticamente significativas entre la presencia de VPH y la
expresion de los RE y RPg, asi como el estatus de HER2, o los niveles de Ki-67.

Existe relacidon, aunque sélo una tendencia a la significacion estadistica (p=0,055),
entre la presencia de VPH y el fenotipo luminal B/HER2-. Son necesarios mas estudios
para poder establecer claramente esta relacién.

El VPH-16 es el serotipo mas frecuentemente encontrado, de acuerdo con la
literatura. El segundo serotipo en frecuencia encontrado, es el VPH-89 que no
aparece en la literatura revisada.

Los resultados tan dispares de la bibliografia se justifican por la gran diversidad
metodolégica que se ha seguido. Nuestro trabajo, con rigor metodolédgico y una
casuistica nunca publicada, demuestra la presencia significativa de ADN del VPH en
las muestras con cdncer de mama. La posible relacion causal, o como cofactor, o no,

debe ser demostrada en futuros trabajos.
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ANEXOS

Anexo 1: Aceptacion del estudio por parte del Comité Etica de Investigacién Clinica.

& GENERALITAT VALENCIANA

N CONSELLERIA DE SANITAT

: AGENCIA
/ VALENCIANA
DE SALUT

(Ref. CEIC P12013/03)

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital General Universitario de Alicante, en su sesion del dia 24 de Abril de
2013, y una vez estudiada la documentacién presentada por la Dra. Silvia
Inés Delgado Garcia, Médico Residente de 4° Afio del Servicio de Obstetricia
y Ginecologia del Hospital General Universitario de Alicante, tiene bien a
informar que el proyecto de investigacién titulado “Implicacién del VPH en
el cancer de mama”, se ajusta a las normas deontoldgicas establecidas para
tales casos.

Y para que conste, lo firma en Alicante con fecha veinticuatro de Abril de
dos mil trece.

Departamento de Salud de Alicante
Hospital General

Avda. Pintor Baeza, 12 - 03010 ALICANTE - Tel. 965 938 300 - Fax 965 245 971
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Anexo 2: Aceptacidn por parte de la Gerencia del HGUA del estudio.

= GINERAUTAT VALLNCIANA

© g eSELAERIA D1 S&RITRT

. .. | AGENCIA
Aa. 7 | VALENCIANA
" | pE sALUT

HOSPITAL GENERAL UNIVERZITARID DE ALICANTE
¥ CENTRO (€ ESFRECIALIDADES ROREL

El Dr. J. A Viudas, Gerente del Hospital General Universitario de Alicante,
. Leido y valorado el Proyecte de Investigacion
IMPLICACION DEL VIRUS DEL PAIPLOMA HUMANO (VPI) EN EL
CANCER DE MAMA

Cuyos sutores son personal de este Hospital General Universitario de Alicante,

Acuerida

....... dar mi sutorizacion & que dicho trabsjo sea realizado en el Hospital
General Universitario de Alicante dentro de las actividades investigadoras que la
Iabar dell Hospital viene realizando en ef contexto de la asistencia a la poblacion del
Departanjento de Sahud,

Visto

Dr.J A Viuda
Gererte del Hodpizal General Universitario de Alicante

Alicante, 28 de enero de 2.013.
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Anexo 3: Autorizacién del CEIC del HGUA para que el Biobanco nos ceda las muestras para el

estudio (dos hojas).

¢ ULISLIVALL AL VALLLYOIA YA

N'CONSELLERIA DE SANITAT

AGENCIA COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL

VALENCIANA HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO DE ALICANTE
P a 2« 0300

DE SALUT Aol

Todora 6012568
Fac BGS-91-3090
Comeo elnchenics con: bgualled es

ICTAMEN MITE ETIC VESTIGACION CLINICA

D*. Mayte Domenech Vardn, Secretaria del Comaé Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Genaral Universiario de Alicante,

CERTIFICA:

Cue este CEIC ha evaluado en 13 reunion del dia 24 c¢o Julio ce 2013, la
solicitud de muesiras del Bicbanco ool HGUA, con referancia de solichiud del Brubisnw
$13.008, defecha 11 de Jurno del 2013, para & proyecto:

TITULO: Implcacion del VPH an carcinoma de mams

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Ora. Sivia Delgado (Serwicio de Obstelricia y
Cincoclogia)

Ref. CEIC: PI2013/03

Y tomando en consideracion |as siguenies cuestionss:

- La cualificacidn del investigader princpal y la del equipo Invesigadsor asi
como la factibildad ded proyecto.

- Los aspectes melodologcos, élicos y legales del proyecto de investigacion

- [ Bl v tiusyon y beneficios anticipadoa dimanantos dol ostudio.

- Bl cumpimiento de procadimentos que parmiton asegurar i3 trazablidad de
las muestras de origen humano, sin peruicio de o dispuesio en & legsiacion de
proteccidn de datos de caracter personal.

Y una vez comprebades que los miemtos del CEIC que pudieran tener un
interde diresto o indirorta ma al proyectn za han abstenido do tomar parte en 1as
delberaciones y en (85 WIaCones,

Departamento de Salud de Alicante
Hospital General

Avda. Pintor Baezs, 12 « 03030 AVICANTE « Ter, 565 938 300 - Fan 505 245 6
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" / 1B s ML
N CONSELLERIA DE SAN

ITAT

AGENC.I.A COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL

VALENCIANA HOSPITAL GENERAL un(t:vep?sn;m DE ‘é:?ﬁ"rf;
JPe Baezy 1208 =3

DE SALUT 5w 360 Y0440 0.4

Tolttony: 9565120468

Fas B651.956

Comis dewdrs: tat _haua@uwe 2y

Infarme que eate Comitd emyte informo fonvorobio paro of octudio y autoriza la
cosion al proyecto de las muestras solicitadas.

En Alisante o 24 de Julio de 2013

/| LAyASS

P .
»

Fdo, Mavie Domenach Vardn
Secretara del CEIC

Departamento de Salud de Alicanta
Hospital Ceneral
Anda, Potor Basaa, 3203010 AL
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Anexo 4: Autorizacién CEIC para utilizar muestras de cancer de mama del HGUA por Biobanco

TAT VALENCIANA

SANITAT

AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

D3. Elena Lopez Navarro, como Secretaria del Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital General Universitario de Alicante, en su reunién de 9 de junio de
2010 (acta 2010/07)

CERTIFICA que

Habiendo recibido, a través de su Directora Cientifica D2 Cristina Alenda
Gonzélez, la solicitud al CEIC de incorporacion al biobanco del HGUA, de la coleccién
de muestras de CARCINOMA DE MAMA vy peticion de exencién del consentimiento
informado de muestras codificadas sin consentimiento del sujeto fuente, de acuerdo
con la disposicion transitoria segunda de la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica.

Ha valorado:

a) Que se trata de una investigacion de interés general

b) Que la investigacion sea menos efectiva o no sea posible sin los datos
identificativos del sujeto fuente

¢) Que no consta una objecién expresa del mismo.

d) Que se garantiza la confidencialidad de los datos de carécter personal.

Y de conformidad con la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, acuerda emitir
informe favorable a la exencién del consentimiento informado para la incorporacion de
dichas muestras al biobanco.

Lo que firmo en Alicante a nueve de junio de dos mil diez.

Secretaria de CEIC

Departamento de Salud de Alicante
Hospital General

Avda. Pintor Baeza, 12 * 03010 ALICANTE - Tel. 965 938 300 - Fax. 965 245 971
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Anexo 5: Consentimiento informado para formar parte del estudio.

Hoja de Informacidn al Paciente

Sarviclo 09 Obetatricta y Ginacciogia
Hoepital General Universitaric de Allcants

Implicacidn o=l HPY en & cancer g8 mama

52 I2 prapanz parlicipar 2n un astudla Eramavida par & Sanvicha de Obstetricla y Ginacaiog 13, Juma can 13 colabarackin dal Sanvicha de Anaiamia Pataiagica ddl
Hosgital Genaral Universitana de Allcamis =n & qua 2 pretands gvariguar 5 2n Ias plazas quiningicss de patolog 13 mamars s encusntra & vinus del papioma
numana.

E= muy Imporiama que ustad 5203 que 2 lore de decidi 5l quisrs parioigar &n este estudla, S0 que esto condichana 13 Slencian madica que 52 12 25td prastande
y 52l prestard an adslama. Adamids, podria refirar su consamimiama para este estudia an cualq ara sin de fanar que dar expiicacianss.

‘51 3capia pArICIpar 2N 2 S5, 9203 INMAT 2512 CONSAMEMIM NTINMA) 0o QU2 52 12 Braparchanard una copa.
La padimas qua nes Jularica para analizar 13 edstancia dal virus an 13 plaza quinrg kca camespondiam 3 13 patoiog la mamarta qua Usted fa k.

ACBM3s 52 12000 SaN AGUNS A0S CINcs asu Ao y sus 158535 gratcas; S 1000 MOMama 52 WSaran d2 manara
contdancial y andnima, kenibcanda ks datos madiamz un cadiga ¥ No Por SU namibre nl cualquiar ofro kianilcadar qua ka2 ralackans can 2sia imrmackin. En
1000 MaMamo 52 raspatard 3 nanmatva sobre & ratamiania da datos parsanalas ragulada por 13 Lay 151999 da Projaccian da Dalos de Cardcler Parsonal.

Est2 251000 25 UN 231000 SN MR 92 MCTD qUS PrEtands respandar 3 (Nag UMas qUS 52 CONSKISTaN reaVamas an & SN IlEmISm 42 [aCiamEs COMa ustsd.
Los costes de l3s prusbas de laboraionia Son Inanciados por wna baca. Minguna de s imvestigadaras ni & caniro reaciben grastoacion Scondmica Siguna por sy

parbcipackon an o astudia.

51 Ban2 AQUNa duda 5003 13 INTNMackin qua 353a d2 kear, praguma 3l Madica qua 12 N3 teado 2513 A, Sobra cukquiar duda o conal
esiudia puade comaciar con & irvestigador princigal 0 Siguna de sus colabaradoras.

Totecly 4l pyecdin: Smprlicacsim del HPY o 2l sdmoer de mams

Yo,

imomiee ¥ ageilldos)

- e beido e Fofe de Indormecian gos se me ha entegada.

- He podido Racer preguntas. sobee &f estudlo.

- He mxlipido suflclente Indormmacidn sobre of esbudio.

= e hablado con

(momioee ¥ apeilidos del Imnessgadorn)

Comprendo que mil padicipacion es woluntada.

Cormpemodo que poedo ST el astdlos
- Cuando gl
- S b g dar EXpllcaciones

- Zin gue =sio repescute mn mis culdados mAdicos.

Fresoo [loremense Ml Coniommidad D DardciDar en el estalo.
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ANEXOS

Anexo 6: Exencion del CEIC de solicitar por escrito Consentimiento Informado a los controles.

mw CENTRO SUPFRIOR D
gwm g

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Elias Ruiz Rojo, Secrctario del CEIC de la DGSP y CSISP,
CERTIFICA:
Que este CEIC ha evaluado en la reunidn del dia 26 de julio de 2013 la solicitud de muestras de la

Red Valenciana de Biobancos con REFERENCIA: RVBI30OSTST (S13-008), de focha 14 de
mayo del 2013, Considerandose p dente:

¥ Autorizar la cesidn al proyecto de las muestras solicitadas que cuentan con Cl especifico de
Biobanco.

v Autorizar &a cesidn al proyecto de las muestras solcitadas oblenidas con anterorndad & la
entrada en vigor de la Ley de Investigacidn Biomédica que no dsponen de Cl.

¥ Autorizar 18 cesidn al proyecto de las muestrss solicitadas de donantes que han fallecido.

¥ Autorizar la cesidn al proyecto de las muesiras solicitadas de aquellos donanies que no han
sido localzados.

v Autorizat la cesidn al proyecto de las muesiras soictadas do aquellos donantes quo han
sido localizados, que no cuantan con Cl, condicionada & |a oblencidn del mismo y iras Is
comunicacién a este CEIC.

Valencia a | de Agosto de 2013
Scerctario del CEIC de la DGSP y CSISP

=

Fdo.: Eliss Ruiz Rojo
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