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células B activadas

NK: natural killer
NO: 6xido nitrico

nparLD: An R Software Package for
the  Nonparametric  Analysis  of

Longitudinal Data in  Factorial
Experiments
OSNA: one-step nucleic  acid

amplification sysmex®

PAAF: puncién aspiraciéon con aguja
fina
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PDGF-BB: factor de crecimiento
derivado de plaquetas BB
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programada
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p TNM: T-tumor, N-ganglionar, M-
metastasis anatomopatologico

RIO: radioterapia intraoperatoria
RM: resonancia nuclear

RNAm: acido ribonucleico mensajero
ROLL: radio occult lesion localization
ROS: especies de oxigeno reactivo

RT: radioterapia
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1. INTRODUCCION

1.1 SITUACION ACTUAL DEL CANCER DE MAMA

El cancer se encuentra entre las primeras causas de muerte en los paises
industrializados, representando la segunda causa de mortalidad en Espafia. En
2015, uno de cada cinco fallecimientos en mujeres en nuestro pais fue por tumores

malignos.

De todos los tipos de cancer, el de mama es el mas frecuente en la mujer, causando
6213 muertes en el ano 2014 en nuestro pais.
30.000 ) ~ 7 ) 3 3 3 N
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Figura 1:Mortalidad por cancer en Espafia en 2014. Imagen adaptada de Sociedad
Espariola de Oncologia Médica. Las cifras del cdncer en Espana [Internet]. 2017.
Disponible en: http://www.seom.org

Sin embargo, las ultimas estadisticas muestran una discreta tendencia a la
disminucién en la mortalidad probablemente debido a las actividades preventivas,
un diagndstico precoz por los métodos de cribado y a un mejor manejo terapéutico
de las pacientes. Cabe resaltar que actualmente en Espafa los programas de
cribado cubren un 90% de la poblacién diana con una importante participacion en

los mismos, que en 2011 llegé al 73%.

En Espafia se diagnostican 27.000 nuevos casos/anode cancer de mama y la
incidencia sigue incrementandose a razon de un 1-2% anual debido
principalmente a la deteccién precoz y al aumento de la esperanza de vida en la
poblacién general. Sin embargo, su prevalencia a los 5 afios, esla segunda mas alta

en Espafia, de 104.210 casos en 2012, determinada por su baja mortalidad.



Introduccion

CASES %
Breast 27747 28
Colon & Rectum 16677 17
Corpus Uteri 6160 6
Lung 5917 6
Urinary Bladder 3654 4
Non Hodgkin's Lymphomas 3480 4
Pancreas 3401 3
Stomach 3306 3
Ovary 3228 3
Leukaemias 2736 3

ALL (Except skin non melanoma) 98944 100

Figura 2: Incidencia por cancer en la mujer en Espafia en 2015. Imagen adaptada
de Galceran ], Ameijide A, Carulla M, Mateos A, Quirds JR, Rojas D et al. Cancer
incidence in Spain, 2015. Clin Transl Oncol. 2017; 19(7): 799-825

El impacto econdémico del cancer es significativo y sigue creciendo. Se ha calculado
que el coste total del cancer en 2010 fue, aproximadamente, de 1,16 billones de
dolares.En Espana es la segunda causa de estancia hospitalaria segtin la encuesta
de morbilidad hospitalaria en 2014, representando el 11.6% del total de causas de

ingreso.1-6

La estrategia de actuacion contra el cancer se ha ido modificando en las ultimas
décadas. Los métodos de deteccion precoz ya comentados, el uso de terapias
neoadyuvantes cada vez mas efectivas y dirigidas segtn los subtipos moleculares
de cancer de mama junto con la modificacién de las técnicas quirtrgicas ha
permitido evolucionar hacia modelos terapéuticos menos agresivos y mas
conservadores en mama y axila bajo el axioma “ Menos es mds” demandado por
nuestras pacientes. La aplicacion de estos modelos se ha visto favorecida por la
implantaciéon de los programas de screening en cancer de mama que, a su vez,
conllevan un mayor volumen de casos detectados de forma temprana que obligan a
ofrecer de forma equitativa un rapido acceso a diagnéstico y tratamientos

definitivosdentro del marco de un equipo multidisciplinar.7.8
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1.2 ANATOMIiA QUIRURGICA DE LA MAMA

La mama se sita en la pared anterior del torax desde la segunda a la sexta costilla
y desde el esterndn a la linea axilar media. A nivel practico podemos considerar la
existencia de cuatro cuadrantes,siendo el cuadrante supero-externo el que
contiene mayor cantidad de tejido de la glandula por presentar una prolongacion

hacia la axila denominada cola de Spence.?

La glandula mamaria esta cubierta por una ldmina de tejido fibroso llamada
capsula fibrosa y se situa entre la fascia pectoral superficial y el paniculo
adiposodonde se aloja un plexo arterial formado por las ramificaciones
tegumentarias superficiales de las arterias de la mama, asi como una red venosa
superficial.Entre la glandula mamaria y el musculo pectoral mayor encontramos el
espacio retromamario, una capa de tejido areolar laxo que contiene vasos

linfaticos.10 11

En la mama existe epitelio glandular, tejido adiposo, estroma fibroso y estructuras
de soporte. En mujeres postmenopdausicas, las estructuras glandulares

involucionan y se reemplazan por tejido adiposo.1°

La mama esta formada por varias glandulas independientes llamadas l6bulos que
se dividen, a su vez, en lobulillos y acinos. Cada lobulo contiene un conducto
excretor denominado conducto galactoforo que se dirige de forma sinuosa hacia el
pezén. Estos conductos, antes de entrar en el pezdn, presentan una dilatacién
llamada seno galactéforo y terminan en linea recta hacia el vértice del pezon en el
poro galactoforo.Cada conducto principal se ramifica progresivamente y acaba en
los 4cinos, que son las glandulas productoras de leche de la mama lactante y junto
con los pequefios conductos eferentes forman los lobulillos. Los conductos
eferentes terminales estan inmersos en un tejido conjuntivo laxo especializado con
capilares, linfocitos, células plasmaticas y macréfagos. Este estroma intralobulillar

se diferencia del interlobulillar, mas denso y menos celular.10.11

Los ligamentos suspensorios de Cooper son unas bandas fibrosas que aportan
soporte estructural a la glandula mamaria, constituyendo la fascia interlobulillar
del parénquima mamario desde la fascia superficial por debajo de la dermis hasta

la fascia profunda de la mama por encima del musculo pectoral. Cuando el cancer

5
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de mama produce acortamiento de estos ligamentos, producira retracciéon en la

piel.>-11

La zona central anterior de la mama corresponde al complejo areola-pezén, una

zona de piel altamente pigmentada e inervada.’

INAOIBOS DATMCARCTINES

Nachulos asllares
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Figura 3: Ganglios linfaticos. Imagen adaptada de Netter FH. Atlas de anatomia
humana. 3¢ edicion. Barcelona: Masson S.A.; 2003
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Los vasos linfaticos son abundantes en el parénquima y dermis mamarios. Se

distinguen diferentes agrupaciones de ganglios de drenaje: 10,11

1. Ganglios linfdticos axilares: los vasos linfaticos dela mama drenan en una
red subareolar de la cual parten dos troncos linfaticos principales,
constituyendo el 75% del flujo linfatico de la mama, que se dirigen hacia la
axila donde los ganglios linfaticos se encuentran en el interior del tejido
graso areolar laxo.

Los ganglios axilares de describen segun su relacion con el musculo
pectoral menor en tres niveles anatémicos. Los ganglios del nivel I se sitian
lateralmente al borde lateral del musculo pectoral menor, los ganglios del
nivel II posteriormente al mismo y los ganglios de nivel IIl comprenden los
ganglios subclaviculares situados medialmente al musculo pectoral menor.

Sin embargo, los vasos linfaticos procedentes de la cara profunda de la
mama drenan a los nédulos linfaticos apicales a través del musculo pectoral

mayor o rodeando su borde inferior.

2. Ganglios linfdticos paraesternales o mamarios internos: los vasos linfaticos
de la zona medial de la glandula mamaria atraviesan el musculo pectoral
mayor y los espacios intercostales hacia los ganglios mamarios internos.
Esta es la via predominante hasta en el 5% de los casos y aparece como via
secundaria junto al drenaje axilar en aproximadamente el 20% de las

pacientes.

3. Ganglios linfdticos interpectorales o de Rotter: Grossman y Rotter
describieron este grupo de ganglios que se encuentran entre el musculo

pectoral mayor y menor.

4. Ganglios linfdticos supraclaviculares: Monard y Guénin identificaron un
tronco linfatico poco frecuente que se dirige directamente desde la zona
superior de la mama hacia los noédulos linfaticos supraclaviculares,

contiguos a los ganglios subclaviculares de la axila.



Introduccion

La glandula mamaria esta vascularizada en su parte medial por ramas perforantes
de la arteria toracica interna. La parte lateral e inferior de la mama recibe su
vascularizacion de ramas de la arteria axilar, concretamente de la arteria toracica
lateral, subescapular, toracoacromial y toracica superior. Asi mismo, la glandula

mamaria va a recibir aporte sanguineo de ramas de las arterias intercostales.?-11

La red venosa de la mama drena en las venas toracicas laterales en su parte lateral,
en la vena tordcica interna medialmente y en las venas intercostales

posteriormente.®-11

En la cara medial de la axila, esta el nervio toracico largo o de Bell que inerva el
musculo serrato anterior. Ademas, en el vaciamiento axilar vamos a encontrar el
nervio toracodorsal que nace en el plexo braquial, entra en la axila por debajo de la
vena axilar, cerca de la entrada del nervio toracico largo, e inerva el muasculo dorsal

ancho.10,11

1.3MANEJO DEL CANCER DE MAMA

1.3.1 Generalidades

El manejo del paciente con cancer ha cambiado en los ultimos afios. Actualmente,
se recomienda que, una vez diagnosticado, la paciente sea derivada a una unidad
de mama que proporcione atencion multidisciplinar en la que participen los
profesionales de las distintas especialidades diagnosticas y terapéuticas
implicadas, que disponga de todos los tratamientos que pueda requerir y en la que

las decisiones terapéuticas sean tomadas mediante un comité de tumores.

Estas unidades deben cumplir los criterios de calidad recomendados en la
bibliografia en cuanto a la normalizacion del proceso de decision de los
procedimientos, la garantia de calidad de los tratamientos o el cumplimiento de los
estandares de tiempo de demora.Estos tiempos se han fijado en inferior a 7 dias
desde la confirmaciéon anatomopatolégica del diagnéstico de cancer hasta la
evaluacion por el comité de tumores y en 21 dias hasta el inicio del tratamiento

quirargico.
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El comité de mama compuesto por un extenso equipo multidisciplinar,
individualiza cada una de las decisiones de acuerdo a protocolos de actuacion de

diagndstico y tratamiento consensuados.. 7.8

1.3.2 Factores de riesgo

La identificacion de los factores de riesgo del cancer de mama es importante para
la planificacion de estrategias de cribado poblacional y en el manejo terapéutico de

las pacientes.
Podemos diferenciar los siguientes factores de riesgo:

1. Edad y sexo: la incidencia de cancer de mama aumenta con la edad hasta la
década de los 70 afios, siendo mas frecuente entre las mujeres.12

2. Antecedentes personales de cancer de mama: condicionan mayor riesgo de
cancer de mama contralateral. El riesgo real es de 0.5-1%/afio en pacientes
jovenesy de 0.2%/afio en pacientes de mayor edad.13-17

3. Factores de riesgo histolégicos: el riesgo segun el tipo de diagndstico
histolégico varia segun la edad, el estado respecto a la menopausia y los
antecedentes familiares, que pueden incluso duplicar el riesgo si se asocian
a enfermedad proliferativa con atipia. Los diferentes factores de riesgo

histoldgico se muestran en la tabla a continuacién:11,18-20

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO RIESGO RELATIVO
Enfermedad no proliferativa
Enfermedad proliferativa sin atipia

Enfermedad proliferativa con atipia

y antecedentes familiares

Carcinoma lobulillar in situ (CLIS)

Tabla 1: Factores de riesgo histolégico.Tabla adaptada deHunt KK, Green MC,
Buchholz TA. Enfermedades de la mama. En: Townsend CM. Sabiston Tratado de
Cirugia. Fundamentos bioldgicos de la prdctica quirtrgica moderna. 19%d.
Barcelona: Elsevier; 2013. p.824-69.
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4. Factores genéticos: son los responsables del 5-10% de todos los canceres de
mama. Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 se relacionan con
cancer de mama con una penetrancia en torno al 56%.

5. Factores de riesgo reproductores: la exposicion a estréogenos como
menarquia precoz, menopausia tardia, nuliparidad o edad tardia del primer
parto, aumentan el riesgo de cancer de mama.

6. Uso de hormonas exdgenas: el uso de anticonceptivos orales y de la terapia
hormonal sustitutiva en mujeres postmenopausicas aumentan, de la misma
forma, el riesgo de cancer de mama.

7. Patrén mamografico: el patron mamografico denso presenta un riesgo 5
veces superior al patrén graso.

8. Factores de estilo de vida: obesidad, alto consumo de grasa, sedentarismo,
alcohol, tabaco y exposicién a altas dosis de radiaciones ionizantes o

plaguicidas.21-30

1.3.3 Diagndstico

El diagnostico de cadncer de mama se basa en una correcta anamnesis, una
exploracion fisica minuciosa que examine mama y axila, la realizacién de pruebas

de imagen y finalmente, en una confirmacién anatomopatolégica.

1.3.3.1 Anamnesis

La anamnesis del cancer de mama debe recabar datos sobre la edad de la paciente,
antecedentes familiares, antecedentes patologicos, tratamiento habitual,
antecedentes especificos de aspectos ginecologicos como edad de menarquia y
menopausia, aspectos obstétricos y mamarios como exéresis previa de tumor

benigno o maligno.

La sospecha clinica de cdncer de mama actualmente, se establece principalmente
por un hallazgo patologico en la mamografia, debido a la instauracién generalizada

de programas de cribado.

Sin embargo, todavia existen casos en los que la enfermedad se presenta como la

clasica masa mamaria palpable caracterizada por ser una lesién dura, fija y con

10
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bordes irregulares. Esta presentacion se da principalmente en pacientes de lugares
donde no estan instaurados los programas de cribado del cancer de mama, en
pacientes jovenes no subsidiarias de cribado, asi como en los tiempos de intervalo
entre las mamografias o por lesiones que aparecen ocultas en las mismas, que

pueden llegar a representar hasta el 15%.31.32

1.3.3.2 Exploracién fisica

La exploracion fisica debe ser minuciosa y realizarse tanto en la mama como en la

axila de forma bilateral.

En el caso de la mama detallaremos la naturaleza de la lesion y sus caracteristicas
(retraccion, ulceracion, inflamacion), su localizacion, si se asocia a secrecién por el

pezon, asi como las caracteristicas de la mama (tamafio, ptosis).

La exploraciéon de la axila, por su parte, deberd ser igualmente exhaustiva,

identificando si los hubiera ganglios clinicamente invadidos o fijos.31 32

1.3.3.3 Pruebas de imagen diagnésticas:

Se utilizan las siguientes pruebas complementarias en el diagndstico radiolégico

para estadificaciéon loco-regional y estudio de extension:

1. Mamografia:
La mamografia es la técnica mas utilizada en el estudio de la patologia de la
mama, de eleccion en los programas de cribado y en cualquier paciente
sintomatica o con antecedentes demostrados de riesgo familiar mayor de
35 afios.33:34
Actualmente, se recomienda realizar cribado poblacional de forma bienal en
mujeres desde los 50 hasta los 75 afios.
Existe controversia en cuanto a la realizacién de la prueba en mujeres con
edades comprendidas entre los 40 y 49 afios debido a sus modestos
beneficios. La United States Preventive Services Task Force se pronuncié en
contra de la realizaciéon de la mamografia de cribado en este grupo de
edad!3, sin embargo, la American Cancer Society (ACS) recomienda

comenzar a la edad de 45 afios debido a que el riesgo absoluto de cancer de

11
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mama, asi como de mortalidad en el grupo de edad de 45 a 49 afios se
parece mas al del grupo de edad de 50 a 54 afios que al de 40 a 44 afios.

La ACS, ademas, recomienda realizar el cribado de forma anual hasta los 55
afos y, posteriormente, de forma bienal.3!

La sensibilidad de la prueba es aproximadamente del 75-95% vy la
especificidad del 80-90%. Su mayor limitaciéon viene determinada por la
densidad mamaria.32 35

Los hallazgos de la mamografia se describen mediante el sistema BI-RADS®
(Breast Imaging Report and DatabaseSystem) que se desarrollé en 1993 por
el American College of Radiology (ACR) para unificar el 1éxico utilizado en
los informes radiolégicos, asi como para establecer un grado de sospecha y
recomendacidn. Este sistema se utiliza asi mismo en la descripcién de los
hallazgos en ecografia y resonancia mamaria. La ultima edicion del
BIRADS® es la quinta y fue publicada en febrero de 2014.

Una masa de alta densidad espiculada representa el hallazgo mas

caracteristico de caAncer de mama en la mamografia.3¢ 37

Composicion de la mama

Asimetria

Calcificaciones Morfologia Distribucion

Tipicamente benignas Alta sospecha

Caracteristicas asociadas

Figura 4: BIRADS® léxico mamografico. Imagen adaptada deCamacho-Piedra C,
Espindola-Zarazia V. Actualizacién de la nomenclatura BI-RADS®. Anales de
Radiologia México. 2018; 17:100-8
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Figura 5: Masa irregular en mamografia. Imagen adaptada de Camacho-Piedra C,,
Espindola-Zarazua V. Actualizacién de la nomenclatura BI-RADS®. Anales de
Radiologia México. 2018; 17:100-8

Figura 6: Calcificaciones sospechosas de malignidad en mamografia. Imagen
adaptada de Camacho-Piedra C., Espindola-Zarazua V. Actualizacion de la
nomenclatura BI-RADS®. Anales de Radiologia México. 2018; 17:100-8

13
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2. Ecografia mamaria:
La ecografia es la segunda técnica mas utilizada en el diagnostico de la
patologia mamaria. Entre sus ventajas destaca que no emplea radiaciones
ionizantes y su alta disponibilidad, sin embargo, sus resultados son muy
dependientes de la persona que los realiza, por lo que no se recomienda
como herramienta de cribado.32 38,39
Es util para caracterizar mas detalladamente una lesién benigna de una
maligna, distinguir si una lesién es sélida o quistica, y en el diagnéstico de
lesiones en mamas densas.32 39
La ecografia se utiliza habitualmente como guia para la toma de biopsias.
Los hallazgos en la ecografia se describen, al igual que en el caso de la

mamografia, mediante el sistema BI-RADS®.

Composicion del tejido

Casos especiales

Figura 7: BIRADS® léxico ecografico. Imagen adaptada de Camacho-Piedra C.,
Espindola-Zarazua V. Actualizacion de la nomenclatura BI-RADS®. Anales de
Radiologia México. 2018; 17:100-8
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Figura 8: Masa en ecografia. Imagen adaptada de Camacho-Piedra C, Espindola-
Zarazua V. Actualizacién de la nomenclatura BI-RADS®. Anales de Radiologia
México. 2018; 17:100-8

El sistema BI-RADS® de descripcion establece posteriormente, como hemos
comentado, un grado de sospecha y recomendacién que coincide en el caso de los
hallazgos objetivados tanto en la mamografia como en la ecografia, siendo

aconsejable valorarlos de forma conjunta.3”
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Categoria BI-RADS Grado de sospecha Recomendacion
Categoria 0 Estudio incompleto Evaluacion adicional de
imagen
Categoria 1 Estudio normal Evaluacion a intervalo
normal
Categoria 2 Benigno Evaluacion a intervalo
normal
Categoria 3 Probablemente benigno Control en 6 meses
Categoria 4 CEBLE eI EC D e Estudio histologico
4B: Moderada sospecha de
malignidad
4C: Alta sospecha de malignidad
Categoria 5 Altamente sugestivo de Estudio histologico
malignidad
Categoria 6 Diagndstico maligno Estadificacion y
comprobado por planificacion
biopsia terapéutica

Tabla 2: Categorias de evaluacién BIRADS®.Elaboracién propia

3. Ecografia axilar:
La ecografia se considera la técnica de eleccion para el estudio de la
afectacion ganglionar tanto a nivel de las cadenas axilares como de la
mamaria interna o de los ganglios supraclaviculares.
La ecografia axilar se solicitara sodlo si existen dudas de afectacion clinica
axilar y ésta no ha sido realizada previamente. Si se aprecia ganglio de
aspecto patologico, se completara el estudio histolégico de la lesiéon

mediante puncién aspiracion con aguja fina (PAAF).40

4. Resonancia nuclear (RM):
La RM presenta una sensibilidad para el cancer invasivo cercana al 100%,
sin embargo, en el caso del carcinoma ductal in situ, la sensibilidad no llega
al 60%. Por su parte, posee una especificidad moderada.32 41
Se utiliza para el screening en mujeres con alto riesgo de cancer de mama,

para identificar tumores primarios desconocidos en mujeres con metastasis

16
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en ganglios linfaticos axilares, para el estudio de extensidon locoregional,
categorizar el tumor multifocal, multicéntrico o bilateral y en el estudio de
aquellas mujeres con protesis mamarias o mamas densas. Ademas, puede
servir de guia para la toma de biopsias cuando tenemos lesiones que
unicamente se detectan por este método de imagen.32 42,43

Para la descripcién de los hallazgos mediante este técnica de imagen se
utiliza igualmente elsistema BI-RADS®, que es similar al mostrado
previamente en el caso de los hallazgos por mamografia y ecografia.

La RM posee un protocolo de estudio especifico que incluye secuencias
morfoldgicas, funcionales con administraciéon endovenosa de un compuesto
de gadolinio y un procesamiento posterior de las imagenes.

En el procesamiento de las imagenes se utilizan los datos obtenidos en las
secuencias funcionales tras la administracion de contraste y se analizan
curvas de intensidad/tiempo. Segin la morfologia de la curva, se distinguen
los siguientes tipos:

- TipoIo progresivo: patron de lesiones benignas.

- Tipo Il o meseta: puede darse tanto en lesiones benignas como malignas.

- Tipo IIl o lavado: patron de malignidad.41.4445

Otras pruebas de imagen diagndsticas:

Para el estudio de extension del cancer de mama se utilizan habitualmente
las siguientes pruebas complementarias:

- Radiografia de térax.

- Ecografia abdomino-pélvica.

- Rastreo 6seo: en nuestro protocolo sélo se solicitara en tumores T2 en

adelante o en aquellos con afectacién axilar confirmada.

En el estudio de extensién se asocia ademas analitica sanguinea con
especial interés en la funcién hepatica con fosfatasa alcalina como indicador
de posible afectacién metastasica 6ésea y marcadores tumorales (CEA y CA

15.3).1
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1.3.3.4. Técnicas histopatoldgicas diagndésticas

Para la confirmaciéon anatomopatologica del cancer de mama disponemos de las

siguientes técnicas: 46

1. Puncioén aspiracion con aguja fina (PAAF):
Es una técnica relativamente sencilla de ejecutar mediante la cual se realiza
un anadlisis citolégico de células. Suele llevarse a cabo bajo control
ecografico. Su principal indicacién es el andlisis de ganglios linfaticos
sospechosos o como alternativa a la biopsia. Permite la obtenciéon de

material para la elaboracion del patrén inmunohistoquimico del tumor.

2. Biopsia con aguja gruesa (BAG):
Es la técnica de eleccion para la toma de muestras de lesiones mamarias. Asi
mismo, suele realizarse bajo control ecografico, aunque una alternativa es la
utilizacion de la RM. Esta indicada su realizacién principalmente en las
lesiones categoria 4 y 5 de BI-RADS® y en las de categoria 3 con factores

asociados de riesgo.

3. Biopsia asistida por vacio (BAV):
Es una técnica que obtiene muestras mayores que la BAG. Su indicacion

principal es la toma de muestras de microcalcificaciones sospechosas.

En caso de confirmacion de neoplasia maligna, se debera determinar en el informe

anatomopatolégico: 47

- Tipo histolégico.

- Grado histolégico de Nottingham: valora diferenciacién glandular
(acinar/tubular), pleomorfismo nuclear e indice mit6tico. Cada variable
le da un valor de 1,2 o 3 y con la suma se obtiene el grado como se

muestra a continuacion:
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Grado Puntuacion

1 (bien diferenciado) 3-5

2 (moderadamente diferenciado) 6,7

3 (mal diferenciado) 8,9

Tabla 3: Grado histolégico de Nottingham. Elaboracién propia

- Presencia de carcinoma in situ (CIS)

- Invasién linfovascular

- Presencia de microcalcificaciones

- Receptores hormonales: estrogenos y progesterona
- Indice de proliferacién celular Ki67

- Factor 2 de crecimiento epidérmico humano (HER2)

1.3.4 Clasificacion

1.3.4.1 Clasificacion histoldgica

El cancer de mama incluye un grupo de lesiones con una apariencia microscopica

y un comportamiento biologico diferente.

En primer lugar, podemos diferenciar dos grandes grupos, el cancer de mama no

invasivo y el cancer de mama invasivo.

El cancer de mama no invasivo se divide a su vez en CLIS y carcinoma ductal in situ
o carcinoma intraductal (CDIS). A su vez, se distinguen 4 tipos de CDIS: papilar,
cribiforme, s6lido y comedo. Dentro de estos tipos, el papilar y el cribiforme son los

de menor malignidad en su trasformaciéon en canceres invasivos.48-50

El cdncer de mama invasivo se diferencia del grupo anterior por su ausencia de
arquitectura global, infiltracién del estroma y pérdida de funciéon o forma del

organo glandular. Se divide en los siguientes subtipos principales: 5!

- Carcinoma ductal infiltrante (CDI) (50-70%): son principalmente
adenocarcinomas, suelen reflejarse como anomalias definidas en la
mamograffia y a menudo se palpan como un tumor delimitado. En la

mayoria de los casos, asocia focos de CDIS en grado variable.
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- Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI) (10%): son tumores que suelen
invadir la mama en filas tunicas, lo que los oculta en la mamografia y en
la exploracion clinica, por lo que suelen detectarse mas tardiamente. Son
mas frecuentemente bilaterales y multicéntricos.

- Otros subtipos: existe una amplia variedad de subtipos histologicos
menos frecuentes. Los mas representativos se enumeran a continuacion:

o Tumores epiteliales:
» Carcinoma mixto: ductal/lobulillar (7%)
» Carcinoma tubular (2-3%)
» Carcinoma mucinoso o coloide (2-3%)
» (Carcinoma medular (5%)
» (Carcinoma cribiforme (1-3%)
» Carcinoma papilar (1-2%)
» (Carcinoma quistico adenoideo (1%)
» Carcinoma metaplasico (1%)
o Tumores mioepiteliales
o Tumores fibroepiteliales: Phyllodes
o Tumores mesenquimales: angiosarcoma
o Tumores del pezdén: enfermedad de Paget
o Linfoma maligno

o Tumores metastasicos
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Figura 9:CDI. Imagen adaptada de Bleiweiss I]. Pathology of breast cancer. Post TW,
ed. UpToDate. Waltham, MA: UpToDate Inc. [actualizado Dic 2019]. Disponible en:
https://www.uptodate.com
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Figura 10: CLI. Imagen adaptada de Bleiweiss I]. Pathology of breast cancer. Post
TW, ed. UpToDate. Waltham, MA: UpToDate Inc. [actualizado Dic 2019]. Disponible
en: https://www.uptodate.com

Figura 11: Carcinoma tubular. Imagen adaptada deBleiweiss I]. Pathology of breast
cancer. Post TW, ed. UpToDate. Waltham, MA: UpToDate Inc. [actualizado Dic 2019].
Disponible en: https://www.uptodate.com
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Figura 12:Carcinoma mucinoso. Imagen adaptada de Bleiweiss I]. Pathology of
breast cancer. Post TW, ed. UpToDate. Waltham, MA: UpToDate Inc. [actualizado Dic
2019]. Disponible en: https://www.uptodate.com
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Figura 13: Carcinoma medular. Imagen adaptada de  Bleiweiss 1J. Pathology of
breast cancer. Post TW, ed. UpToDate. Waltham, MA: UpToDate Inc. [actualizado Dic

2019]. Disponible en: https://www.uptodate.com

Sin embargo, la clasificacidn histolégica basada unicamente en las caracteristicas

microscépicas del cancer de mama no refleja fielmente el pronéstico y la respuesta

terapéutica de estos tumores. Actualmente, debido al desarrollo de las técnicas

moleculares e inmunohistoquimicas, se identifican diferentes subtipos de cancer

de mama atendiendo a estas caracteristicas: 5!

Cancer de mama luminal: su denominacion proviene de su similitud con
la expresion génica del epitelio normal de la mama. Se caracterizan por
presentar receptores hormonales de estrégeno y de progesterona
positivos. Son los mas frecuentes, en torno al 75-80%, y se diferencian
en tipo A y B. Los de tipo A presentan un indice de Ki67 inferior al 14%,
lo que se relaciona con su mejor prondstico. Los de tipo B, por su parte,
son mas agresivos, y pueden presentar un indice de Ki67 superior al
14%, asi como expresar HER2.

Cancer de mama HER2: estos tumores representan aproximadamente el
10-15% de los canceres de mama y se caracterizan por la expresion de
HERZ2, que se relaciona con mayor agresividad del tumor y tendencia a
producir metastasis.Ademas, son negativos o poseen niveles bajos para
los receptores hormonales de estrégeno y progesterona.Todo ello hace

que su pronostico sea peor.
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Cancer de mama triple negativo o basal: estos tumores representan
aproximadamente el 11-20% de los canceres de mama y se caracterizan
por no expresar los receptores hormonales de estrégeno y
progesterona, asi como HER2. Poseen el peor pronéstico de todos los
subtipos previamente mencionados, con mayor mortalidad y riesgo de

recidiva.

Clasificacion TNM:

La estadificacién del cancer de mama se realiza con el sistema de
clasificacion TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC) cuyo
objetivo es agrupar pacientes en categorias de riesgo que puedan guiar
las recomendaciones terapéuticas.

Se basa en el tamafio del tumor primario (T), el estado de los ganglios
linfaticos regionales (N) y la presencia o ausencia de metastasis a
distancia (M).

Los pacientes son preasignados a un grupo de riesgo clinico antes del
tratamiento (¢ TNM), y aun estadio anatomopatoldgico definitivo
después del tratamiento quirdrgico (p TNM).

La ultima edicién de esta clasificacidn, la octava, es efectiva desde Enero
del ano 2018 e incluye, ademdas del grupo de estadio anatémico, un
grupo de estadio prondstico incluyendo las variables de grado tumoral,
expresion de receptores de estrégeno y progesterona y de HER2 (Anexo

1).46
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Tumor
Primario

(T)

Tx

El tumor primario no puede ser evaluado

TO

No hay evidencia de tumor primario

Tis

Carcinoma in situ , CDIS o Enfermedad de Paget (no
diseminacion a tejidos colindantes)

T1-4

Tumor invasivo, tamafio y/o alcance del tumor primario

T1: tumor < 20mm
- T1mi: tumor <1mm
- Tla:tumor >1mmy < 5mm
- T1b: tumor >5mmy < 10mm
- Tilc:tumor >10mmy < 20mm

T2: tumor >20mm y < 50mm

T3: tumor > 50mm

T4: tumor de cualquier dimensiéon que se extiende a pared
costal o piel (nddulos o ulceraciones dérmicas)

Tabla 4: Clasificacion TNM: T. Tabla adaptada de Hortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi
CJ, Edge SB, Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual
[Internet]. 8th ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited 2020 Jan

Ganglios
linfaticos
regionales

(N)

3]. p. 58
Nx | Ganglios linfaticos regionales no pueden ser evaluados
NO | No hay afectacién ganglionar linfatica regional
N1-3 Invasién de los ganglios linfaticos regionales (nimero y/o

extension)

Estadiaje clinico de la afectaciéon ganglionar (cN)

Metastasis ganglionar(es) ipsilateral(es) niveles 1 y I

N1 axilar(es)
Metastasis ganglionares ipsilaterales niveles [ y II axilares
N2 | formando conglomerados o ganglios afectados de la cadena
mamaria interna ipsilateral en ausencia de afectacion axilar
Metastasis ganglionar ipsilateral infraclavicular (nivel III
N3 axilar) con o sin afectacion de niveles I y II; o afectacion de

cadena mamaria interna ipsilateral y axilar; o afectacion
ganglionar supraclavicular con o sin afectacién axilar

Tabla 5: Clasificacidn TNM: cN. Tabla adaptada de Hortobagyi GN, Connolly JL,
D’Orsi CJ, Edge SB, Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging
Manual [Internet]. 8th ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited

2020]Jan 3].p. 5
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Ganglios
linfaticos
regionales

(N)

Estadiaje anatomopatolégico ganglionar (pN)

pNO

No hay afectacién metastasica ganglionar o Células
tumorales aisladas

- pNO(i-): no hay afectacién metastasica ganglionar,
[HQ negativa

- pNO(i+): células tumorales en el ganglio linfatico con
tamafio >0.2mm (mediante histologia o IHQ)

- pNO(mol-): no hay afectacion metastasica ganglionar
mediante histologia ni reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)/transcriptasa inversa (RT)

- pNO(mol+): no hay afectacion metastasica ganglionar
histoldgica o IHQ pero si mediante RT-PCR

pN1

Micrometastasis ganglionares, o metastasis ganglionares en
niveles I-III axilares, y/o cadena mamaria interna afectada
con BSGC positiva no detectada clinicamente
- pN1mi: micrometastasis (> 0.2mm y/o mas de 200
células, pero < 2.0mm)
- pNla: metastasis en ganglios axilares niveles I-III, al
menos una metastasis >2mm
- pN1b: metastasis en ganglios de la cadena mamaria
interna con micro o macrometastasis detectadas en
BSGC no detectadas clinicamente
- pNlc: metastasis en ganglios axilares niveles I-III y
cadena mamaria interna con micro o macrometastasis
detectadas  mediante = BSGC no  detectadas
clinicamente

pN2

Metastasis en 4-9 ganglios axilares, o afectacion de la cadena
mamaria interna detectada clinicamente en ausencia de
afectacion axilar ganglionar
- pNZ2a: metastasis en 4-9 ganglios axilares (al menos
uno de ellos >2.0mm)
- pN2b: metastasis detectada clinicamente en la cadena
mamaria interna en ausencia de afectacion axilar
ganglionar

pN3

Metastasis en = 10 ganglios axilares, o ganglios
infraclaviculares (nivel III axilar), o metastasis ganglionar
detectada clinicamente en cadena mamaria interna
ipsilateral en presencia de uno 6 mas ganglios positivos en
niveles 1 y II axilares, o <3 ganglios axilares y cadena
mamaria interna con micro o macrometastasis detectadas
mediante BSGC pero no detectadas clinicamente, o afectacion
de ganglios supraclaviculares ipsilaterales.

Tabla 6: Clasificacion TNM: pN. Tabla adaptada de Hortobagyi GN, Connolly JL,
D’Orsi CJ, Edge SB, Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging
Manual [Internet]. 8th ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited

2020 Jan 3].p. 5
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Metastasis

M)

MO | No hay metdastasis distante
Sin evidencia clinico-radiolégica de metastasis a distancia a

oMo | Pesar Qe det,ectar Félulas 0 depc')fitos sO.?mfn. en sangre

(i+) perlfer}ca, médula 6sea u otros tejidos no linfaticos le.]anos
por microscopia o técnicas moleculares, en ausencia de
sintomas

M1 Metastasis distante clinico-radiolégica (especificar
localizacion)

pM1 Metastasis confirmada histolégicamente en 6rgano distante
o metastasis >0.2mm en ganglios linfaticos no-regionales

Tabla 7: Clasificacion TNM: M. Tabla adaptada de Hortobagyi GN, Connolly JL,
D’Orsi CJ, Edge SB, Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging
Manual [Internet]. 8th ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited

2020 Jan 3]. p. 58

Estadiaje

0 Tis NO MO

1A T1 NO MO
IB TO N1mi MO
T1 N1mi MO

TO N1 MO

I1A T1 N1 MO
T2 NO MO

T2 N1 MO

1B T3 NO MO
TO N2 MO

T1 N2 MO

[1IA T2 N2 MO
T3 N1 MO

T3 N2 MO

T4 NO MO

[11B T4 N1 MO
T4 N2 MO

I1IC Cualquier T N3 MO
IV Cualquier T Cualquier N M1

Tabla 8: Clasificacion TNM: Estadiaje. Tabla adaptada de Hortobagyi GN, Connolly
JL, D’Orsi CJ, Edge SB, Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging
Manual [Internet]. 8th ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited

2020 Jan 3
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1.3.5 Tratamiento

1.3.5.1 Introduccién

El tratamiento del cancer de mama debe individualizarse para cada paciente en un

comité de tumores de mama formado por un equipo multidisciplinar.

Después del diagnostico y clasificacion del cancer de mama, el tratamiento se
basara principalmente en el estadio tumoral, aunque también deberan tenerse en
cuenta otras caracteristicas tanto de la paciente como del tumor, como son el
estado menopdausico, el tipo histolégico, la expresion o no de receptores

hormonales y de HER2.52.53

Los diferentes tratamientos que se pueden utilizar en el manejo terapéutico del
cancer de mama son la cirugia, la radioterapia, la quimioterapia, la

hormonoterapia, terapias dirigidas e inmunoterapia.

El presente estudio se centra en pacientes con cancer de mama con factores de
buen prondstico en las que el tratamiento con cirugia conservadora de la mama
junto con radioterapia es en la actualidad de eleccién. Para estadificacion axilar se
utiliza la técnica de ganglio centinela si no existe sospecha clinico-radiolégica

preoperatoria de afectacion axilar.

La hormonoterapia se recomienda utilizar de forma adyuvante en los casos con
determinacion del receptor de estrogenos de al menos un 10%, lo que se relaciona
con el grupo de pacientes con cancer de mama con factores de buen prondstico.
Los tratamientos neoadyuvantes, bien sea quimioterapia u hormonoterapia, ya
establecidos para el cancer de mama localmente avanzado, estan ampliando sus
indicaciones en el cancer de mama en estadio inicial. Uno de sus beneficios es que
si se produce una respuesta a estos tratamientos, disminuye el tamafio del tumor,

por lo que se facilita la conservacién de la mama.46

1.3.5.2 Tratamiento quirirgico

1.3.5.2.1 Historia de la cirugia de la mama

Los primeros datos acerca de la cirugia de la patologia mamaria se sitdan en el

Antiguo Egipto, en concreto en el papiro de Edwing Smith que data de unos 1600
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afios a.C., donde los Unicos métodos que podian utilizarse se basaban en quemar

las lesiones con fuego o extirparlas con objetos cortantes.

La primera intervencién quirdrgica sobre la mama que demostr6 mejorar los
resultados en la supervivencia fue la mastectomia radical de Halsted, introducida a

finales del siglo XIX.

Este tipo de intervencidon consistia en resecar la mama, la piel circundante, los
musculos pectorales y los ganglios linfaticos a lo largo de la vena axilar hasta el
ligamento costoclavicular. Se basaba en la creencia de que la diseminacion de la
enfermedad se producia de forma centrifuga y se cree que obtuvo buenos
resultados en la época debido a que la mayoria de los canceres de mama se

presentaban avanzados localmente. Esta técnica se utilizé hasta los afios 70.

Durante el siglo XX, encontramos dos hechos importantes para el desarrollo del
tratamiento del cancer de mama. Por un lado, el mayor conocimiento sobre la
forma de diseminacién de la enfermedad, y por otro, la introducciéon de la

quimioterapia y la radioterapia en la practica clinica.

Un punto de inflexién lo protagoniz6 Baclesse en 1960 en Francia al proponer la

tumorectomia asociada a radioterapia en estadios iniciales.

De esta manera, junto con el diagndstico precoz del cancer de mama, la cirugia ha

tendido a ser cada vez mas conservadora asociando terapias complementarias.32 54

1.3.5.2.2 Cirugia conservadora de la mama

En estadios iniciales del cancer de mama, el tratamiento quirurgico es la primera
intervencion a realizar, tanto para proporcionar un control local de la enfermedad,

como para determinar el estadio de los ganglios linfaticos.

En la actualidad, en el cancer de mama inicial en estadios I-II, la cirugia

conservadora asociada a radioterapia es el tratamiento de eleccion.*®
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LOCOREGIONAL TREATMENT OF T1-3,M0—1,M0 DISEASE

>4 positive
axillary nodes
a4
/
/
!
Lumpectomy with ;‘f
surgical axillary staging
[category 1) “-.\
!
Y
'\
L]

1-3 positive

ha —_—
axillary nodes

Negative
axillary nodes

Whaole breast radiation therapy (WBRT) with or without boost- to tumor
bed {category 1), infraclavicular region, supraclavicular area, internal
mammary nedes, and any part of the axillary bed at risk (category 1). ltis
common for RT to follow chemotherapy when chemotherapy is indicated.

WERT with or without boost to tumor bed (category 1). Strongly
consider RT to infraclavicular region, supraclavicular area, internal
mammary nedes, and any part of the axillary bed at risk. It is common
for RT to follow chemotherapy when chemotherapy is indicated.

WERT with or without boost: to tumor bed, and consider regional nodal
irradiation with exclusion of the dissected portion of the axilla in patients with
central’/medial tumors or tumors >2 cm with other high-risk features (young

—= |age or extensive lymphovascular invasion [LVI]).

or

Consideration of APBI in selected low-risk patients.
It is common for RT to follow chemotherapy when chemotherapy is indicated.

Total mastectomy with surgical axillary staging (category 1) £ reconstruction

Figura 14: Tratamiento del cancer de mama en estadios iniciales.Imagen adaptada
de National Comprehensive Cancer Network (NCCN) Clinical Practice Guidelines in
Oncology: Breast Cancer.Version 1. 2020. Disponible en: NCCN.org. RT: radioterapia.
APBI: irradiacion parcial acelerada de la mama.

El tratamiento conservador se considera equiparable a la mastectomia,

reservandose la misma para las siguientes situaciones: 1. 7.8

- Tumores grandes o con mala relacion mama-tumor.

- Lesiones multicéntricas.

- Imposibilidad para conseguir margenes libres de enfermedad después de
resecciones multiples.

- Contraindicacién para la radioterapia

- Carcinoma intraductal extenso.

La indicacién de mastectomia se acompafna del consejo de reconstrucciéon
inmediata aunque se debe tener en cuenta la necesidad de tratamientos
complementarios. La mastectomia contralateral profilactica solo debe
considerarse en pacientes portadoras de mutaciones en BRCA1/2 con valoracién

previa del riesgo.>>

Por su parte, la cirugia conservadora de cancer de mama ha ido evolucionando
para realizar técnicas cada vez menos agresivas que proporcionen mejores
resultados estéticos sin perder de vista el control local de la enfermedad. De esta
manera, se ha pasado de realizar cuadrantectomias a tumorectomias con margenes

libres. Ademdas, se asocia cada vez mas frecuentemente a técnicas de cirugia
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oncoplastica cuando se considera que el resultado estético pueda resultar
desfavorable, principalmente cuando afecta a los cuadrantes internos e inferiores o
cuando se prevé realizar una exéresis de mas del 20-25% del volumen mamario.>¢

Las técnicas oncoplasticas que pueden ser utilizadas son las siguientes:

- Técnicas de remodelacibn de volumen: colgajos glandulares o
dermoglandulares.
- Técnicas de reposicién de volumen: reduccion mamoplastica o mastopexia

asociadas o no simetrizacion contralateral.

Los margenes de reseccion de la pieza en la cirugia conservadora del cancer de
mama se estudian mediante examen anatomopatolégico perioperatorio y/o

radiolégico.>”

El estudio radiolégico no puede sustituir al examen histolégico, aunque se
considera obligatorio en presencia de microcalcificaciones aisladas o distantes
respecto a la lesion nodular. Suele realizarse mediante radiografia o si se precisa,

con ecografia.>8

El estudio anatomopatologico de los margenes de la pieza se considera libre de
enfermedad si el carcinoma infiltrante no contacta con la tinta (tumor on ink) o si
son mayores a 2mm en caso de presencia de carcinoma intraductal puro o

carcinoma con microinvasion (sin focos invasivos mayores a 1mm).>°

Por su parte, en el caso de lesiones no palpables, debe realizarse su localizacién
antes de la intervencién quirurgica. Para ello, podemos utilizar diferentes

técnicas:46

Arpones colocados con guia ecografica o estereotaxia.

Inyeccién de un trazador isotépico en la lesién para posteriormente
localizarla mediante sonda gammagrafica,asociando la posibilidad de
detectar simultidneamente el ganglio centinela(técnica ROLL: Radio Occult
Lesion Localization o técnica SNOLL: Scentinel Node Occult Lesion
Localization).46

Inyeccién de semillas de ['25 en la lesién y deteccion con sonda

gammagrafica.
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Figura 15: Técnica de localizacién mediante arpén. Elaboracién propia

1.3.5.2.3 Estadificacion de los ganglios linfaticos

En el momento actual, el método de eleccidn para la estadificacion de la axila es la
biopsia selectiva del ganglio centinela (BSGC). Esta indicada su realizaciéon cuando
la valoracion clinica y ecografica previas sean negativas.En caso contrario, estara
indicado realizar linfadenectomia axilar de dos niveles, ampliada a nivel III si se

detecta enfermedad palpable.l 31,32, 46

Cabe destacar el papel de Giuliano et al.® en la evoluciéon experimentada en el
estudio axilar de las pacientes con cancer de mama desde que en 1994 publicaran
sus resultados tras la realizacién de la BSGC, con tasas de prediccidon del estado

ganglionar, tras la realizacién de la curva de aprendizaje, del 100%.

El ganglio centinela es aquel ganglio o ganglios que reciben el drenaje linfatico del

tumor.

Es una técnica que posee una tasa de deteccion superior al 95% vy una tasa de
falsos negativos menor al 5%. Ademads, disminuye la morbilidad de Ila

linfadenectomia.6 62
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Suele utilizarse un nanocoloide marcado con tecnecio-99m que se inyecta
intratumoral, peritumoral, periareolar o subdérmico. Se asociarg, si es posible,

linfogammagrafia preoperatoria para guiar la cirugia.63 64

La tnica técnica que permite estudiar el ganglio centinela en su totalidad de forma
intraoperatoria es la técnica molecular OSNA (One-Step Nucleic Acid Amplification
Sysmex®). Consiste en la amplificacion de RNam de la citoqueratina 19 (CK19),

correlacionandose su nivel de expresion con el volumen de la metastasis como se

muestra a continuacion: 6!

Copias CK19 Resultado

>5000 Macrometastasis
250-5000 Micrometastasis
100-250 Células aisladas

<100 Negativo

Tabla 9: Método OSNA. Elaboracién propia

Cuando el método OSNA no puede realizarse, es aceptable realizar el estudio
intraoperatorio histopatolégicomediante cortes por congelacién. Los casos en los

que no puede llevarse a cabo son los siguientes:

- El tumor no expresa CK19.

- El tumor muestra expresion heterogénea <30% en la BAG previa.

- El ganglio es menor de 50mg.6>

- El nimero de ganglios identificados superan el nimero de ganglios que se
pueden analizar en una misma medicion.6>

- No se dispone de la técnica.

En estos casos, el ganglio centinela no podra analizarse en su totalidad de forma

intraoperatoria, por lo que tendra que completarse con estudio diferido.61
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Actualmente, solo se consideran contraindicaciones para la BSGC el cancer de
mama infiltrante con ganglios citohistolégicamente metastasicos (N1-2) y el

carcinoma de mama inflamatorio (T4d).6®

Si el resultado de la BSGC es positivo existe controversia en el manejo terapéutico
dependiendo de varios factores que se resumen a continuacién segun las
recomendaciones del estudio ACOSOG Z011, Saint Gallen y la Sociedad Espafiola
de Patologia Mamaria y Senologia (SESPM):

EVITAR LINFADENECTOMIA AXILAR REALIZACION DE LINFADENECTOMIA AXILAR
EN GANGLIO CENTINELA METASTASICO EN GANGLIO CENTINELA METASTASICO

Valoracion con OSNA: Valoracién con OSNA:
Baja carga tumoral total*: Alta carga tumoral total*:
< 15.000 copias ARN m CK19 = 15.000 copias ARN m CK19
Valoracién histopatologica: Valoracién histopatolagica
Celulas aisladas o micrometastasis Macrometastasis en pacientes con mastectomia**
Macrometastasis, si cumplen todo los criterios Macrometastasis en pacientes con cirugia
ACOS0G Z0011 conservadora si:
* Tumores T1-T2 * Tumores = T2
» = 2 ganglios centinela metastasicos * > 7 ganglios centinela metastasicos
* Mo invasion de |a grasa periganglionar * Invasion de la grasa periganglionar
+ Cirugla conservadora de la mama * Imposibilidad para |a radioterapia
» Radioterapia (RDT) convencional adyuvante postoperatoria de la mama
sobre mama (Irradiacién de la mama con * Quimicterapia u hormonoterapia
campos tangenciales optimizados a |a axila) necadyuvante
» Tratamiento sistémico adyuvante

Figura 16: Linfadenectomia axilar. Imagen adaptada de Oncoguia SEGO: Cdncer
infiltrante de mama. Guias de prdctica clinica en cdncer ginecolégico y mamario.
Publicaciones SEGO; 2017

Por lo tanto, el algoritmo de manejo en el tratamiento quirdrgico del cancer de

mama segun las recomendaciones actuales de las diferentes sociedades puede

resumirse como:
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CIRUGIA DE LA MAMA

cNO cMT,cN2
Biopsia selectiva del ganglio centinela
. pN1
PNO PNTmi macrometastasis
Conservadora Mastectomia*
93 MO || < 2 goo || cargatumoral 1.5 Gey
total total
Mo realizar Realizar
linfadenectomia axilar linfadenectomia axilar

Figura 17: Algoritmo cirugia de la mama. Imagen adaptada deOncoguia SEGO:
Cdncer infiltrante de mama. Guias de prdctica clinica en cdncer ginecolégico y
mamario. Publicaciones SEGO; 2017

1.3.5.2.4 Estudio anatomopatoldgico de la pieza quirdrgica

El informe anatomopatolégico debera valorar los siguientes parametros: 67

- Tamafio tumoral: distancia al margen mas préximo, parénquima
mamario y piel.

- Ganglioslinfaticos: nimero de ganglios extirpados, nimero de ganglios
afectados, tamafo de la metastasis mayor

- Tipo histoldgico

- Grado histolégico de Nottingham: valora diferenciacién glandular
(acinar)/tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitdtico.

- Multifocalidad

- Presencia de CIS

- Invasion linfovascular
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- Estado de piel y complejo areola-pezon

- Margenes quirurgicos

- Presencia de microcalcificaciones

- TNM

- Receptores hormonales: estrogenos y progesterona
- Indice de proliferacién celular Ki67

- HER2

1.3.5.3 Radioterapia

1.3.5.3.1 Historia de la radioterapia de la mama

El descubrimiento de los rayos X en 1895 por el aleman Wilhelm Konrad Roéntgen
marca el inicio de la radioterapia. Posteriormente, en 1898, Marie Curie describe la
radiactividad del polonio y del radio. De estos experimentos iniciales, de forma
accidental, se evidencia la posibilidad de producir quemaduras por el radio,

comenzando a utilizarse en el tratamiento de tumores.

- , :
Primer Intento de Tratamiento de un
| ’
cancer de mama con rayos X. 1907.

Georges Chicotot

Musée de | "Assistance Publiquc.

Hopitaux de Paris

Figura 18: Primer intento de tratamiento con rayos X. Imagen adaptada de
Rodriguez A. Radioterapia en el cdncer de mama [Internet]. Disponible en: www.
seom.org
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A partir de 1920, se establecen las bases de la radioterapia en cuanto a
fraccionamiento y relaciones de dosis/respuesta. Una década después, Trump y

Wright comienzan a utilizar fotones y electrones como tratamiento radioterapico.

Sin embargo, se considera que a raiz del desarrollo por Kerst en 1940 de una
maquina que aceleraba electrones inducida por aumento del flujo magnético,
podemos comenzar a controlar facilmente los haces y empiezan a comercializarse

los dispositivos de radioterapia para su uso clinico.68 69

1.3.5.3.2 Tipos de radioterapia

La radioterapia externa constituye el tratamiento estandar en la actualidad, siendo
un componente fundamental en el tratamiento del cancer de mama que afecta
tanto al control local como a la supervivencia. La irradiacién de la mama completa
tras la cirugia seguida de una sobredosificacion limitada al lecho tumoral (boost)
ha demostrado reducir las tasas de recidiva local, asi como la supervivencia global

y causa especifica a los 15 afios.

La dosis de radioterapia estandar es de 40.05 Gy a 2.67 Gy/fraccién con dosis de
sobreimpresion bioldégicamente equivalente a 16Gy. Cuando los margenes estan

afectados se recomienda administrar una sobredosificacién de 20Gy.

Sin embargo, gracias a un mayor conocimiento de la radiobiologia tumoral, la
tendencia actual consiste en utilizar técnicas de irradiacién parcial acelerada, es
decir, tratar el lecho tumoral con un margen en menor nimero de sesiones en un
grupo seleccionado de pacientes, lo que proporciona una mejor tolerancia al

tratamiento, confort y calidad de vida de las mujeres.1,70-80

Las indicaciones de la irradiacion parcial de la mama de la American Society for
Radiation Oncology (ASTRO) y de la European Society for Radiotherapy and
Oncology (ESTRO) son los siguientes: 81
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Factores Criterios grupo «apropiado:, ASTRO Criterios grupo «bajo riesgos, GEC-ESTRO
Paciente

Edad = 60 anos =50 afos

Mutacion BRCA 1/2 Ausente No disponible
Patoldgicos

Tamano tumoral =2cm <3cm

Estadio T Ti TioT2

Margenes Negativos (= 2 mm) Negativos (= 2 mm)

Grado Cualguiera Cualquiera

Invasion linfovascular No No

Receptores estrogénicos Positivos Cualguiera

Multicentricidad Solo unicéntricos Solo unicéntricos

Multifocalidad Unifocal, con tamano total =2 cm Unifocal

Histologia Ductal infiltrante, mucinoso, tubular Ductal infitrante, mucinoso, medular

y coloide y coloide

Carcinoma intraductal puro No permitido No permitido

Carcinoma intraductal extenso No permitido No permitido

Carcinoma lobulillar in situ asociado  Permitido Permitido

Ganglionares

Estadio pNO (por LA o BSGC) PO (por LA o BSGC)
Tratamiento
Neoadyuvante No permitido No permitido

Figura 19: Indicaciones irradiacion parcial. Imagen adaptada de Rodriguez N,
Murillo MT, Gonzdlez E, De la Fuente C, Moreno F. Irradiacion parcial acelerada en
cdncer de mama: revision de las diferentes técnicas. Rev Senol Patol Mamar. 2014;

27(1):34-42

Las modalidades que permiten realizar este esquema terapéutico en la actualidad

son:

- Braquiterapia

- Braquiterapia intersticial multicatéter

- Braquiterapia intracavitaria mediante balén
- Radioterapia intraoperatoria (RIO)

- Radioterapia externa conformada tridimensional

Dentro de estas técnicas, destaca la RIO que permite irradiar Unicamente un
volumen limitado de la mama, principalmente el tejido préximo a la cavidad
quirdrgica, ya que la mayoria de las recurrencias (en torno al 80%) se producen
préximas a la localizacion del tumor primario (1-2 cm del lecho quirdrgico). La
radiacion se dirige de forma mas directa, por lo que permite utilizar dosis
superiores al tratamiento convencional en menor numero de fracciones,

reduciendo la duracién del tratamiento y la exposicion de drganos a riesgo.
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Existen 2 modalidades de RIO, la administracion como refuerzo del tratamiento
convencional de radiacion (sobredosificacion o boost) o su administracién como

modalidad de radiacion Unica.

La RIO puede administrarse usando diferentes técnicas entre las que destacan,
rayos X de bajo voltaje, como es el caso de la fuente utilizada en el presente

estudio, o electrones.® 70-82

Figura 20: Administracién de RIO. Elaboracién propia

1.3.5.3.3 Estudios previos

Los dos grandes estudios randomizados que han liderado los resultados mas
prometedores en la aplicacion del tratamiento de la RIO en las pacientes con
cancer de mama en los ultimos afios han sido ELIOT (electron intraoperative

radiotherapy) y TARGIT (targeted intraoperative radiotherapy).’0. 71,78

El estudio ELIOT, llevado a cabo en el Instituto Europeo de Oncologia en Milan por

el grupo de Veronesi, recluté a un total de 1305 pacientes con edades
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comprendidas entre los 48 y los 75 afios con un tamafio tumoral maximo de 2.5cm
para asociar a la cirugia conservadora del cancer de mama o bien la radioterapia

externa estandar o la RIO con electrones.

Las pacientes pertenecientes al grupo de la RIO recibieron una dosis de 21 Gy,
mientras que aquellas pertenecientes al grupo de la radioterapia externa,
recibieron 50Gy en 25 fracciones de 2Gy, seguido de una sobredosificaciéon de

10Gy en 5 fracciones.

La tasa de recidiva local fue de 4.4% para las pacientes del grupo de la RIO y de
0.4% para las pacientes del grupo de la radioterapia externa con una media de
seguimiento de 5 afios. Sin embargo, si tenemos en cuenta Unicamente un grupo de
pacientes con factores de buen prondstico, la tasa de recidiva local se situé en
torno al 2%. La supervivencia a los 5 afios fue similar en ambos grupos. El grupo
que habia recibido RIO presenté menos efectos secundarios relacionados con la

piel.

El estudio TARGIT es un estudio multicéntrico que recluté 3451 pacientes mayores
de 45 afios con tumores T1-2 menores a 3.5cm, NO-1para asociar a la cirugia
conservadora del cancer de mama o bien la radioterapia externa estandar o la RIO

con rayos X.

Las pacientes pertenecientes al grupo de la RIO recibieron una dosis de 20 Gy,
mientras que aquellas pertenecientes al grupo de la radioterapia externa,
recibieron de 40 a 56Gy en 15-25 fracciones, asociado o no a una sobredosificaciéon

de 10-16Gy en 5-8 fracciones.

La tasa de recidiva local fue de 3.3% frente a 1.3% si se habia recibido RIO o
radioterapia externa respectivamente. La supervivencia fue similar en ambos

grupos.

Posteriormente, se han desarrollado otros estudios a partir del estudio TARGIT
inicial, entre los que destacan el estudio TARGIT-US llevado a cabo en Estados
Unidos desde 2012, el estudio TARGIT-R en 2016 por el grupo de Valente et al.83

que analiza de forma retrospectiva los resultados del estudio previo, el estudio
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TARGIT-B desarrollado en Londres desde 2013 o el estudio TARGIT-C aleman
desde 2014.

En conjunto, podemos decir que estos estudios han presentado tasas de recidiva
local y de supervivencia equiparables al tratamiento con radioterapia externa en

pacientes con factores de buen prondstico.

Ademas, un reciente metaanalisis publicado por Vaydia et al.8% ha demostrado

beneficios de la RIO en términos de mortalidad asociada a la radioterapia no ligada

a cancer.

TARGIT

N¢ de pacientes 1305 3451
Edad >48-<75 245

Tamafio tumoral <2.5cm <3.5cm
RIO 21 Gy 20 Gy
Radioterapia externa 50 Gy (25 40-56Gy (15-25
fraccionesx2Gy) fracciones)
+ sobredosificacion 10 Gy  +/- sobredosificacién 10-

(5 fracciones) 16Gy (5-8 fracciones)

Tabla 10: Caracteristicas TARGIT y ELIOT. Elaboracién propia

Aunque es necesario ampliar el tiempo de seguimiento y realizar nuevos estudios
para la consolidacién de la RIO en el tratamiento del cancer de mama con factores
de buen prondstico, actualmente, se considera una opcién valida en pacientes

seleccionadas.82-95
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1.4 SISTEMA INMUNOLOGICO
1.4.1 Generalidades

Las principales funciones del sistema inmunolégico son la defensa frente a
microorganismos y la inmunovigilancia frente a la apariciéon de tumores o de

enfermedades autoinmunes o alérgicas.

Podemos clasificarlo en sistema inmune innato y adaptativo, aunque ambos
realizan sus funciones de forma integrada ya que el sistema inmune innato activa
al sistema inmune adaptativo y, a su vez, éste, utiliza los mecanismos de defensa

del sistema inmune innato para llevar a cabo su funcién.?6 97

1.4.2 Sistema inmune innato

Constituye la primera linea de defensa y posee una especificidad limitada. Los
componentes del sistema inmune innato reconocen patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs) y moléculas derivadas de células dafiadas
(DAMPs) a través de receptores de reconocimiento de patégenos (PRRs), mediante
los cuales van a activar vias de sefializacion que produciran citoquinas y
mediadores indispensables en la respuesta inflamatoria y en la induccién de la

inmunidad adaptativa.’®
Sus principales componentes son:

- Epitelios y barreras quimicas.

- Sistema del complemento: formado por proteinas inactivas circulantes en el
plasma que se encargan de la lisis de microorganismos, la opsonizacién de
patégenos, la produccion de péptidos proinflamatorios, la solubilizacién de
complejos inmunes y la activacion de linfocitos B.

- Neutrdfilos: son células de la linea mieloide que se encargan de la
fagocitosis y la lisis de microorganismos.

- Macroéfagos: son células circulantes o integradas en los tejidos que se
encargan de la fagocitosis y la lisis de microorganismos para
posteriormente convertirse en células presentadoras de antigenos. Ademas,

secretan citoquinas con efectos proinflamatorios.
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Células Natural Killer (NK): son células de la linea linfoide que se encargan
de destruir células que han sido infectadas por agentes intracelulares
mediante la secreciéon de perforinas y granzimas, o bien utilizando un
mecanismo llamado citotoxicidad dependiente de anticuerpos utilizado
para reconocer y destruir células cubiertas por anticuerpos. Ademas,
potencian la funcidn fagocitica del macrofago produciendo interferén y
(IFN-y). Las células NK tienen una importante funcién en la respuesta
inmune antitumoral.

Citoquinas o interleuquinas (IL): son proteinas secretadas por las células
del sistema inmune para estimular el crecimiento y la diferenciacién de los
linfocitos con un papel fundamental en la inflamacién. Su funcion se lleva a

cabo tanto a nivel local como sistémico.%6, 99,100

Efectos locales

- activacion del endotelio (IL 1,TNF)

- quimiotaxis (IL 8)

- produccidn de anticuerpos (L 6)

- activacdion de macrofagos (INF, IL12)
- activacion de cel NK {IL 12)

- fiebre {IL 1, IL &)

- proteinas de fase aguda (IL 6)
-shock séptico (TNF)

Figura 21: Efectos locales y sistémicos de algunas interleuquinas. Imagen

adaptada de Toche P. Visién panordmica del sistema inmune. Rev. Med. Clin Condes.

2012; 23(4): 446-57

1.4.3 Sistema inmune adaptativo

Se caracteriza por mayor especificidad, especializacion, diversidad y memoria.

Reconoce las estructuras propias no reaccionando contra ellas. Esta formado por

linfocitos, que deben su gran variedad a tres tipos de receptores: las moléculas de

histocompatibilidad (HLA), los receptores de los linfocitos T (TCR) y los receptores
de los linfocitos B (BCR).
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Podemos distinguir dos tipos de respuesta inmune:

a)

b)

Inmunidad celular: mediada por linfocitos T es el principal mecanismo de
defensa frente a antigenos intracelulares.

En un primer momento, el antigeno es expresado por una célula
presentadora de antigeno, que puede ser una célula dendritica o un
macrofago, quien se encarga de transportarlo a los ganglios linfaticos.
Posteriormente, se activa el linfocito T a través de su receptor (TCR),
diferenciandose en linfocitos efectores o de memoria.

Los linfocitos T efectores van a migrar al sitio de infecciéon o inflamacion
donde podemos diferenciar dos subpoblaciones dependiendo del tipo de
molécula por el que se haya presentado el antigeno en la superficie de la
célula presentadora de antigenos.

Si éste fue presentado por una molécula HLA de clase I, se diferencian
linfocitos T citotéxicos CD8+ que actian directamente sobre las células
infectadas o tumorales y que finalmente dardn lugar a la lisis de las células
objetivo.

Si el antigeno fue presentado al linfocito por una molécula HLA de clase ],
se diferenciaran linfocitos T colaboradores CD4+ que secretan IL para
activar a los macréfagos y provocar la diferenciacion de los linfocitos B. Los
linfocitos T colaboradores CD4+ (helper) pueden diferenciarse a su vez en
Th1l que liberan citoquinas del tipo IL2, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) , IL12 y IFNy, y en Th2 que van a liberar citoquinas tipo 1L4, IL5,
IL6 e IL13.96

Inmunidad humoral: mediada por anticuerpos secretados por linfocitos B es
el principal mecanismo de defensa frente a antigenos extracelulares.

El linfocito B se activa en el ganglio linfatico a través de su receptor (BCR) y,
posteriormente, produce anticuerpos (inicialmente de tipo IgM). Si el
linfocito es de tipo Th1 mediante la secrecién de citoquinas va a producir un
cambio en el isotipo de linfocito B quien, a su vez, secretara anticuerpos de
tipo IgG, y si el linfocito es de tipo Th2, el linfocito B secretara anticuerpos

de tipo IgE.?6 101
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La respuesta mediada por linfocitos B tiene importancia en relacion con el
cancer porque estas células pueden funcionar igualmente como células
presentadoras de antigenos.192 En estudios recientes se ha observado que
un tipo especifico de linfocitos B a los que se ha llamado reguladores
producen factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) e IL10
favoreciendo la conversion de células T colaboradoras en reguladoras
inmunosupresoras. El desarrollo de este tipo de linfocitos B reguladores

estd en relacion con la secrecién de TNF-o.103

1.5SISTEMA INMUNOLOGICO FRENTE AL CANCER
1.5.1 Generalidades

La primera relacion que fue descrita entre la interaccion del sistema inmunolégico
con el desarrollo del cancer fue hecha por el patélogo aleman Rudolf Virchow en
1863, quien objetivd la infiltracion de células del sistema inmunolégico en varios
tipos de tumores. Posteriormente, Willian B. Coley, cirujano estadounidense,
utilizé la administracién de bacterias vivas en pacientes con tumores avanzados
como medio para provocar una respuesta inmunoldgica eficaz frente al tumor,
objetivando mejoria en la supervivencia. En esta misma linea, se desarroll6 el
bacilo de Calmette Guérin, utilizado en el tratamiento del cancer de vejiga desde

1976.97

La hipotesis de que las células tumorales son capaces de provocar una respuesta
inmunolégica en el huésped se basaba principalmente en que en el proceso de
transformacién maligna de estas células se forman antigenos que van a ser
presentados en la superficie celular wunidos al complejo mayor de
histocompatibilidad induciendo una respuesta del sistema inmune adaptativo. Sin
embargo, numerosos autores confrontaban esta idea argumentando que la
repuesta inducida no era eficaz por varios motivos, entre los que destacan, que las
células tumorales no poseen las sefiales de peligro necesarias, que las células
tumorales son similares a las del tejido sano por lo que serian ignoradas o
toleradas por el sistema inmune y que una activaciéon sostenida del sistema
inmune innato provocaria una respuesta inflamatoria que promoveria el
crecimiento tumoral sin una respuesta adaptativa eficaz.104
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Ademas, el desarrollo de otras terapias con resultados mas eficaces frente al
cancer, hizo abandonar el estudio de la respuesta inmunoldgica frente al mismo
durante décadas, hasta que en la década de los noventa, un mayor conocimiento de
los mecanismos de accion utilizados por el sistema inmunolégico frente al cancer,
asi como una mayor disponibilidad de medios para la realizacion de ensayos
clinicos con estas células, provocé un auge en el interés que el papel del sistema

inmunolégico tiene en el desarrollo del tumor.

El primer logro terapéutico derivado de esta linea de investigacién se consiguid
con la aprobaciéon del anticuerpo anti-CTLA-4 (anti-Cytotoxic T-Lymphocyte
Antigen 4), ipilimumab, por la Food and Drug Administration (FDA) en 2011 para
el tratamiento de pacientes con melanoma avanzado. Este nuevo agente
terapéutico consiguid mejorar la respuesta inmune celular de los pacientes a los
que se les administré con un perfil de inmunotoxicidad mejorado respecto a la

quimioterapia o la radioterapia.®7- 105

1.5.2 Lateoriadelas tres E

Los diferentes mecanismos de accion que el sistema inmunolégico posee frente al
cancer no son del todo conocidos hoy en dia, pero podemos decir que sus acciones
pueden tener un doble papel tanto en la proteccién del huésped como en el

desarrollo del tumor.

La teoria de las tres E (Eliminacién, Equilibrio y Escape) conocida como
“Immunoediting” establece tres fases diferentes en la interaccién entre el sistema

inmunolégico y el tumor.

En un primer momento, en la fase de eliminacidn, el sistema inmunolégico es capaz
de destruir el tumor antes de que sea aparente clinicamente. Esta fase puede
desencadenarse por sefiales de peligro, DAMPs o ligandos de estrés. De esta
manera, se activarian las células dendriticas y se liberarian citoquinas
proinflamatorias para conseguir una respuesta del sistema inmune innato y un

microambiente que facilite una respuesta adaptativa especifica al tumor eficaz.
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En la fase de equilibrio, aunque el tumor sea capaz de proliferar a pesar de la
respuesta inmune, el sistema inmune adaptativo es capaz de mantener las células

tumorales en un estado de inactividad.

En la ultima fase, la de escape tumoral, el sistema inmune no es capaz de reconocer
las células tumorales y se produce el sobrecrecimiento del tumor (ediciéon del

tumor o inmunoediting).104

1.5.3 Mecanismos de escape del tumor

Para que se produzca el crecimiento del tumor, existen diferentes mecanismos de
escape. Las células tumorales, sometidas a una intensa inmunovigilancia, pueden
adquirir cambios, seleccionando las variables menos inmunogénicas, por lo que el
sistema inmune no pueda reconocerlas. Ademas, el tumor puede también generar
un estado de inmunosupresidn por la secrecion de citoquinas especificas o por la

presencia de células inmunosupresoras del microambiente tumoral.?8 106

deficiencizs en su
expresion

Figura 22: Mecanismos de escape tumoral. Imagen adaptada deOtero MJ, Sierra-
Pérez R. Inmunoterapia del cancer. Realidades y perspectivas. 1%d. Barcelona:
ElSevier; 2015
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1. Mecanismos intrinsecos de escape del tumor:

Uno de los mecanismos mas conocidos de escape del tumor es la pérdida de
expresion de antigenos HLA clase I, lo que convierte a las células tumorales en
invisibles para el sistema inmune. Esta pérdida de expresion puede ser total,
selectiva o alterando componentes relacionados con el procesamiento del

antigeno.107,108

Los tumores también pueden escapar del control del sistema inmunolégico
alterando las vias de los receptores responsables de la apoptosis de los linfocitos
efectores antitumorales como son el ligando 1 de muerte programada (PD-L1), el

ligando de la proteina Fas y galectinas.109-111

Por otro lado, los tumores pueden afectar el acceso de los linfocitos T al tumor
alterando las moléculas de adhesion necesarias como las moléculas de adhesion

intracelular (ICAM-1/2) o las moléculas de adhesién vascular 1 (VCAM-1).112,113

Otro mecanismo de escape tumoral objetivado en diferentes estudios es la
expresion de CD47 en células dendriticas y macroéfagos, lo que provoca una

inhibicion de la fagocitosis.114

Por ultimo, el tumor también puede disminuir la expresiéon de coestimuladores
afectando asi a la respuesta inmunitaria, ya que un tumor que crece en un

microambiente no inflamatorio, no conduce a una activacion inmunitaria.

2. Mecanismos extrinsecos de escape del tumor: microambiente tumoral

Otra via de escape del tumor puede ser promover un estado de inmunosupresion
en el microambiente tumoral.l%> Este mecanismo puede llevarse a cabo por la
secrecion de citoquinas inmunosupresoras como TGF-f3 o IL10 o por la presencia

de células inmunosupresoras del microambiente tumoral.

La interacciéon de las células del tumor con las células que forman parte del
microambiente tumoral juega un papel fundamental tanto en la iniciaciéon del
cancer como en la progresiéon del tumor.115 116 Entre estas células con gran
importancia para los mecanismos de escape tumoral distinguimos células del
sistema inmunitario tanto innato como adaptativo con actividad supresora y

células del estroma como los fibroblastos.
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Por otro lado, la matriz extracelular esta implicada en los procesos de desarrollo

del cancer. En el cancer de mama, un aumento en la expresién de integrinas y

metalopeptidasas en la matriz extracelular se relaciona con un peor pronéstico y

mayor recurrencia.’’

2.1 Células de origen linfoide: linfocitos T reguladores.

Uno de los principales mecanismos de escape tumoral mediado por
linfocitos T reguladores es la producciéon de TGF-3 e IL10 que van a crear un
ambiente inmunosupresor que altera la funcién de los linfocitos T
citotéxicos inhibiendo la liberacion de granulos citoliticos. Ademas,
promueven, también mediante la liberaciéon de estas citoquinas, la

inhibicion de la presentacion antigénica por las células dendriticas.104 116

2.2 Células de origen mieloide:

1)

2)

Las células mieloides forman parte del estroma tumoral y tienden a crear

un microambiente inflamatorio crénico.%7 117

Macrofagos:

Los macréfagos pueden dividirse en tipo M1 que liberan citoquinas
proinflamatorias como TNF-a que van a favorecer una respuesta citotéxica
antitumoral eficaz o tipo M2 que liberan citoquinas tipo IL4 que favorecen
la progresion del tumor.118

El cambio de un tipo de macro6fago a otro esta en relacién con el menor
nivel de oxigeno observado en los tumores y mediado por quimioquinas
como la endotelina-2 o factores de crecimiento como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que atraen a los macroéfagos.

Estos macrofagos asociados a tumores (TAM) estan estrechamente
relacionados con la progresion del tumor mediante la liberacion de

citoquinas, como IL4, IL10, TGF -8, o factores de crecimiento.119.120

Células mieloides supresoras:

Las células mieloides supresoras asociadas a los tumores son células
mieloides con un fenotipo mas inmaduro que generan la supresién de la
respuesta inmunitaria promoviendo la vascularizacion tumoral vy
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bloqueando la funcion de las células dendriticas como células
presentadoras de antigenos, la activacidn de los linfocitos T, la polarizaciéon

de los macroéfagos de tipo M1 o la actividad citotoxica de las células NK.121

Células dendriticas:

Las células dendriticas presentes en el microambiente tumoral pueden ser
células dendriticas funcionalmente dafiadas por el tumor en su proceso de
diferenciacién que les impide desarrollar una respuesta inmune adaptativa

eficaz al perder su capacidad de presentacion antigénica.122

2.3 Fibroblastos asociados al cancer (CAFs):

Los CAFs son fibroblastos con caracteristicas diferentes a los del tejido
sano. Son los principales productores de la matriz extracelular, por lo que
controlan el trafico de células T desde el margen invasivo del tumor hacia el
estroma. Se activan mediante factores como TGF-f y favorecen la
produccion de diferentes factores de crecimiento.123

Se ha objetivado que en ratones sin este tipo de fibroblastos se produce una
regresion del tumor mediante un mecanismo dependiente de la inmunidad

del huésped, liderado principalmente por IFN-y y TNF-a.124
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Figura 23: Infiltrado celular en el microambiente tumoral. Imagen adaptada de
Kerkar SP, Restifo NP. Cellular constituents of immune escape within the
tumor microenvironment. Cancer Res. 2012;72(13):3125-30

1.5.4 Invasién y Metastasis

Si el tumor consigue evadir al sistema inmunitario y pasar a la etapa de escape, las

células tumorales pueden entrar en la circulaciéon sanguinea o linfatica y pasar a

invadir otros 6rganos.

El primer paso para la invasiéon se conoce como transicidn epitelio-mensenquimal

(EMT). Las células tumorales pierden los marcadores de origen epitelial (E-

cadherina) y adquieren los de origen mesenquimal (N- cadherina).

Mediante estos marcadores, las células poseen mayor motilidad y capacidad

migratoria mediante la liberacién al medio de enzimas que degradan la matriz
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extracelular. Las moléculas descritas relacionadas con este proceso son TGF-f,

TNF- o, IL6, IL1 e IL8.125

1.5.5 Inflamaciony cancer

La inflamacién estd en clara relacién con la carcinogénesis, quedando establecido
que la inflamacidn crénica en un tumor va a favorecer el crecimiento de las células
neoplasicas. Uno de los ejemplos mas claros es el desarrollo de hepatocarcinoma a
través de un proceso inflamatorio mediado por IL6en los pacientes con cirrosis

hepatica.?7.126

Aunque una respuesta inflamatoria aguda entendida como una respuesta del
sistema inmune innato es necesaria para el desarrollo de una respuesta inmune
adaptativa eficaz, la inflamacién crénica se relaciona con la iniciaciéon del cancer
generando estrés, con su desarrollo por promover la proliferacién celular y su

progresion al producir angiogénesis e invasidn tisular.

Sin embargo, actualmente se entiende que la inflamacion y la respuesta inmune
son procesos conectados. Un ejemplo de ello son los numerosos estudios que
relacionan las moléculas inflamatorias interleuquina 1 beta (IL13) y TNF-a con la
induccion de la respuesta inmunitaria en diferentes momentos del desarrollo del

tumor.lo‘l-, 127-134

Ademas, con el nuevo conocimiento sobre la respuesta del sistema inmunitario
sobre el desarrollo del cancer, se considera de vital importancia, en estos
momentos, en el inicio y posterior desarrollo de los tumores, las células que
forman parte del microambiente tumoral, en relacién directa con los procesos

inflamatorios.

Una caracteristica principal implicada en el desarrollo del tumor es que en estos
tejidos evidenciamos un bajo nivel de oxigeno o hipoxia lo que conlleva la
secrecién de citoquinas y quimioquinas que en primer lugar favorecen el

reclutamiento del sistema inmunolégico.

Las células del sistema inmunitario del estroma del tumor, asi mismo, liberan
citoquinas y factores como TGF-B que, por su parte, favorece un ambiente

inmunosupresor y angiogénesis.135 136

51



Introduccion

Las citoquinas inflamatorias como IL6, IL1B o IL22 activan el factor de
transcripcion transductor de sefiales y activador de transcripcion 3 (STAT3) y
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
(NFkB) en las células tumorales lo que conlleva inhibicién de la apoptosis de las
mismas mediada por TNF-a.137 La IL1[, que es secretada por las células tumorales,

también puede producir angiogénesis.

Por otro lado, la expresién de quimioquinas como CXCL9 y CXCL 10, ligandos de
CXCR3, se relaciona con mayor infiltracion de linfocitos T CD8+ del tumor (TILs)

que mejora el prondstico en pacientes con cancer como el de mama.105 138

Por lo tanto, la relacidn entre inflamacién y respuesta inmunitaria frente al cancer
es compleja, observandose en diferentes moléculas funciones antitumorales y

carcinogénicas dependiendo de la fase de desarrollo del tumor.

1.6 EL MICROAMBIENTE TUMORAL DESPUES DE LA RADIOTERAPIA
1.6.1 Generalidades

La radioterapia constituye hoy en dia una de las bases del tratamiento a nivel local
de cerca del 50% de los tumores, con altas tasas de eficacia. El deseo de mejorar los
resultados de respuesta de los tumores frente a la radiacion, nos ha hecho estudiar
con mayor profundidad los mecanismos que estan implicados en el dafio
relacionado con la radiacion y la reparaciéon tanto de células neoplasicas como de

células sanas alrededor del tumor.

Historicamente, la investigacion en torno a la radioterapia se basaba tinicamente
en el dano que ésta ejercia de forma directa sobre el DNA de la célula tumoral. La
radioterapia era considerada un tratamiento inmunosupresor, como podemos
constatar por su uso en la preparacion para trasplantes alogénicos con la

irradiacién completa del cuerpo.

Sin embargo, la investigaciéon actual ha evidenciado que la radioterapia puede
inducir respuestas antitumorales sistémicas mediadas por el sistema
inmunolégico. Un concepto clave para el entendimiento de estos mecanismos es el

hecho de que la radioterapia también influye en el microambiente tumoral, las
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células que forman parte del estroma tumoral con las que el tumor posee

complejas interacciones bioldgicas.139 140

1.6.2 Las 6 Rs de la radiobiologia

La radiobiologia va a estudiar los efectos que la radioterapia tiene en los

mecanismos bioldgicos del tejido irradiado.

En el modelo clasico de la radiobiologia se establece que los efectos citotoxicos que
la radiacion produce en las células tumorales se basan en el dafio sobre el DNA,
bien sea por accion directa o indirecta por radicales libres, que pueden llevar a una
aberracidon cromosdmica que produzca finalmente alguna forma de muerte celular
como necrosis o apoptosis. Los factores que pueden influir en esta respuesta a la

radioterapia se han conocido como las 4 Rs de la radiobiologia:

- Reparacién: hace referencia a la capacidad para reparar el dafio ejercido
sobre el DNA de la célula tumoral.

- Redistribucién: la radiosensibilidad que la célula tumoral tiene a la
radioterapia depende de la fase del ciclo en la que se encuentra. De esta
manera, las células en fase de mitosis responden mejor al tratamiento.

- Repoblacién: hace referencia a la repoblacion a partir de las células
tumorales supervivientes.

- Reoxigenacion: las areas bien oxigenadas del tumor poseen mayor
sensibilidad a la radiacion.

La quinta R haria referencia a la radiosensibilidad que varia por caracteristicas
intrinsecas del tumor o el individuo y que se veria alterada por la manipulacién de

los factores mencionados anteriormente.

En el contexto del microambiente tumoral y la respuesta inmunoldgica
antitumoral, el modelo de la radiobiologia clasico muestra una vision limitada. De
esta manera, algunos autores han propuesto la inclusién de una sexta R que hace

referencia a la reactivacion del sistema inmune en respuesta a la radioterapia.l41.

142
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1.6.3 Efectos de la radioterapia en el microambiente tumoral
1.6.3.1 Efectos en la respuesta inmunolégica

El dafio producido en el DNA de las células tumorales por la radioterapia va a
activar, como hemos visto, mecanismos de reparacién que pueden ser reconocidos
por el sistema inmunolégico innato como DAMPs a través de sus PRRs. Una de las
moléculas relacionadas con el dafio al DNA de las células tumorales es una quinasa
conocida como ATM que podria ser el desencadenante para dicha activacion. Este
mecanismo activaria la funciéon del sistema inmunolégico innato que podria

determinar una respuesta inmune adaptativa posterior y muerte celular.141

La muerte celular inmunogénica es un tipo peculiar de apoptosis que implica el
reclutamiento del sistema inmune del huésped como contribuidor a la respuesta a

la radioterapia, resultando en memoria inmune y efectos sistémicos ventajosos.

Al contrario de la forma convencional de apoptosis de las células, en este caso, las
células cancerosas expuestas a radioterapia mueren mientras emiten sefiales que
estimulan a las células presentadoras de antigenos y la diferenciacion para llevar a

cabo la respuesta inmune adaptativa.

Esta muerte celular inmunogénica obligatoriamente implica:

- La exposicion en la superficie celular de la calreticulina.

- La secrecion de trifosfato de adenosian (ATP).

- La secrecion de proteina 1 del grupo de alta movilidad (HMGB1).

La muerte celular inmunogénica intensifica la activaciéon y procesamiento por
parte de las células dendriticas de antigenos derivados del tumor, la secrecién de
IL1B y TNF-a que promueven mas eventos proinflamatorios, la disminucién de la
IL10 con efectos inmunosupresores y la secrecién de quimiocinas como CXCL10
que van a comportar el reclutamiento de linfocitos T citotéxicos en el

microambiente tumoral.140-143

Otros mecanismos desencadenados por la radioterapia en la respuesta

inmunolégica son la modulacion de la expresion de moléculas de HLA case [ para el
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reconocimiento de las células tumorales por parte de los linfocitos T citotéxicos o

la expresion de moléculas coestimuladoras de los mismos.141, 142

Por lo tanto, gracias a la radioterapia podemos decir que el tumor irradiado se
convierte en una vacuna in situ por mejorar la capacidad de reconocimiento del
sistema inmunoldgico de las células tumorales y desarrollar una respuesta

inmunolégica tanto innata como adaptativa eficaz.139 141,142

Ademas, los efectos de la radioterapia en el sistema inmunolégico tienen efectos en
las células proximas a las células irradiadas, lo que se conoce como efecto de
vecindad (bystander), y en las células distantes al tumor, conocido como efecto de

vecindad de largo alcance (abscopal), demostrando efectos sistémicos.144

Cuando se produce la muerte celular inmunogénica, activada como una respuesta
al dafio en el DNA de la célula tumoral, ésta muere secretando factores citotdxicos
como las especies reactantes de oxigeno que pueden promover también la muerte
de las células vecinas, no irradiadas o radiorresistentes (efecto de vecindad).
Ademas, como hemos visto, activan el sistema inmunolégico emitiendo sefales
para activar a los linfocitos T citotoxicos. Los efectos de esta activacion se han
documentado a distancia (efecto de vecindad de largo alcance), en células no
incluidas en los campos de radioterapia, con la regresion de metastasis en modelos
de ratones pero también en humanos como destaca un caso publicado de un
paciente con melanoma metastasico tratado con radioterapia local e ipilimumab,
anticuerpo que bloquea CTLA4, inhibidor de la activacion de linfocitos T
citotoxicos, observandose un verdadero efecto de vecindad de largo alcance con la

regresion de las metatasis.142 144-148
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Figura 24: Efecto de vecindad (bystander) y efecto de vecindad de largo alcance
(abscopal). Imagen adaptada deGalluzzi L, Kepp O, Kroemer G. Inmunogenic cell
death in radiation therapy. Oncoimmunology. 2013;2(10):e26536.

Por otro lado, se ha visto que la radioterapia también promueve efectos
inmunosupresores como la activacion de linfocitos T reguladores, la infiltracion del

tumor por células mieloides supresoras o la maduracién de macréfagos M2.140, 149-

152

Sin embargo, en estudios recientes se ha objetivado una remisién de la funcién de
estas células mediado por un mecanismo de infiltracién de linfocitos T citotdxicos

en respuesta a la radioterapia.1s3

La irradiacion del tumor puede provocar un aumento de la infiltraciéon del tumor
de linfocitos T citotéxicos, convirtiendo un tumor con pobre respuesta
inmunogénica (cold tumor o tumor frio) en uno con una respuesta adaptativa

eficaz frente al tumor (hot tumor o tumor caliente). Una unica dosis de
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radioterapia de 20 Gy producia una regresion del tumor y un aumento en su
infiltraciéon por linfocitos T citotdxicos en ratones, mientras que en ratones con
deficiencia en la produccién de linfocitos T, los tumores se hacian radiorresistentes

y crecian progresivamente.143 154

Este nuevo concepto que ha supuesto la  investigacién de los efectos
proinmunogénicos de la radioterapia, nos ha llevado a diferenciar dos tipos
diferentes de tumores, basado en la rica o pobre infiltracion de linfocitos T.
Lamentablemente, la mayoria de los tumores al diagnodstico se presentan como

tumores frios con escasa infiltracion de linfocitos T.

La falta de infiltracion de células T puede ser debida a la ausencia de células
dendriticas o a la presencia de células dendriticas no activadas. En esta situacion,
las células T antitumorales no se generan. En otras situaciones las células T
antitumorales que son generadas espontaneamente o por otros tratamientos como
la inmunoterapia son excluidas por la barrera vascular la cual es inducida por
macréfagos asociados al tumor tipo M2. La radiacién puede promover la
activacion de las células dendriticas y su migraciéon a los nédulos linfaticos de
drenaje del tumor donde activan los linfocitos T especificos. Estos linfocitos T
pueden entonces migrar al tumor, realizar su funcién citotoxica y secretar
citoquinas que van a activar células dendriticas y promover la diferenciacién de los
macrofagos en antitumorales o de tipo M1. Se ha visto que con bajas dosis de
radiacion se puede promover esta diferenciacion de los macrofagos hacia fenotipo

antitumoral, permitiendo a las células T que ya existian, infiltrar el tumor.

Por lo tanto, la radioterapia presenta un nuevo papel convirtiendo tumores no
respondedores a la respuesta inmunolégica en otros que si lo hacen. Ademas, la
radioterapia es parte del tratamiento estandar de muchos tipos de tumores, lo que

la hace una herramienta muy util.

Sin embargo, se ha visto que la radioterapia en ocasiones no es suficiente de
manera aislada para desarrollar esta infiltracion de linfocitos T citotéxicos en el
tumor debido a barreras inmunosupresoras expresadas por el propio tumor como

TGF-B. Estas barreras pueden ser compensadas asociando la radioterapia a
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tratamientos de inmunoterapia desarrollados a partir del conocimiento de los

mecanismos de accion de la respuesta inmunolégica.139 140

1.6.3.2 Efectos en el estroma: fibrosis

La fibrosis consiste en la formacién en exceso de tejido conectivo caracterizada por
la producciéon aumentada de proteinas de la matriz extracelular y la acumulacién
de fibroblastos activados durante el proceso de cicatrizacién.!>5 156 Los CAFs
conforman el grupo mayoritario de células que forman parte del estroma en la

mayoria de los tumores.140

Aunque la fibrosis puede detectarse afios después de la exposicion a la radiacion, el
TGF-B es el componente regulador principal de la fibrosis desde sus fases
iniciales,155 157-159 habiéndose demostrado su relacion con la fibrosis inducida

después de la radiacion en pacientes.155 160

Li et al.161 objetivaron en su estudio que los niveles de TGF-f en suero eran
significativamente mayores en aquellas pacientes que posteriormente
desarrollaron fibrosis moderada o severa, estableciendo que valores superiores a
96 pg/ml en suero después de la cirugia y previo a la radioterapia tenian una
sensibilidad del 76% y una especificidad del 74% para el desarrollo de esta
complicacién. Ademas, concluyen que debido a que las pacientes a estudio
presentan estadios iniciales de cancer de mama con tamafios tumorales pequefios,
los niveles alterados de TGF-f encontrados pueden ser atribuidos a una
variabilidad genética propia del individuo sin verse afectado por las propias
células tumorales. Por su parte, Boothe et al.162 demostraron que los valores de
TGF-B en suero sirven como marcador temprano para predecir la fibrosis tanto
después de la cirugia y previo al tratamiento con radioterapia, como
posteriormente a la misma. Asi mismo, los autores concluyen que los valores

encontrados no se vieron alterados por la aplicacion de la radioterapia.

Por lo tanto, TGF- constituye una citoquina involucrada en diferentes procesos
como la fibrosis relacionada con la radiacién, aumentando la produccién de
proteinas de la matriz extracelular y la acumulacién de fibroblastos

diferenciados.155 156
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1.7 LA RIO EN EL ESTUDIO DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

1.7.1 Generalidades

La RIO asociada a la cirugia conservadora ha supuesto un avance en el tratamiento
del cancer de mama, con resultados publicados equivalentes al tratamiento
radioterapico convencional en términos de supervivencia y toxicidad de los tejidos
sanos, afiadiendo el beneficio de la mejora en la calidad de vida de las pacientes

por la menor duracion del tratamiento.?2

La recurrencia local en el cancer de mama es la causa principal de muerte en
relacién con el cancer en estas pacientes. Los restos de células tumorales que
quedan después de la cirugia se encuentran principalmente en el lecho quirtrgico,
estableciéndose un limite que habitualmente llega hasta 1cm de distancia desde el
borde de reseccidn. La recurrencia local ocurre con mas frecuencia en el area que

rodea al tumor primario y existe mas riesgo con cirugias mas conservadoras.88 163

Todo ello, hace pensar que la cirugia representa un factor favorecedor del
desarrollo de metastasis por si misma en humanos, como ya se ha demostrado en
modelos animales. Estudios in vitro han objetivado que la cirugia modifica el
microambiente local pudiendo alterar la cinética de crecimiento de las células
tumorales, principalmente por el proceso de cicatrizacién iniciado posteriormente
al procedimiento quirdrgico a través de las citoquinas. Todo ello estaria en
consonancia con la hipdétesis de Sir Stepehn Paget descrita en 1889 sobre las
células tumorales y el microambiente (“seed and soil”) como elementos que

interactian en el desarrollo de los tumores.88-90,164-166

Sin embargo, se han realizado estudios que sostienen que la radioterapia puede
afectar tanto a la supervivencia de las células cancerigenas como al microambiente
local alterando la cinética de crecimiento de dichas células, contrarrestando el

efecto de la cirugia.”3

La RIO constituye la primera técnica que permite radiar el lecho tumoral en el
mismo momento que la cirugia exerética del cadncer de mama y ofrece la
posibilidad de estudiar el efecto de la radioterapia en el microambiente tumoral en

humanos in vivo.88
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1.7.2 Efectos de la RIO en el microambiente tumoral
1.7.2.1 Efectos en la respuesta inmunolégica

Numerosos estudios se estan llevando a cabo para identificar los efectos biolégicos
de la RIO, ya que los conocimientos que tenemos de los efectos y mecanismos de
accion de esta terapia en las células tumorales y el microambiente tumoral es

todavia limitado.

La cirugia promueve un estado de inflamacién en el proceso de cicatrizaciéon que se
relaciona con la promocién del tumor. El débito del drenaje quirtrgico tras la
cirugia conservadora del cancer de mama es rico en citoquinas, quimiocinas y
metaloproteinasas de la matriz extracelular. Su composicion, asociado a células del
microambiente tumoral como los macréfagos asociados a tumores y los factores
que estas células secretan, como IL1 o TNF-a, promueven el crecimiento del
tumor, asi como la transicion epitelio-mesenquimal de las células tumorales como

primer paso para la invasién a otros 6rganos.8%-%4

Krall et al.l67 objetivaron que un tratamiento antiinflamatorio perioperatorio
reducia el crecimiento del tumor y la aparicion de metastasis en cancer de mama.
Por su parte, Dong et al.168 demostrd la conexion entre la actividad inflamatoria y
la transicién epitelio-mesenquimal, al observar que TNF-a induce esta
transformacién en células de cancer de mama. Ademds, Santiesteban et al.
observaron como los linfocitos T CD8+ activados en la respuesta inflamatoria en
cancer de mama en ratones podian inducir esta transformacién y que, después de
su activacién, adquirian un fenotipo de células madre descrito por Al-Hajj et al.16% y
caracterizado por presentar CD44+/CD24low, que era mas agresivo y promovia el

crecimiento del tumor.170

Segatto et al.17! objetivaron que los fluidos de la herida quirdrgica de las pacientes
intervenidas de cancer de mama estimulaban con mayor intensidad el desarrollo
de las células tumorales del cancer de mama que el factor de crecimiento
epidérmico, utilizado habitualmente como estdndar. Ademads, este efecto se
realizaba induciendo la sefial de STAT3, ya que el efecto disminuia en presencia de

inhibidores del mismo, que se relaciona con la promocién del tumor.
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El microambiente tumoral después de la cirugia conservadora de cancer de mama
es, por tanto, desfavorable para la respuesta inmune antitumoral, lo que parece

que puede revertirse con la RIO.

La RIO podria mejorar los efectos biolégicos de la radioterapia estandar por no
existir intervalo libre de administracién para la reparacién de las células tumorales
y su proliferacion, como ya se ha demostrado en modelos animales, sugiriendo que
la administracion de radioterapia inmediatamente después de la cirugia, como es
el caso de la RIO, podria representar una medida mas efectiva para reducir la
recurrencia local. Estos hallazgos estan en consonancia con las bajas tasas de
recurrencia publicadas tras esta terapia, bien sea administrada como modalidad de

radiacion unica o como boost.88 92,172-174

El estudio publicado por el grupo de Belletti et al.88 compar6 el valor obtenido de
diferentes proteinas involucradas en la respuesta del microambiente tumoral
después de la aplicacion de la RIO utilizando 3 mezclas de muestras diferente. Por
un lado, una mezcla de suero preoperatorio tanto de las pacientes que habian
recibido RIO como de las que no lo habian hecho, por otro lado, débito de drenaje
quirurgico a las 24 horas desde la cirugia de pacientes que habian recibido la RIO

y, por ultimo, de aquellas que no la habian recibido.

Las células de cancer de mama que se habian aislado de los fluidos de los drenajes
en las pacientes a las que después de la cirugia se les habia administrado RIO a una
dosis de 20 Gy, presentaban menor migraciéon, capacidad de invasién y
proliferacién en comparacién con las células reclutadas de drenajes de pacientes a

las que se les habia operado pero no administrado RI0.88 91

Asi mismo, el andlisis de las proteinas secretadas en estos débitos de drenaje
mostraron una disminucién en citoquinas como IL6 involucradas en el
crecimiento tumoral y en la motilidad en los casos en que se habia administrado

RIO.88
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Decreased by TARGIT Increased by TARGIT

Angiogenin AgRP
Flt-3 ligand EGFR
IL-10 FAS/TNFRSFG
IL-6 FGF-4
IL-7 G-C5F
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RANTES IL-5
PDGF-BB Mip-1d
GRO

HGF

IL-8

Mip-1a

sTNFR-1I

sTMNFR-1

uPAR

VEGF-R3

Tie-1

Tie-2

Figura 25: Proteinas del fluido de la herida quirdrgica alteradas por la RIO.
Imagen adaptada deBelletti B, Vaidya ], D'Andrea S, Entschladen F, Roncandin M,
Lovat F, et al. Targeted intraoperative radiotherapy impairs the stimulation of breast
cdncer cell proliferation and invasion caused by surgical wounding. Clin Cancer Res.
2008; 14(5):1325-32

Por otra parte, Zaleska et al.?0 demostraron que la RIO en cancer de mama podia
contrarrestar el efecto de la cirugia en la expresiéon de algunos microRNAs

relacionados con el desarrollo del tumor via IL6-STATS3.

La radioterapia no solamente afecta a las células irradiadas, sino que también
afecta a las células vecinas, fendmeno conocido como efecto de vecindad,
provocando en estas células dano en el DNA y muerte celular. Este efecto se
produce a través de las uniones en hendidura (gap) entre las células y por
mecanismos mediados por sefiales del sistema inmunoldgico, principalmente

citoquinas y quimiocinas.?2-%4

Este efecto se ha objetivado con dosis de radiacion de hasta 10 Gy, lo que sugirié
que también podria producirse con la administraciéon de la RIO.17> Hu et al.176
mostraron que la irradiacion con bajas dosis de fibroblastos de la piel provocaba

dafio en el DNA en las células no irradiadas mediado por un efecto de vecindad.

62



Cristina Vallejo Bernad

Por otra parte, este efecto de vecindad, ademas de manifestarse por un dafio
directo en el DNA, puede producir factores secretados por las células que causen
ese dano de una manera indirecta. Chen et al.l77 objetivaron este efecto de
vecindad mediado por factores secretados que causaban un aumento de especies

reactantes de oxigeno en las células no irradiadas vecinas.

Estudios posteriores han objetivado este mismo efecto con la RIO, mediado de una
forma indirecta por las citoquinas presentes en los débitos de drenajes quirargicos
que difieren significativamente entre pacientes a las que solo se les ha realizado
cirugia conservadora del cancer de mama y aquellas a las que se les ha asociado

RIO.%3

Piotrowski et al.?2 han publicado recientemente sus resultados. Este grupo incubd
dos lineas celulares de cancer de mama diferentes (MCF-7 y MDA-MB-468) con
fluido de drenaje del lecho quirurgico de pacientes a las que se les habia realizado
cirugia conservadora de cancer de mama solamente o asociada a RIO, asi como con
un medio acondicionado de células irradiadas solo o asociado a fluido del drenaje
de las pacientes a las que solo se les habia realizado cirugia. En estos cuatro medios
estudiaron el dafio producido en el DNA y observaron que éste era mediado por un

efecto de vecindad que se objetivaba tras la administracion de la RIO.

Ademas, Kulcenty et al.?3 mostraron que el efecto que la cirugia tiene en la
adquisicion de un fenotipo mas agresivo en las células tumorales del cancer de
mama relacionado con la transicién epitelio-mesenquimal, se revierte tras la
administraciéon de la RIO mediado por el efecto de vecindad a través de las
citoquinas. En esta linea de investigacién, en un estudio posterior publicado por el
mismo grupo confirman estos hallazgos mediante un andlisis completo del
transcriptoma celular.?#Asi mismo, Zaleska et al.?0 demostraron que el fluido
postoperatorio de las pacientes tratadas con RIO presentaba una disminucién en

las células CD44+/CD24'°w, mas agresivas.

Sin embargo, aunque los cambios objetivados tras la RIO en el cancer de mama
parecen inhibir el crecimiento tumoral, algunos autores indican que los
mediadores del efecto de vecindad también podrian conllevar el desarrollo del

tumor.?0 Tsai et al.178 objetivaron que fibroblastos irradiados en el ciAncer de mama
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secretaban metaloproteinasas que degradaban la matriz extracelular y promovian

la invasion.

Por otro lado, estos efectos descritos no parecen verse influidos por el tipo de
energia utilizado durante la administracion de la RIO, ya que el grupo de Belletti et
al.88 utilizo fotones como fuente de energia y el grupo de Kulcenty et al.%3,

electrones, con resultados equiparables.

1.7.2.2 Efectos en el estroma: fibrosis

La RIO, al igual que la radioterapia estandar, puede promover la aparicién de
fibrosis posteriormente en las pacientes a las que se les somete a esta técnica.
Veronesi et al.l’? encontraron que un 6% de sus pacientes presentaron
complicaciones tras la aplicacién de la RIO, de las cuales, las mas frecuentes fueron

la fibrosis y la necrosis grasa.

Sin embargo, en un estudio desarrollado por Key et al.180 se objetivé que después
de la RIO solamente presento fibrosis grado II o superior un 2.4%, mientras que si
se asociaba con radioterapia externa, esta cifra se elevaba al 43.3%. Segun la
bibliografia publicada, las complicaciones mas severas se han asociado a dosis
superiores de 24 Gy, situandose en torno a una incidencia del 30%, que desciende

al 25% con dosis de 20-21Gy.?> 179,181-183

En los dltimos afios asistimos a un desarrollo en las técnicas utilizadas en el
tratamiento del cancer de mama, apareciendo nuevas terapias como la RIO
asociada a la cirugia conservadora.8% 184 La mayoria de los estudios coinciden en
que la complicacion mas frecuente tras este tratamiento es la fibrosis, por lo que se

hace mandatorio identificar marcadores que nos ayuden a predecirla.l 95185

Estudios previos han relacionado el TGF-f3 con el desarrollo de fibrosis tras el
tratamiento del cancer de mama, por lo que podria servir como un marcador

temprano de desarrollo de estas complicaciones.155 162,186

Algunos autores han investigado la alteracién de los valores de TGF-§ tras la
radioterapia encontrados en el débito del drenaje. Scherer et al.18¢ recogieron los
débitos de drenaje durante 24 horas de pacientes a las que les habian aplicado RIO

0 no respectivamente, y objetivaron que la RIO no tenia un efecto significativo en
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los niveles de TGF-f3 en el drenaje. Sin embargo, los valores que encontraron eran
superiores a aquellos que se relacionan con fibrosis y demostraron asi mismo que

el TGF-f3 hallado era activo en el débito de drenaje.

Se hace por tanto necesario conocer el efecto que la aplicaciéon de la RIO tiene
sobre este factor determinante, ya que la inhibicién de la actividad del mismo en

pacientes seleccionadas con valores elevados podria reducir el riesgo de fibrosis.

Por lo tanto, estas pacientes podrian ser elegidas para tratamientos que pretendan
contrarrestar el efecto profibrético que tiene esta citoquina para evitar los efectos
adversos sin comprometer el control tumoral. Numerosas estrategias se
encuentran en estudio, utilizdndose principalmente las siguientes:
oligonucle6tidos antisentido (ASOs) que reducen la expresion de TGF-(,
anticuerpos neutralizantes que impiden la interaccién con el receptor ligando de
TGF-f, proteinas recombinantes quiméricas para secuestrar la TGF-f3 y moléculas

inhibidoras de los receptores quinasa de TGF-[3.186-188
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2. OBJETIVOS
2.1JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La cirugia conservadora asociada a radioterapia constituye el tratamiento de

eleccion en las pacientes con cdncer de mama.

La radioterapia externa es el tratamiento estdndar, siendo un componente
fundamental en el tratamiento del cancer de mama que afecta tanto al control local

como a la supervivencia.l

A pesar de la mejora que han supuesto, principalmente, el avance en las técnicas de
radioterapia, asi como el conocimiento de la radiobiologia tumoral, que nos ha
permitido implantar técnicas de irradiacion parcial acelerada como la RIO, el
efecto que tanto la cirugia como la radioterapia tienen en el microambiente

tumoral continda siendo hoy en dia objeto de estudio.88

La RIO, administrada en el mismo acto operatorio en el lecho quirtrgico, lugar
donde ocurre la mayoria de la recurrencias, podria, ademas de esterilizar el lecho
tumoral de células cancerigenas, tener un efecto compensador del factor
favorecedor para el desarrollo del tumor que constituye la propia cirugia, a través
de la alteracion del microambiente tumoral y la induccién de mecanismos de

respuesta del sistema inmunologico.”3 89, 90,92, 140, 141, 163-165

La RIO es la primera técnica de radioterapia que nos permite estudiar el efecto de
la misma en el microambiente tumoral en el momento de la cirugia en humanos in

vivo.88

El conocimiento de los efectos que los nuevos tratamientos ocasionan en la cinética
de crecimiento de las células tumorales abriria una nueva etapa en el desarrollo de
tratamientos perioperatorios dirigidos a dianas concretas que compensen las
consecuencias dafiinas de la cirugia y nos ayuden a comprender los mecanismos de

desarrollo del tumor.
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2.2 HIPOTESIS DE TRABAJO

La RIO tras cirugia conservadora de cancer de mama podria, ademas de esterilizar
de células cancerigenas el lecho tumoral, alterar el microambiente del mismo,
compensando el efecto de la agresion quirdrgica y favoreciendo los mecanismos de

respuesta frente al tumor a traveés del sistema inmunolégico.

2.3 0BJETIVO DEL ESTUDIO

2.3.1 Objetivo principal

Determinar la expresion en suero y drenaje quirurgico de proteinas
involucradas en la cinética de crecimiento de las células tumorales de
cancer de mama (IL1[, IL6, IL8, CXCL10, TGF-B, TNF- a)en pacientes a las
que se les ha realizado cirugia conservadora asociada a RIO en comparacion
con aquellas que recibiran radioterapia externa segun terapia convencional

en lugar de RIO.

2.3.1 Objetivo secundario

Valorar si valores elevados de TGF-3 en suero y drenaje quirdrgico después
de la cirugia conservadora asociada a RIO en pacientes con cancer de mama

podria servir como marcador temprano del desarrollo de fibrosis.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Con el objetivo de resolver los interrogantes planteados en la hipétesis, se plante6
la realizacion de un estudio prospectivo multicéntrico dividido en dos grupos
comparativos con casos consecutivos de las pacientes a las que se les ha sometido

a una cirugia conservadora por cancer de mama asociada o no a RIO.

Para evaluar la relaciéon de la RIO con los valores de las proteinas IL1p, IL6, IL8,
CXCL10, TGF-B y TNF- a objetivados en las muestras de drenaje quirdrgico y suero
de las pacientes se han recogido en todos los casos muestras de suero
preoperatorio y a las 24 horas desde la cirugia y muestras de drenaje quirurgico a

las 6 y 24 horas desde la cirugia.

El estudio ha estado centralizado en el laboratorio del Servicio de Bioquimica
Clinica del Hospital Universitario Miguel Servet con las muestras recogidas por el
Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo en el Hospital Universitario

Miguel Servet, Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa y Hospital de Barbastro.

3.2MUESTRA

3.2.1 Poblacion objeto de estudio

Se consideré poblacién diana o de referencia a la constituida por aquellas pacientes
remitidas a la Unidad de Mama del Servicio de Cirugia General y del Aparato
Digestivo del Hospital Universitario Miguel Servet, Hospital Clinico Universitario

Lozano Blesa y Hospital de Barbastro por cancer de mama.

La poblacién accesible se conformé con todas aquellas pacientes del area de salud

de dichos hospitales y que poseen cobertura de la Seguridad Social.
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3.2.2 C(riterios de inclusion

3.2.2.1 Grupo de casos

Los criterios de inclusion en el grupo correspondiente a las pacientes a las que se
les ha administrado la RIO asociada a la cirugia conservadora por cancer de mama,
grupo de casos, responden a los criterios de seleccion de la RIO en la Unidad de
Mama del Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo del Hospital

Universitario Miguel Servet.

RIO CRITERIOS DE SELECCION HOSPITAL MIGUEL SERVET

Edad > 50 afos
Etapa del climaterio Postmenopausia
Estudio genético BRCA 1 y BRCA 2 negativo
Tamafio tumoral <3cm (T1,T2)
Estudio de extension Sin afectacién ganglionar o distante
Estudio de margenes intraoperatorios Negativos (= 2mm)
de la pieza
Pruebas de imagen Unicéntrico y unifocal
Invasién linfovascular Negativa
Receptores hormonales Positivos
Tipo anatomopatolégico Ductal, mucinoso, tubular, coloide
Carcinoma intraductal extenso Ausente

Tabla 11: Criterios de seleccion RIO. Elaboracién propia

3.2.2.2 Grupo de controles

El grupo de controles son las pacientes con cancer de mama a las que se les ha
realizado cirugia conservadora sin aplicacion de la RIO con los mismos criterios de
inclusién que el grupo de casos en la Unidad de Mama del Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Miguel Servet, Hospital

Clinico Universitario Lozano Blesa y Hospital de Barbastro.
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Las pacientes incluidas en el grupo de controles pertenecientes a la Unidad de
Mama del Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo del Hospital
Universitario Miguel Servet no recibieron RIO por presentar una mama pequeiia

para la aplicacion de la técnica.

Por su parte, las pacientes incluidas en el grupo de controles pertenecientes a las
Unidades de Mama de los Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo del
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa y del Hospital de Barbastro no

recibieron RIO por no disponer de dicha técnica en los mencionados centros.

3.2.3 C(riterios de exclusion

Los criterios de exclusion para la RIO son los siguientes:

RIO CRITERIOS DE EXCLUSION HOSPITAL MIGUEL SERVET

Embarazo
Antecedentes Radioterapia o neoadyuvancia
Etapa del climaterio Premenopausia
Estudio genético BRCA positivo
Tamafio tumoral > 3cm (T3, T4)
Estudio de extension Ganglios positivos
Pruebas de imagen Multifocal o multicéntrico
Invasion linfovascular Positiva
Tipo anatomopatolégico C. Lobulillar infiltrante
Receptores hormonales negativos,
Estudio inmunohistoquimico
HERZpositivo
Carcinoma intraductal extenso Presente

Tabla 12: Criterios de exclusién RIO. Elaboracién propia

Se ha excluido de este estudio a las pacientes con enfermedades sistémicas
benignas con conocida alteracion en las vias moleculares de las proteinas a estudio
como por ejemplo un caso de enfermedad de Wernicke-Korsakoff, asi como a las

pacientes con tumor primario multiple.
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3.2.4 Cumplimiento de normas éticas

Todas las pacientes incluidas en el estudio han firmado el consentimiento
informado especifico requerido (Anexo II y III). El estudio ha sido aprobado por el

Comité de Etica de la Investigacién de la Comunidad de Aragén (Anexo IV).

3.3PROCEDIMIENTOS

3.3.1 Formularios

Se complet6 un formulario para cada paciente incluida en el estudio con los
parametros para cumplir los objetivos del proyecto de investigacion que se

encuentran reunidos bajo los siguientes apartados fundamentales:

1. Datos demograficos y clinicos de la paciente:
- Edad
- Sexo
- Antecedentes patolégicos
- Etapa del climaterio: postmenopausia o premenopausia

- Estudio genético: BRCA negativo o positivo

2. Datos diagndsticos del cAncer de mama:
- Motivo de consulta
- Tamafio tumoral
- Localizacién tumoral: lateralidad y cuadrante mamario
- Estudio ganglionar
- Estudio de extension

- Centricidad y focalidad

3. Datos quirargicos:
- Tipo de cirugia: cirugia conservadora
- Estudio de margenes libres de la pieza(mm)

- Estudio ganglionar: BSGC
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4. Datos anatomopatolégicos:
- Tipo anatomopatolégico
- TNM
- Invasidn linfovascular

- Presencia de carcinoma intraductal extenso

5. Datos moleculares e inmunohistoquimicos:
- Receptores hormonales

- HER2

3.3.2 Tratamiento de radioterapia

La RIO se ha aplicado mediante una fuente radiactiva Xoft Axxent ™ x-Ray Source
modelo S700 que trabaja con tension de 50 KV, proporciona isodosis esféricas e
imparte 20Gy en la superficie del aplicador tipo balloon. Para el calculo de dosis, el
fabricante proporciona todos los valores de caracterizacion de la fuente de rayos X
necesarios para modelar el Sistema de Planificacién, en nuestro caso,
BrachyVision™ de Varian. El espesor de tejido entre el balloon y la piel ha sido

siempre superior a 1cm comprobado mediante ecografia intraoperatoria.l

3.3.3 Inmunodetecciéon de proteinas

Las muestras de suero y de drenaje quirtrgico son centrifugadas, esterilizadas y
almacenadas a -802C en el momento de recogida de las mismas para conservarlas

intactas.

Posteriormente, se ha realizado en cada una de las muestras recogidas el analisis
de IL1B, IL6, IL8, CXCL10, TGF-B, TNF- o mediante ELISA kits especifico para
proteinas humanas (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) usando controles
positivos y negativos segun las instrucciones de la casa comercial. Todas las

determinaciones se han realizado por duplicado para considerarse especificas.
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3.3.4 Valoracion de fibrosis

Las pacientes en las que se objetivo valores elevados de TGF- en las muestras,
fueron invitadas a realizar una valoracion clinica del grado de fibrosis tras 24

meses desde la cirugia conservadora del cAncer de mama asociada a RIO.

La valoracion se realizé segin la escala SOMA/LENT (Subjective, Objective

Management, Analytic, Late Effect of Normal Tissue) que se expone a continuacion:

Fibrosis / Necrosis grasa

Inexistente
Incremento de la densidad poco
PEWNEL) G
Incremento de la densidad definido y

solidez

Densidad muy marcada / Retraccion

Tabla 13: Escala SOMA/LENT.Tabla adaptada deLENT SOMA scales for all
anatomic sites. Int | Radiat Oncol Biol Phys. 1995; 31: 1049-91.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

3.4.1 Calculo de tamaiio muestral

El calculo del tamafio de muestra se basa en el calculo para comparacién de
medias, de dos grupos independientes, asumiendo que la variable correspondiente
a las proteinas analizadas (IL1f3, IL6, IL8, CXCL10, TGF-B, TNF- a) sigue una

distribucién normal y usando la prueba t de Student.

Suponemos que la varianza de dicha variable es similar en ambos grupos pero
desconocida. Para cuantificar la magnitud de la diferencia entre los grupos hemos
utilizado la denominada diferencia estandarizada (Q) de medias utilizada por
Machin et al.189 siguiendo las recomendaciones de Cohen?® y asumiendo que el

efecto es grande con 9=0,8.
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A un nivel de confianza del 95% y una potencia minima del 80% son necesarias 25
pacientes por grupo. Suponiendo un 5 % de posibles pérdidas, la muestra

necesaria estimada es de 27 pacientes por grupo.

3.4.2 Analisis de los resultados

Se realizé en primer lugar un analisis descriptivo de las variables a estudio. Las
variables cualitativas se describieron mediante frecuencias absolutas y relativas.
Se evaluaron criterios de normalidad de las variables cuantitativas mediante el test
de Shapiro-Wilk. Las variables paramétricas se describieron con media y
desviacidn estandar, y las variables no paramétricas, por su parte, se describieron

con mediana, primer cuartil y tercer cuartil.

Posteriormente se realiz6 un andlisis bivariante. Se estudié la asociacién
estadistica entre variables cualitativas mediante la prueba de Chi-Cuadrado y se
utilizé el test de Fisher en caso de no cumplirse los criterios de aplicabilidad. Se
evaluaron las diferencias en la distribucién de las variables cuantitativas
estudiadas segun el tratamiento asignado utilizando el test de T de Student en el
caso de variables normales, o la prueba de U de Mann Whitney en el caso de

variables no paramétricas.

También se calcularon las OR entre casos y controles, en los casos que procedia y

que era posible por las caracteristicas de la tabla.

Se valoraron diferencias en las proteinas analizadas entre casos y controles, asi
como en el tiempo en el que se toma la muestra (preoperatorio, a las 6 horas y 24
horas desde la cirugia), y el tipo de muestra (sangre y drenaje quirdrgico), a través
de modelos de medidas repetidas para datos no parametricos (nparLD: An R
Software Package for the Nonparametric Analysis of Longitudinal Data in Factorial

Experiments).

Para toda la investigacion se utilizo el software estadistico R 3.5.1. Se estableci6 el

nivel de significacion estadistica para un p valor menor de 0.05.
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4. RESULTADOS

Se reclutaron un total de 60 pacientes para el estudio, procedentes del Hospital
Universitario Miguel Servet (n.32), el Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa

(n.16) y el Hospital de Barbastro (n.12).

Todas las pacientes incluidas cumplian los criterios de inclusién sin observar

diferencia estadistica entre los grupos.

Del total de la muestra, el 50% de las pacientes (n. 30) conformaron el grupo de
casos, recibiendo la RIO tras la cirugia conservadora del cancer de mama. El 50%
restante (n.30), formaron el grupo de controles realizandose cirugia conservadora

del cdncer de mama asociada a radioterapia convencional.

4.1 DESCRIPCION GENERAL DE LA CASUISTICA

4.1.1 Caracteristicas demograficasy clinicas

La edad media de las pacientes fue de 65.53 afnos (DT 9.44). En el caso de los
controles fue de 66.47 anos (DT 7.49), mientras que en los casos fue ligeramente
menor, de 64.60 afios (DT 11.10), sin que se observen diferencias estadisticas

significativas (tabla 15).

[TOTAL] CONTROL N=30 CASO p
N=60 N=30 valor**
Edad* 65.53 (9.44) 66.47 64.60 0.4487
(7.49) (11.10)

*Media (Desviacion Tipica)** t de Student

Tabla 14: Edad. Elaboracion propia

Todas las pacientes eran mujeres sin antecedentes de radioterapia o tratamiento
neoadyuvante y sin comorbilidades excluyentes. Ademas, todas ellas se
encontraban en etapa postmenopausica y no eran portadoras de mutaciones en el

gen BRCA.
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4.1.2 Caracteristicas diagndsticas del cancer de mama

4.1.2.1 Motivo de consulta

Las 30 pacientes del grupo de controles acudieron a la consulta por ndédulo
mamario palpable, mientras que en el grupo de los casos hubo 4 pacientes
(13.33%) que acudieron a causa del resultado de una mamografia de screening
patoldgica. Se observa que no hay relacion estadistica significativa (p valor =
0.1124) (tabla 16).

[TOTAL] CONTROL CASO p valor
N=60 N=30 N=30
Motivo de Consulta: 0.1124
NODULO 56 30 26

(9333%)  (100.00%)  (86.67%)

MAMOGRAFIA 4 0 4
(6.67%) (0.00%) (13.33%)

* Test Chi-cuadrado o Fisher segun corresponda

Tabla 15: Motivo de consulta. Elaboracién propia
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4.1.2.2 Tamaio tumoral

En cuanto al tamafio tumoral analizado en milimetros (mm), la media fue de 14.89
mm (DT 5.74). En el grupo de controles la media fue de 15 mm (DT 5.55) y en el
grupo de los casos fue ligeramente inferior, 14.78 milimetros (DT 6.01), sin que se

observen diferencias estadisticamente significativas(tabla 17).

[TOTAL] CONTROL CASO p valor
N=60 N=30 N=30
Tamafio 14.89 (5.74)  15.00(5.55)  14.78 (6.01)  0.8851**

(mm)*

*Se aporta Media (Desviacién Tipica) ** T de Student

Tabla 16: Tamafio tumoral. Elaboracién propia
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4.1.2.3 Localizacién tumoral

En el grupo de controles, 13 pacientes (43.33%) presentaron el tumor en la mama
derecha y 17 pacientes (56.66%) en la izquierda. En el grupo de casos, la
lateralidad tumoral se dividié en 12 pacientes (40%) con el caAncer de mama en la

mama derecha y 18 (60%) pacientes en la izquierda (Figura 25).

La distribucién de frecuencias de la localizacién tumoral tanto en los casos como
en los controles en ambas mamas fue variada, destacando la localizacién del tumor

en los cuadrantes superiores (Figuras 26, 27).

14 -

12 -
10 - B Mama derecha

_ M Mama izquierda

o N B Oy o
1

Controles Casos

Figura 26: Lateralidad tumoral. Elaboracidn propia
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Controles mama derecha

WCS mRetroareckr WOE ®IOCEE ®COSE mICCSS

Controles mama izquierda

BOE mCS mOCEE ool ®iCSS  m Relroareoki

Figura 27: Localizacion tumoral controles. Elaboracién propia

Casos mama derecha

WCOE mCS miucol miuccss mAetroareols WOSE

Casos mama izquierda

B8 WCE mon mUCCEE mucon  mRetroareolar

Figura 28: Localizacion tumoral casos. Elaboracién propia
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4.1.2.4 Estudio ganglionar

A todas las pacientes se les realizé preoperatoriamente evaluacién ganglionar
mediante examen clinico y ecografico, asi como anatomopatolégico mediante PAAF
en aquellos casos con sospecha radioldgica. Dicha evaluacién result6 negativa en

toda la muestra (100%).

4.1.2.5 Estudio de extensién

En todos los casos se llevd a cabo un estudio de extension previo a la cirugia, segun
el protocolo de la Unidad de Mama del Hospital Universitario Miguel Servet,
mediante radiografia de torax, ecografia abdomino-pélvica, analitica sanguinea que
incluye bioquimica con marcadores tumorales(CA 15.3 y CEA) y enzimas hepaticas
con especial interés en la fosfatasa alcalina como indicador de posible afectaciéon

metastasica 0sea, asi como rastreo 4seo en tumores T2.

El estudio de extensidn result6 negativo en las 60 pacientes (100%).

4.1.2.6 Centricidad v focalidad

La caracterizacién del tumor en unicéntrico (aquel en el que no se detectan
nodulos en distinto cuadrante) y unifocal (aquel en el que no se detectan nédulos
en el mismo cuadrante) como criterio de inclusién en el estudio al ser requisito
para indicaciéon de la utilizaciéon de la RIO se cumpli6 en todas las pacientes

(100%).

Cabe destacar que, aunque preoperatoriamente el 100% de la muestra se catalogé
como cancer de mama unicéntrico y unifocal, en el estudio anatomopatolégico
posterior de la pieza se objetivd un caso de tumor bifocal con nddulo en margen
posterior y un control con tumor multifocal, sin que se observaran diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos por este motivo(tabla 18).
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[TOTAL] CONTROL CASO p valor
N=60 N=30 N=30
Unicéntrico Unifocal: 1.0000*
BIFOCAL (margen posterior) 1 0 1
(1.67%) (0.00%) (3.33%)
MULTIFOCAL 1 1 0
(1.67%) (3.33%) (0.00%)
SI 58 29 29
(96.67%) (96.67%) (96.67%)

*Test Chi-cuadrado o Fisher segtin corresponda

Tabla 17: Centricidad y focalidad. Elaboracion propia

4.1.3 Caracteristicas de la intervencion quirdrgica

4.1.3.1 Tipo de cirugia

En las 30 pacientes (100%) asignadas al grupo de casos se realiz6 como se tenia
previsto cirugia conservadora del cancer de mama asociada a RIO, y en las 30
pacientes (100%) del grupo de controles se realiz6 cirugia conservadora. En todos

los casos se asocio estudio ganglionar en el mismo acto quirdrgico con BSGC.

4.1.3.2 Margenes de reseccién

El estudio de margenes libres de la pieza se consideré negativo cuando era mayor
de 2mm, realizdndose estudio intraoperatorio y ampliacion de margenes de
reseccion en caso necesario. Los margenes de reseccion fueron negativos en todos

los casos (100%).
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4.1.3.3 Biopsia selectiva de ganglio centinela (BSGC)

El estudio ganglionar realizado mediante BSGC resulté finalmente negativo en 41
pacientes (68.33%), 21 pacientes pertenecientes al grupo de controles, lo que
representa un 70% del grupo, y 20 pacientes pertenecientes al grupo de casos, un

66.67% del grupo.

Cabe destacar que en el grupo de controles hubo 7 pacientes (23.33%) en las que
se objetivaron micrometastasis y 2 pacientes (6.67%) con macrometastasis. Solo
en un caso de macrometastasis se realizd, previa decision del comité de tumores,
linfadenectomia axilar diferida con estudio anatomopatologico del resto de los
ganglios axilares sin hallazgos patologicos.

Por su parte, en el grupo de casos hubo 1 paciente (3.33%) con células aisladas en
el estudio ganglionar, 4 pacientes (13.33%) con micrometastasis y 5 pacientes
(16.67%) con macrometastasis. La decision del comité de tumores fue realizar
linfadenectomia axilar diferida en 2 casos. Uno de ellos de entre los catalogados
como micrometastasis ya que se objetivd un ganglio no centinela afectado,
resultando el estudio anatomopatoldgico del resto de los ganglios axilares positivo
en 2 ganglios y otro caso con macromestastasis, resultando el estudio
anatomopatolégico posterior positivo para macrometastasis en 4 ganglios

linfaticos axilares.

No se objetivo diferencia estadistica significativa entre los grupos (p valor 0.3671)

(tabla 19).
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[TOTAL]
N=60
BSGC:

Células aisladas 1
(1.67%)

Micrometastasis 11
(18.33%)

Macrometastasis 7
(11.67%)

Negativo 41
(68.33%)

CONTROL
N=30

0
(0.00%)
7
(23.33%)
2
(6.67%)
21
(70.00%)

Cristina Vallejo Bernad

CASO p valor
N=30

0.3671
1
(3.33%)

4
(13.33%)

5
(16.67%)

20
(66.67%)

Tabla 18: Biopsia selectiva de ganglio centinela. Elaboracién propia

4.1.4 Caracteristicas del estudio anatomopatoldgico

4141 Tipo anatomopatoldgico

En todos los casos (100%) el estudio del tipo anatomopatolégico del cancer de

mama resulté concordante con los tipos establecidos como criterios de inclusion

del estudio (ductal, mucinoso, tubular, coloide), sobresaliendo entre todos ellos el

de tipo ductal (93.33%).
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4.1.4.2 Clasificacion TNM

En cuanto a la clasificacion TNM del cancer de mama de las pacientes del estudio

no se observan diferencias significativas entre casos y controles(p valor 1.0000).

S6lo hay wuna paciente perteneciente al grupo de casoscon estudio
anatomopatoldgico ganglionar posterior a linfadenectomia axilar catalogado como

N2 (tabla 20) (figuras 28, 29).

[TOTAL] CONTROL CASO p valor*
N=60 N=30 N=30
TNM: 1.0000
>N1la 1 (1.67%) 0 (0.00%) 1 (3.33%)

T1-2,<Nla 59 (98.33%) 30 (100.00%) 29 (96.67%)

* Test Chi-cuadrado o Fisher segun corresponda

Tabla 19: Clasificaciéon TNM. Elaboracién propia

TNM Controles

HTINO
mT2NO
W TIN1
B T2N1

Figura 29: Clasificacion TNM Controles. Elaboracién propia
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TNM Casos

HTINO
mT2NO
W TIN1
B T2N1
W T2N2

Figura 30: Clasificacion TNM Casos. Elaboracién propia

La clasificacion por estadios de las pacientes de la muestra queda

distribuida de la siguiente manera (figura 30):

35 ~

30 A

20 A

15 -

1A 1B 1A 1B 1A

Figura 31:Estadio. Elaboracion propia
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4.1.4.3 Invasién linfovascular

En 9 pacientes se objetivdo invasion linfovascular (16.07%) en el estudio
anatomopatologico definitivo, 5 pertenecientes al grupo de controles (16.67%) y 4
al grupo de casos (15.38%), no observandose diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (tabla 21).

[TOTAL] N=60 CONTROL N=30  CASO N=30 p

valor*
Invasion 1.0000
linfovascular:
NEGATIVA 47 (83.93%) 25 22
(83.33%) (84.62%)
POSITIVA 9 5 4 (15.38%)
(16.07%) (16.67%)

* Test Chi-cuadrado o Fisher segtin corresponda

Tabla 20: Invasion linfovascular. Elaboracién propia

41.4.4 Carcinoma intraductal

La presencia de carcinoma intraductal extenso no se objetivd en ninguna de las

pacientes de la muestra (100%).

94



Cristina Vallejo Bernad

4.1.5 Caracteristicas moleculares e inmunohistoquimicas

4.1.5.1 Receptores hormonales

Los receptores hormonales de estrogeno y progesterona evaluados fueron

positivos en todas las pacientes de la muestra (100%).

4.1.5.2 HER2

En el estudio de HER2 se objetivd que en el grupo de controles, 28 pacientes
(93.33%), obtuvieron un resultado inicial negativo mientras que en el grupo de
casos, este porcentaje fue significativamente inferior, 19 pacientes (63.33%) (p
valor 0.0122) (tabla 22).Sin embargo, al analizar los resultados no valorables con
la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH), en todos los casos fue

negativo, por lo que no se observan diferencias entre el grupo de casos y controles.

[TOTAL] CONTROL CASO p valor
N=60 N=30 N=30

HERZ2: 0.0122

NEGATIVO 47 28 19
(7833%)  (93.33%)  (63.33%)

NO VALORABLE 13 2 11
(21.67%)  (6.67%)  (36.67%)

Tabla 21:HER2. Elaboracién propia
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4.1.6 Inmunodeteccion de proteinas

Para evaluar la relacion de la RIO con los valores de las proteinas IL1j, IL6, IL8,
CXCL10, TGF-B, TNF- a se recogieron muestras de suero preoperatorio y a las 24

horas desde la cirugia en todos los casos (n.60) como se tenia previsto.

Sin embargo, la recogida de las muestras de drenaje quirdrgico a las 6 y 24 horas
desde la cirugia no se pudo completar en todos los casos por no disponer de

suficiente muestra.

En relacion a la muestra de drenaje quirurgico a las 6 horas desde la cirugia se
obtuvieron datos de 47 pacientes (78.33%), 18 de ellas pertenecientes al grupo de

controles (60%) y 29 al grupo de casos (96.67%).

Por su parte, la muestra de drenaje quirurgico a las 24 horas desde la cirugia pudo
recogerse en 48 pacientes (80%), 19 pacientes pertenecientes al grupo de

controles (63.33%) y 29 al de casos (96.67%).

El porcentaje de pacientes pertenecientes al grupo de casos a los que se les pudo
recoger muestra de drenaje quirdrgico es superior al porcentaje de pacientes
pertenecientes al grupo de controlestanto a las 6 como a las 24 horas desde la

cirugia (tabla 23).

[TOTAL] CONTROL  CASO
N:6O N:30 N:30

Suero preoperatorio 60 30 30
(100.00%) (100.00%) (100.00%)

Drenaje 6 horas 47 18 29
(78.33%) (60.00%) (96.67%)

Suero 24 horas 60 30 30
(100.00%) (100.00%) (100.00%)

Drenaje 24 horas 48 19 29
(80.00%) (63.33%) (96.67%)

Tabla 22: Muestra. Elaboracion propia
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4.2 ANALISIS BIVARIANTE

En primer lugar, se realiz6 un analisis bivariante comparando los valores de IL1[3,
IL6, IL8, CXCL10, TGF-B y TNF- a objetivados en los diferentes tipos de muestra
entre las pacientes a las que se les ha realizado cirugia conservadora de cancer de

mama recibiendo posteriormente la RIO (casos) o no (controles).

En aquellos que el p valor sea menor de 0.05 podremos decir que hay diferencias

significativas (tabla 24).

Nuestros resultados muestran diferencias estadisticamente significativas entre las
pacientes pertenecientes al grupo de casos y aquellas pertenecientes al grupo de
controles en todos los casos salvo para los valores obtenidos en las muestras de
suero preoperatorio y suero a las 24 horas desde la cirugia de CXCL10, suero
preoperatorio de TNF-a, drenaje a las 6 horas desde la cirugia de IL6, IL13, TNF-a
y TGF-[3, asi como drenaje a las 24 horas desde la cirugia de IL1f.
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Tipo de
muestra

IL6 suero

[ALL]*

CASO*

CONTROL*

24.10 20.70 25.60 0.014
preoperatorio  [19.15;33.45] [15.70;34.50] [23.20;33.30] :
L6 STERT 27.35 22.70 39.10 0,001
24 horas [22.88;45.00] [16.10;26.90] [27.80;47.20] :
IL6 drenaje 62740.00 66310.00 39905.00
[20080.00; [26560.00; [16442.50; 0.110
6 horas 133750.00] 186600.00] 91357.25]
IL6 drenaje 82990.00 50630.00 130600.00
[36460.00; [27120.00; [73030.00; 0.006
24 horas 131150.00] 92940.00] 154877.50]
CXCL10 suero 94.55 69.80 126.00 0560
preoperatorio [55.20;372.25]  [62.83;137.00]  [40.98;443.50] '
CXCL10 suero 68.45 72.25 46.75 0.050
24 horas [29.80;207.50]  [53.73;315.50] = [22.45;137.50] :
CXCL1O 2183.00 6037.00
. 7.
drenaje [1007.50; 7 121000‘%5'30905 00] [4172.50; <0.001
Pr— 5453.50] HA ' 6841.50]
CXCL10 1296.50 708.00 5975.00
PR [632.50; [335.00;1255.00] [3054.50;
J 5590.75] 7744.00] <0.001
horas
IL8 suero 4.00 2.00 4.40 0.016
preoperatorio [1.80;7.90] [1.70;6.80] [2.30;8.10] ;
[L43) STED 2.55 1.90 3.50 0,006
24 horas [190,798] [175,735] [250,820] ;
ALELNERa [Zfﬁ?,';f-,. 414.85 438.45 0,001
6 horas 436.15] [338.20;422.20]  [433.83;451.88]
ALELNERa [‘ézz'gg_ 400.20 453.10 0,001
24 horas e 3 5]' [294.12;421.20]  [445.75;475.30] :

*Mediana (1er Cuartil;3er Cuartil)** U de Mann Withney

Tabla 23: Analisis bivariante. Elaboracién propia
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Tipo de
muestra

IL1$ suero
preoperatorio
IL1$ suero
24 horas
IL1B drenaje
6 horas
IL1B drenaje
24 horas
TNF-a suero
preoperatorio
TNF-a suero
24 horas
TNF-a drenaje
6 horas
TNF-a
drenaje
24 horas
TGF- suero
preoperatorio
TGF-3 suero
24 horas
TGF-B drenaje
6 horas
TGF- drenaje
24 horas

*Mediana (1er Cuartil;3er Cuartil)** U de Mann Withney

[ALL]*

1.90
[1.70;2.00]

1.90
[1.60;2.20]

30.90
[12.10;56.10]

52.85
[25.45;95.43]

3.60
[3.40;3.70]

3.60
[3.15;3.75]

40.40
[19.15;101.80]

19.10
[3.90;108.50]

5.80
[4.90;8.71]

6.14
[5.18;34.86]

6.72
[5.74;10.01]

8.05
[6.09;11.09]

CASO*

1.70
[1.50;1.83]

1.60
[1.50;1.70]

37.20
[14.10;69.20]

40.70
[23.30;71.40]

3.70
[3.45;3.75]

3.70
[3.60;3.90]

39.90
[20.10;100.52]

71.95
[16.68;121.52]

8.75
[5.63;27.65]

35.14
[8.12;1587.70]

8.82
[5.74;19.32]

10.92
[8.54;15.82]

Cristina Vallejo Bernad

CONTROL*

2.00 [1.90;2.10]

2.10 [2.00;2.20]

19.55
[6.28;41.45]

56.70
[30.80;119.25]

3.55
[3.25;3.70]

3.45
[3.10;3.70]

40.40
[15.80;101.80]

3.90
[3.60;28.70]

5.15
[4.41;5.98]

5.25
[4.76;5.98]

6.12
[5.88;7.36]

6.16
[5.74;6.86]

p

valor**

<0.001

<0.001

0.073

0.307

0.371

0.019

0.823

0.003

<0.001

<0.001

0.131

<0.001

Tabla 23 (continuacion): Andlisis bivariante. Elaboracion propia
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4.3 ANALISIS MULTIVARIANTE

Posteriormente, analizamos los valores obtenidos a través de modelos ANOVA de
medidas repetidas en los que hemos tenido en cuenta si las pacientes han recibido
o no la RIO (grupo de casos y de controles), asi como el tipo de muestra (suero o
débito del drenaje quirurgico) y el tiempo transcurrido desde la

cirugia(preoperatorio, a las 6 horas y 24 horas desde la cirugia).

Se hallaron valores en algunas muestras que diferian considerablemente del resto
de pacientes y parecian corresponder a errores o bien en la medicién o en la base
de datos, por lo que se decidi6 eliminarlos del analisis, considerandolos extremos o
atipicos. Con el fin de ajustar la variabilidad propia del individuo estos pacientes
no se tuvieron en cuenta en el andlisis estadistico si alguna de las muestras

involucradas presentaba estas magnitudes extremas.

4.3.1 Comparacién suero preoperatorio y a las 24 horas desde la cirugia
43.1.1 IL6

En los valores obtenidos para IL6 se observa diferencias estadisticas significativas a nivel
de caso-control y del tiempo (p valores <0.001 y 0.0096 respectivamente). Los casos
tienen medianas y variabilidades similares, mientras que los controles tienen medianas
superiores, y ademas un comportamiento diferente ya que se produce un aumento, de una

mediana de 25.6 pg/ml a 39.1pg/ml cuando pasan 24 horas desde la cirugia.

Se objetivaron dos valores con magnitudes muy superiores al resto, uno
perteneciente al grupo de casos y otro al de controles, por lo que se decidi6
eliminarlos de la muestra. El p valor relativo al comportamiento de casos y
controles en funcion del paso del tiempo teniendo en cuenta esos valores resultaba
0.0446, muy cercano a 0.05, mientras que al eliminarlos, este comportamiento se
igualaba (p valor 0.1013). Como uUnicamente se trata de 2 sujetos con valores
atipicos, parece que eliminar esos valores de la muestra tiene sentido(figura 31,

tabla 25).
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Figura 32: IL6 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia

Caso Control P valores

Preop. 24 horas Preop. 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

IL6* 20.7 22.7 25.6 39.1 <0.0001 0.0096 0.1013
(15.7-34.5) (16.1-26.9) (23.2-33.3) (27.8-47.2)
*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 24: IL6 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracién propia
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43.1.2 CXCL10

En cuanto a los valores objetivados para CXCL10, se observa una variabilidad
grande de los datos tanto en casos como en controles en los dos tiempos medidos.
La interaccién entre tiempo y variable caso control es significativa (p valor
0.0051). Claramente se ve un comportamiento diferente entre casos y controles en
la medicion. Mientras que en los casos se tienen medianas similares en ambos
tiempos, de 69.8 pg/mly 72.25 pg/ml respectivamente, en los controles se objetiva
una disminucién considerable, de 126 pg/ml en lo relativo a la mediana de los
valores preoperatorios a 46.75 pg/ml a las 24 horas desde la cirugia (figura 32,

tabla 26).
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Figura 33: CXCL10 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia

Caso Control P valores

Preop. 24 horas Preop. 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

CXCL10* 69.8 72.25 126 46.75 04373 0.0602  0.0051
(62.83-137) (53.73-315.5)  (40.98- (22.45-
443.5) 137.5)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 25: CXCL10 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

4313 IL8

En el caso de los valores obtenidos para IL8, se observdé que 3 pacientes
pertenecientes al grupo de casos y uno al de controles tenian valores atipicos, por
lo que se decidi6 de la misma manera que se ha explicado previamente, eliminarlos

de la muestra.

Cabe destacar que unade los pacientes es la misma que tenia un valor extremo en
la medicién de IL6, por lo que quizads podria presentar alguna caracteristica que

determine estas alteraciones.

En los valores de IL8 no hay cambios significativos en los casos, ni en los controles
respecto al tiempo, pero si que hay diferencias entre el grupo de casos y el
decontroles (p valor 0.0019). Los valores del grupo de los controles son superiores

a los valores del grupo de los casos (figura 33, tabla 27).
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Figura 34: IL8 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracién propia

Caso Control P valores

Preop. 24 horas Preop. 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

IL8* 2(1.7-6.8) 1.9(1.75-7.35) 4.4(2.3-8.1) 3.5(2.5-8.2) 0.0019 0.9715 0.9684
*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 26: IL8 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

43.14 IL1B

En la determinacion de los valores de IL13 encontramos una situacion similar a lo

referido con los valores de ILS8.

En primer lugar, 3 pacientes, 2 de ellos pertenecientes al grupo de casos y uno al
de controles presentan valores atipicos. Asi mismo, en uno de los casos se trata de

la misma paciente referida anteriormente con valores extremos.

Por ultimo, no hay cambios significativos en los casos, ni en los controles respecto
al tiempo, pero si que hay diferencias entre el grupo de casos y el decontroles (p
valor <0.0001). Los valores del grupo de los controles son superiores a los valores

del grupo de los casos (figura 34, tabla 28).
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Figura 35: IL1( suero preoperatorio-24 horas.Elaboracién propia

Caso Control P valores

Preop. 24 horas Preop. 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

IL1beta* 1.7 1.6 2 2.1 <0.0001 0.8632 0.1993
(1.5-1.83) (1.5-1.7) (1.9-2.1) (2-2.2)
*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 27: IL1[ suero preoperatorio-24 horas.Elaboracién propia
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Resultados

43.1.5 TNF-a

En la medicién de TNF-a se eliminé un paciente perteneciente al grupo de los casos
por valor atipico, que diferia en extremo del resto de la muestra, probablemente

por un error en la medicién.

Los valores resultaron superiores en los casos que en los controles (p valor
0.0270). Ademas, el grupo de casos y el de controles no se comporta de la misma
manera con el paso del tiempo, mientras que el grupo de casos mantiene mediana
y variabilidad, en el grupo de controles se observa una disminucién de la mediana

y un aumento de la variabilidad de los datos ( p valor 0.0433) (figura 35, tabla 29).
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Figura 36: TNF-a suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia

Caso Control P valores

Preop. 24 horas Preop. 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

TNF-a* 3.7 3.7 3.55 3.45 0.0270 0.4363 0.0433
(3.45-3.75) (3.6-3.9) (3.25-3.7) (3.1-3.7)
*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 28: TNF-a suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

43.1.6 TGF-8

En la medicion de TGF-f3 en suero comparando sus valores preoperatorios y a las
24 horas desde la cirugia, observamos diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos, asi como en su evolucion en el tiempo y la forma de comportarse
a través de él (p valores <0.001, 0.009 y 0.0409 respectivamente). Mientras que en
el grupo de pacientes que no han recibido la RIO no se observa una variacion en el
tiempo, medianas de 5.15 pg/ml y 5.25 pg/ml preoperatorias y a las 24 horas
desde la cirugia respectivamente, en el grupo de pacientes que si recibieron la RIO,
las medianas aumentaron a las 24 horas respecto a los valores preoperatorios,

8.75 pg/mly 35.14 pg/ml respectivamente.

Cabe destacar, que los valores objetivados en las muestras de suero de las
pacientes que han recibido la RIO son superiores a los obtenidos en las muestras
de las pacientes a las que se les sometié6 Unicamente a cirugia conservadora,
destacando en este grupo una serie de pacientes con cifras superiores a 1000

pg/ml (figura 36, 37, tabla 30).
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Figura 37: TGF-3 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia
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Figura 38: TGF-3 suero preoperatorio-24 horas boxplot. Elaboracién propia

Caso Control P valores
Preop. 24 horas Preop. 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion
8.75 35.14 5.15 5.25 <0.0001 0.0090 0.0409

TGF-B*

(5.63-27.65) (8.12-1587.7) (4.41-5.98) (4.76-5.98)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 29: TGF-f3 suero preoperatorio-24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

4.3.2 Comparaciéon drenaje alas 6 y 24 horas desde la cirugia
4321 IL6

En la determinacion de IL6 en drenaje quirdrgico a las 6 y 24 horas desde la cirugia
se observa que hay diferencias estadisticamente significativas en la interaccion

entre la variable caso-control y el tiempo (p valor 0.0010).

En el grupo de pacientes que reciben la RIO se produce un descenso en la mediana
a las 24 horas, cosa que no sucede en el grupo de pacientes que no reciben la RIO,
donde la mediana a las 24 horas desde la cirugia es muy superior a la
correspondiente a las 6 horas desde la intervencién, de 130600 pg/ml y 39905
pg/ml respectivamente (figura 38, tabla 31).
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Figura 39: IL6 drenaje 6-24 horas. Elaboracidn propia

Caso Control
6 horas 24 horas 6 horas 24 horas p Caso-
Control
IL6* 66310 50630 39905 130600 0.6472
(26560- (27120- (16442.5- (73030-
186600) 92940) 91357.25) 154877.5)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 30: IL6 drenaje 6-24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

43.2.2 CXCL10

Los valores relativos a CXCL10 no muestran diferencias estadisticamente
significativas a nivel de tiempo ni de la interaccion, la forma de comportarse los
grupos a través de él. Sin embargo, si que objetivamos que hay diferencias entre el
grupo de pacientes pertenecientes a los casos y a los controles (p valor <0.0001),
siendo las medianas superiores tanto a las 6 como a las 24 horas desde la cirugia

en el grupo de pacientes que no reciben la RIO (figura 39, tabla 32).
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Figura 40: CXCL10 drenaje 6-24 horas. Elaboraciéon propia
Caso Control
6 horas 24 horas 6 horas 24 horas p Caso-
Control
CXCL10* 1045 708 6037 5975 <0.0001
(712-1395) (335-1255) (4172.5- (3054.5-
6841.5) 7744)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 31: CXCL10 drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

4323 IL8

En el caso de los valores determinados para IL8, se observé que una paciente
perteneciente al grupo de casos obtuvo un valor muy inferior al resto a las 24

horas desde la cirugia, por lo que se consider6 un valor extremo.

De la misma manera que en el caso de los valores de CXCL10, solo se observa
diferencia estadistica entre el grupo de pacientes que reciben la RIO o no
respectivamente (p valor <0.0001), siendo los valores de las medianas superiores

en el grupo de controles (figura 40, tabla 33).
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Figura 41: IL8 drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia
Caso Control P valores
6 horas 24 horas 6 horas 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion
IL8* 414.85 400.2 438.45 453.1 <0.0001 0.4500 0.0964
(338.2-422.2) (294.12- (433.83- (445.75-
421.2) 451.88) 475.3)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 32: IL8 drenaje 6-24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

4324 IL1J3

En lo que respecta a los valores determinados en drenaje quirdrgico de IL1[3
observamos que en el grupo de pacientes que no han recibido RIO se produce un
aumento significativo de la mediana con el paso del tiempo, de 19.55 pg/ml y 56.7
pg/ml respectivamente, mientras que en el grupo de pacientes que han recibido
RIO, estos valores se mantienen estables, de 37.2 pg/ml y 40.7 pg/ml

respectivamente.

Encontramos, por lo tanto, diferencias estadisticas significativas a nivel de tiempo

e interaccion (p valor 0.0025 y 0.0285 respectivamente) (figura 41, tabla 34).
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Figura 42: IL1( drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia

Caso Control P valores

6 horas 24 horas 6 horas 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

IL1B* 37.2 40.7 19.55 56.7 0.6014 0.0025  0.0285
(14.1-69.2)  (23.3-71.4) (6.28- (30.8-
41.45) 119.25)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 33: IL1( drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

43.2.5 TINF-a

En los valores determinados para TNF-a, destacan una serie de sujetos, 2 pacientes
pertenecientes al grupo de controles y 3 pacientes perteneciente al de casos, que
obtienen valores por encima de 400 pg/ml, encontrandose el resto de la muestra

en un rango de valores inferiores, por lo que se han considerado valores atipicos.

Se observan diferencias significativas a nivel de tiempo (p valor 0.0150) e
interaccion (p valor 0.0124) entre ambos grupos. Mientras que en las pacientes
que reciben RIO se produce un aumento significativo de los valores con el tiempo,
en las pacientes que no reciben RIO, se observa una disminucién de estos valores

(figura 42, tabla 35).
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Figura 43: TNF-a drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia
Caso Control
6 horas 24 horas 6 horas 24 horas p Caso-
Control
TNF-o* 39.9 71.95 40.4 3.9 0.0804
(20.1-100.52) (16.68- (15.8- (3.6-28.7)
121.52) 101.8)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 34: TNF-a drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

43.2.6 TGF-8

Cuando comparamos los valores obtenidos en la muestra de drenaje a las 6 y 24
horas desde la cirugia respectivamente entre los grupos, objetivamos diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, siendo los valores superiores en el
grupo de pacientes que han recibido la RIO (p valor 0.0001). Sin embargo, no se
evidencian diferencias en relacion al tiempo transcurrido desde la cirugia ni en la

forma de comportarse de ambos grupos (figura 43, 44, tabla 36).
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Figura 44: TGF-f3 drenaje 6-24 horas.Elaboracién propia
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Figura 45: TGF-[3 drenaje 6-24 horas boxplot. Elaboracién propia

Caso Control P valores

6 horas 24 horas 6 horas 24 horas p Caso- p p
Control Tiempo Interaccion

TGF-B* 8.82 10.92 6.12 6.16 0.0001 0.2168 0.0799

(5.74-19.32) (8.54-15.82)  (5.88-7.36) (5.74-6.86)
*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 35: TGF-f drenaje 6-24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

4.3.3 Comparacién suero y drenaje a las 24 horas desde la cirugia
4331 IL6

Comparando los valores obtenidos de las muestras recogidas a las 24 horas desde
la cirugia tanto de suero como de débito de drenaje en ambos grupos, observamos
que para los valores de IL6 existen diferencias de magnitud considerables, siendo
mayores y con una variabilidad de igual forma mayor en el débito de drenaje

tomado a nivel local.

Encontramos diferencias significativas segtin las pacientes pertenezcan al grupo de
casos o de controles, y segun el tipo de muestra utilizada (p valor <0.0001) (figura

45, tabla 37).
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Figura 46: IL6 suero-drenaje 24 horas. Elaboracién propia

Caso Control P valores
Drenaje Suero Drenaje Suero P Caso- pTipo p
Control Interaccion
IL6* 49915 23.05 122550 39.1 <0.0001 <0.0001 0.5681
(26255- (16.85- (65655- (26.8-
93677.5) 27.35) 160788.75) 46.65)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 36: IL6 suero-drenaje 24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

4332 CXCL10
En el caso de los valores determinados para CXCL10, se observa de igual forma a
los valores previos para IL6, diferencias de magnitud importantes, siendo mayores

en el débito de drenaje.

En este caso, no encontramos diferencias significativas entre el grupo de casos y
controles (p valor 0.0852). Sin embargo, se observan diferencias a nivel
longitudinal y por el tipo de muestra que utilicemos (p valor <0.0001) (figura 46,
tabla 38).
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Figura 47: CXCL10 suero-drenaje 24 horas. Elaboracion propia

Caso Control P valores
Drenaje Suero Drenaje Suero P Caso- p Tipo p
Control Interaccion
CXCL10* 708 72.25 5975 46.75 0.0852 <0.0001 <0.0001
(335-1255) (53.73- (3054.5- (22.45-
315.5) 7744) 137.5)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 37: CXCL10 suero-drenaje 24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

4333 IL8

Los valores objetivados de IL8 en la comparativa de suero y drenaje quirurgico a
las 24 horas desde la cirugia muestran diferencias significativas a nivel
longitudinal, por el tipo de muestra y en el caso de que las pacientes reciban o no

RIO (p valor <0.0001, <0.0001 y 0.0061 respectivamente).

De la misma manera que en los casos anteriores, observamos que la magnitud de

los valores en el débito del drenaje quirurgico es mayor (figura 47, tabla 39).

128



Cristina Vallejo Bernad

500
!
s |
0
400 - °
[ ]
300- @
@ : * CASO
- B
= * CONTROL
200~
® ® [ ]
100-
® L ]
® | ]
) I §
Drenaje Sangre
Tipo

Figura 48: IL8 suero-drenaje 24 horas.Elaboracién propia

Caso Control
Drenaje Suero Drenaje Suero P Caso-
Control
IL8* 395.6 19 449.75 33 <0.0001
Ef;f_ '28)' (1.7-6.8) ZL;*65_'7752)' (2.5-15.05)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 38: IL8 suero-drenaje 24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

4334 IL1pB

Los valores determinados para IL1f vuelven a mostrar, igual que en los casos
anteriores, diferencias de magnitud significativas, siendo los valores objetivados

mayores en el débito de drenaje.

Se encuentran diferencias significativas segtin las pacientes pertenezcan al grupo
que recibe RIO o no (p valor <0.0001), por el tipo de muestra (p valor <0.0001) y a
nivel de la variable interaccion (p valor 0.0056) (figura 48, tabla 40).
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Figura 49: IL1[3 suero-drenaje 24 horas.Elaboracién propia

Caso Control P valores
Drenaje Suero Drenaje Suero P Caso- pTipo p
Control Interaccion
*
IL1B 341 16 56.7 29 <0.0001 <0.0001 0.0056
(30.8-

(21.3-70.4) (1.5-1.7) (2-2.25)

119.25)
*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 39: IL1[ suero-drenaje 24 horas. Elaboracion propia
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Resultados

43.3.5 TINF-a

En cuanto a los valores objetivados para TNF-a, destacan los valores relativos al
débito de drenaje quirurgico a las 24 horas desde la cirugia en el grupo de

pacientes que reciben la RIO, con mediana de 66.9 pg/ml.

Se encuentran diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles,
asi como por el tipo de muestra, suero o drenaje quirurgico, utilizado (p valor

<0.0001) (figura 49, tabla 41).
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Figura 50: TNF-a suero-drenaje 24 horas.Elaboracién propia
Caso Control P valores
Drenaje Suero Drenaje Suero P Caso- pTipo p
Control Interaccion
vk
TNF-«a 66.9 375 39 315 <0.0001 <0.0001 0.3758
(7.52- i i )
131.73) (3.62-3.9) (3.6-13.78) (3.1-3.5)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 40: TNF-a suero-drenaje 24 horas. Elaboracion propia

133



Resultados

43.3.6 TGF-8

En lo relativo a los valores de TGF-3 a las 24 horas desde la cirugia en suero y
débito de drenaje quirdrgico, objetivamos diferencias de magnitud significativas
que producen cambios a nivel longitudinal y segiin pertenezcan las muestras al

grupo de pacientes que han recibido la RIO o no (p valor <0.0001).

Sin embargo, es importante destacar que no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al tipo de muestra que se utilice, bien sea

suero o débito del drenaje (p valor 0.5881) (figura 50, 51, tabla 42).
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Figura 51: TGF-3 suero-drenaje 24 horas.Elaboracién propia
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Figura 52: TGF-f3 suero-drenaje 24 horas boxplot. Elaboracién propia

Caso Control P valores
Drenaje Suero Drenaje Suero P Caso- p Tipo p
Control Interaccion
TGF-B* 10.92 35.14 6.16 5.25 <0.0001 0.5881 0.0001
(8.54-15.82) (8.12- (5.74-6.86) (4.76-5.98)
1587.7)

*Mediana (primer cuartil-tercer cuartil)

Tabla 41: TGF-f3 suero-drenaje 24 horas. Elaboracién propia
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Resultados

4.4VALORACION DE FIBROSIS

Como se ha explicado previamente, el TGF-B es una citoquina que se ha
relacionado con la fibrosis inducida después de la radiacion que podria servir

como marcador temprano del riesgo de desarrollo de la misma.

Un total de 10 pacientes fueron invitadas a realizar una valoracion clinica segun la
escala SOMA/LENT (tabla 14) del grado de fibrosis tras 24 meses desde la cirugia
conservadora del cancer de mama asociada a RIO por presentar valores elevados

de TGF-f en las muestras.

Los resultados de dicha valoracion segun la escala SOMA/LENT se muestran a

continuacién (tabla 43).

Fibrosis / Necrosis grasa N¢pacientes (n. 10)

Inexistente
Incremento de la densidad
poco palpable
Incremento de la densidad
definido y solidez
Densidad muy marcada /

Retraccion

Tabla 42: Grado de fibrosis. Elaboracion propia

Cabe destacar que una paciente con grado 2 segun la escala SOMA/LENT, y otra

con grado 3, recibieron posteriormente radioterapia externa.

A continuacién se muestran las imagenes de las 10 pacientes tras 24 meses desde

la cirugia conservadora del cAncer de mama asociada a RIO.
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Figura 53: Grado de fibrosis 0. Elaboracion propia
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Resultados

Figura 54: Grado de fibrosis 1. Elaboracion propia
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Figura 55: Grado de fibrosis 2. Elaboracién propia
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Resultados

Figura 56: Grado de fibrosis 3. Elaboracion propia

140



5. Discusion
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5. DISCUSION

El cancer de mama es la primera causa de muerte por cancer en mujeres espanolas,
aunque la mortalidad de esta enfermedad presenta una tendencia ala disminucién
debido fundamentalmente a un diagnostico precoz por los métodos de cribado y a
un mejor manejo terapéutico de las pacientes mediante una atencidn

multidisciplinar.46. 55

El tratamiento conservador de la mama junto con radioterapia es en la actualidad
de eleccion en la mayoria de las pacientes. La radioterapia externa constituye el
tratamiento mas ampliamente aceptado e impacta tanto en el control local como en
la supervivencia. Sin embargo, la tendencia actual consiste en utilizar técnicas de
irradiacion parcial acelerada, entre las que destaca la RIO, permitiendo utilizar

dosis superiores y reduciendo la duracién del tratamiento.1 70-80

Se ha visto que la cirugia representa un factor favorecedor del desarrollo de
metastasis por si misma en humanos, objetivandose quemodifica el microambiente
local. Por su parte, se han realizado estudios que sostienen que la radioterapia,
ademas de afectar a la supervivencia de las células cancerigenas de forma directa,
modifica asi mismo el microambiente tumoral, alterando la cinética de crecimiento
de dichas células, contrarrestando el efecto de la agresiéon quirtrgica e induciendo
la respuesta inmunitaria. La RIO, ademas, al aplicarse de forma intraoperatoria,
ofrece la posibilidad de estudiar este efecto en humanos sin intervalo libre de

tratamiento.88-94

El efecto que tanto la cirugia como las nuevas terapias, entre las que se encuentra
la RIO, tienen sobre el desarrollo del tumor, contintian siendo hoy en dia objeto de

estudio.

La hipotesis de nuestro estudio plantea que la RIO tras cirugia conservadora de
cancer de mama podria, ademas de esterilizar de células cancerigenas el lecho
tumoral, alterar el microambiente del mismo, compensando el efecto de la
agresion quirurgica y favoreciendo los mecanismos de respuesta frente al tumor a

través del sistema inmunolégico.
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Para ello, basdandonos en estudios previos sobre el conocimiento de la
radiobiologia tumoral, se determinaron los objetivos del proyecto y se llevé a cabo
la cuantificaciéon en suero y drenaje quirtirgico de proteinas involucradas en la
cinética de crecimiento de las células tumorales de cancer de mama (IL1(, IL6, IL8,
CXCL10, TGF-B, TNF- a) en pacientes a las que se les ha realizado cirugia
conservadora asociada a RIO en comparacién con aquellas que recibirdan

radioterapia externa segln terapia convencional en lugar de RIO.

Segun nuestro conocimiento de la bibliografia publicada, este es el primer estudio
que compara los valores obtenidos de IL1(, IL6, IL8, CXCL10, TGF-B y TNF- q,
como método para valorar la respuesta bioldgica que produce la RIOen pacientes a
las que se les ha sometido a cirugia conservadora del cancer de mama aplicandoles
RIO o no respectivamente y utilizando muestras de suero de forma preoperatoria y
a las 24 horas desde la cirugia y de débito del drenaje quirdrgico a las 6 y 24 horas

desde la cirugia.

Estudios previos han intentado dilucidar el efecto biolégico de la RIO en cancer de

mama con resultados esperanzadores.

De esta forma, el grupo de Belletti et al.8%objetivd menor migracion, capacidad de
invasion y proliferacion de las células de cancer de mama después de aplicar la RIO
a través del analisis de mezclas de suero preoperatorio y drenaje quirurgico a las
24 horas desde la cirugia. Ademads, determinaron una alteracién de la expresion de
proteinas en los débitos de drenaje quirdrgico, como una disminucién de IL6 o IL8,
relacionadas previamente con la progresién del tumor y consideradas como

dianas para nuevas terapias.

Por su parte, otros autores han estudiado el efecto biologico de la RIO utilizando
Unicamente muestras de débito de drenaje quirdrgico a las 48 horas desde la

cirugia mediante diferentes metodologias de estudio.

Zaleska et al.8? 90observaron que el débito del drenaje quirdrgico de las pacientes a
las que se les habia aplicado la RIO estimulaban en menor medida el desarrollo de
las células CD44+/CD24lw, mas agresivas, en comparaciéon con aquellas que no

habian recibido RIO.
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Por su parte, el grupo de Piotrowski et al.2 estudiaron el dafio producido en el
DNA en dos lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-468) y
observaron que éste era mediado por un efecto de vecindad que se objetivaba tras

la administracién de la RIO.

Ademads, en un reciente estudio publicado por Kulcenty et al.?3 9 se ha
determinado que el efecto que la cirugia tiene en la adquisicién de un fenotipo mas
agresivo en las células tumorales del cancer de mama relacionado con la transicién

epitelio-mesenquimal, se revierte tras la administracion de la RIO mediado por el

efecto de vecindad.

Grupo Tamafio Tipo de muestra  Objeto de estudio
muestral
Belletti et al.88 45 Suero preoperatorio Proteinas (IL6,
y drenaje quirargico  IL8, IL10, IL7,...)
24 horas
Zaleska et al.?° 44 Drenaje quirdrgico Células
48 horas CD44+/CD24low y
ALDH1
Zaleska et al.?0 42 Aspirado lecho miR-21, miR-155y
quirurgico 7 dias miR-221
Piotrowsky et al.?2 16 Drenaje quirdrgico Cambios DNA
48 horas mediante
marcadores
(YH2AX, cPARP,...)
Kulcenty et al.?3 43 Drenaje quirurgico Cambios DNA
48 horas mediante
marcadores
(CD24, ALDH, N-
cadherina,...)
Kulcenty et al.?* 43 Drenaje quirurgico RNA
48 horas (transcriptoma)

Tabla 43: Estudios previos. Elaboracion propia
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Las investigaciones anteriores sobre los mecanismos que la RIO tiene para alterar
el microambiente tumoral sugieren que éstos estan en relaciéon con una alteraciéon
en la expresion de las proteinas a nivel local que difieren significativamente entre
pacientes a las que solo se les ha realizado cirugia conservadora del cancer de
mama y aquellas a las que se les ha asociado RIO, como ya sefialaba el grupo de

Belletti en el estudio del débito del drenaje quirdrgico.88-94

Consideramos que los resultados obtenidos en la determinacién de las proteinas
analizadas en nuestro estudio arrojan resultados mas fiables al analizar las
muestras de cada paciente de forma individual y poder comparar las muestras
tanto de suero preoperatorio como a las 24 horas desde la cirugia, asi como las del

drenaje quirurgico a las 6 y 24 horas desde la cirugia.

Por otra parte, la mayoria de los estudios coinciden en que la complicaciéon mas
frecuente tras la aplicacion de la RIO es la fibrosis, por lo que se hace mandatorio
identificar marcadores que nos ayuden a predecirla.l: 9> 185 Diferentes autores
como Li et al.l6l, Boothe et al.162 o Scherer et al.186 sefialan a TGF-B como el
componente regulador principal desde fases iniciales de la fibrosis relacionada con
la radiacién, siendo activo tanto en suero como en drenaje quirturgico de las
pacientes. En este sentido, se formulé nuestro objetivo secundario consistente en
valorar si niveles elevados de TGF-3 en suero y drenaje quirdrgico después de la
cirugia conservadora asociada a RIO en pacientes con cancer de mama podria

servir como marcador temprano del desarrollo de fibrosis.

5.1 VALIDEZ DEL ESTUDIO

Previo a la discusiéon de los resultados obtenidos en el estudio, consideramos

importante discutir la validez del disefio del estudio empleado.

5.1.1 Seleccion de la muestra

Con el fin de probar los objetivos y aceptar la hip6tesis planteada, se realizé, como
ya se ha comentado previamente, un disefio especifico para el estudio con criterios
de inclusién y exclusion estrictos, que determinaron que tanto el grupo de casos

como el de controles cumplieran los mismos requisitos para su participacion.
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Segun la literatura revisada, otros trabajos publicados en la misma linea de
investigacion, no son tan estrictos en la aplicacion de los criterios de inclusion y
exclusion, lo que puede determinar que los grupos no sean comparables de una
manera tan fiable. El grupo de Zaleska et al.?? en su analisis del efecto de la RIO
sobre el débito de drenaje quirirgico mostraba un grupo de casos de pacientes a
las que se le habia aplicado la RIO con receptores hormonales de estrogeno y
progesterona positivos en el 100% de los casos frente a un 95% en el grupo
control en el que no se habia administrado RIO. Por su parte, HER2 era negativo en
el 100% de los casos, mientras que solo cumplia este criterio en el 90% de los

controles.

Por otra parte, en nuestro estudio, se excluyd a las pacientes con tumor primario
multiple o con enfermedades sistémicas benignas con conocida alteracion en las
vias moleculares de las proteinas analizadas, como fue el caso de una paciente con
enfermedad de Wernicke-Korsakoff, que puede presentar alteracion en la funcién

del sistema inmunolégico, principalmente en lo relativo a los linfocitos T.191

5.1.2 Inmunodeteccidon de proteinas

Todas las muestras fueron conservadas y analizadas por un unico equipo
investigador centralizado en el Servicio de Bioquimica Clinica del Hospital
Universitario Miguel Servet, manteniendo de la misma manera una homogeneidad
en las técnicas de inmunodeteccion de proteinas. Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado para considerarse especificas y se utilizaron controles

positivos y negativos, como marcan los cdnones de la investigacion cientifica.

5.1.3 Tamaio muestral

El tamafio muestral de nuestro estudio (n=60) se estableci6 mediante calculo
estadistico del nimero de pacientes necesarias para conseguir probar nuestros
objetivos, teniendo en cuenta las limitaciones econdmicas, éticas y técnicas en la
inmunodeteccion de proteinas que surgen por tratarse de un trabajo experimental
prospectivo. Sin embargo, nuestro estudio estd en consonancia con la mayoria de
trabajos publicados en la literatura que realizan analisis en suero o débito del

drenaje quirurgico, que varia de 16 a 45 pacientes.88-94
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5.2 DESCRIPCION GENERAL DE LA CASUISTICA

El presente estudio se plante6 como un estudio prospectivo multicéntrico dividido
en dos grupos comparativos con casos consecutivos de las pacientes a las que se
les sometio a una cirugia conservadora por cancer de mama asociada o no a RIO. Se
reclutaron un total de 60 pacientes, que se dividieron para conformar el grupo de
casos (aquellas que recibieron RIO) y el grupo de controles (con aplicacién

posterior de radioterapia convencional).

Todas las pacientes cumplieron los mismos criterios de inclusién y exclusion
propuestos en el disefio del estudio, y se analizaron segiin un formulario especifico
una serie de caracteristicas demograficas y clinicas del paciente, asi como
diagndsticas del cancer de mama, datos quirdrgicos, anatomopatoldgicos y
moleculares e inmunohistoquimicos, que concluyeron que los dos grupos eran

comparables, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Destaca el motivo de consulta que corresponde a n6dulo mamario en la mayoria de
las pacientes (93.33%) cuando lo esperable en este grupo con factores de buen
pronoéstico era que correspondiera a un hallazgo patologico en la mamografia de

cribado.

Por otro lado, cabe remarcar que aunque el estudio ganglionar preoperatorio de
todas las pacientes fue negativo, tras las realizacion de la BSGC, solo 21 pacientes
del grupo de controles (70%) y 20 pacientes del grupo de casos (66.67%),
obtuvieron un resultado finalmente negativo. En el resto de casos, el manejo
terapéutico de las pacientes se decidi6 basandose en la decision del comité de
tumores que sigue las recomendaciones vigentes de las diferentes sociedades
cientificas que se han descrito previamente. Sin embargo, estos datos no
supusieron una diferencia estadistica significativa entre los grupos que los hiciera

no comparables (p valor 0.3671).

Aunque nuestros datos de deteccion de ganglio centinela positivo son altos, estan
en concordancia con la literatura, que determina que la probabilidad de encontrar
un ganglio centinela afectado en pacientes con estadios precoces de cancer de

mama sin evidencia clinica de enfermedad ganglionar es del 20 al 30%.192,193
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5.3 RESPUESTA BIOLOGICA DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

El conocimiento que tenemos de los efectos biologicos que la RIO promueve en las
células tumorales y el microambiente tumoral de las pacientes con cancer de

mama es todavia limitado.

Sabemos que la cirugia desencadena un estado de inflamacién que se relaciona con
la promocién del tumor, aunque actualmente se considera a la inflamacién y a la

respuesta inmunitaria como procesos interconectados.

La RIO parece contrarrestar esos efectos negativos de la agresién quirurgica a
través de su interacciéon con el microambiente tumoral, postulandose que este
efecto es mayor al aplicarse en el sitio quirdrgico en el momento de la

intervencion.

Los estudios publicados previamente por el grupo de Belletti et al.88, Zaleska et
al.8% %0, Piotrowsky et al.?1 92 o kulcenty et al.?3 94 sugieren que el efecto que
produce la RIO se manifiesta en el débito del drenaje quirdrgico a nivel local con la
alteracion de la expresion de las citoquinas y otras proteinas del sistema
inmunolégico,y que pueden manifestarse asi mismo a nivel sistémico reflejadas en

las muestras de suero.

5.3.1 IL6elL8

Belletti et al.88 demostraron una disminuciéon de la expresién de IL6 e IL8 en
drenaje quirurgico tras la administracion de RIO que se relaciona con una menor
progresion del tumor, ya que estas citoquinas estan involucradas en la adquisicon
de las células cancerigenas de mayor motilidad y capacidad migratoria, por la
induccién de la EMT.125Ademads, la IL6 se ha relacionado previamente con la
activacion en las células tumorales de STAT3 y NGKkB, lo que conlleva la inhibicién
de la apoptosis de las mismas.137Segatto et al.1’1 demostraron que los fluidos de la
herida quirurgica en pacientes con cancer de mama estimulaban el desarrollo del
tumor, lo que no ocurria si se inhibia STAT3. Por su parte, Zaleska et
al.%%corroboraron que uno de los mecanismos por los que la RIO podia

contrarrestar el efecto de la agresion quirtrgica era la via IL6-STATS3.
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En consonancia con sus resultados, nuestro estudio muestra una disminucién
estadisticamente significativa de IL6 en la muestra obtenida del drenaje quirdrgico
a las 24 horas desde la cirugia (p valor 0.006). Ademds, mediante el analisis
multivariante se observa como en el grupo de pacientes que no reciben la RIO los
valores de IL6 se elevan de una forma estadisticamente significativa en la muestra
de drenaje obtenida a las 24 horas desde la cirugia respecto a la obtenida a las 6

horas, cosa que no ocurre si se recibe la RIO (p valor 0.0010).

Asi mismo, para los valores obtenidos para IL8 se observa que se produce una
disminucién estadisticamente significativa si se recibe la RIO tanto a las 6 como a
las 24 horas desde la cirugia (p valor <0.001). Ademas, se objetiva la misma
tendencia comentada para IL6, aunque en este caso no se alcanza la significacion

estadistica (p valor 0.0964).

Sin embargo, los valores determinados tanto para IL6 como para IL8 deben
analizarse con cautela ya que se han observado diferencias estadisticamente
significativas en los valores preoperatorios en suero (p valor 0.014 y 0.016

respectivamente).

5.3.2 CXCL10

Estudios previos han relacionado la expresion de proteinas como CXCL10 con un
mejor prondstico en pacientes diagnosticadas con cancer de mama, al promover la
infiltracién de linfocitos T CD8+ en el tumor.140-143 Sin embargo, segiin nuestro
conocimiento de la bibliografia publicada, no existe ningtin estudio con un disefio

que haga nuestros resultados comparables.

Nuestros resultados no alcanzan la significacion estadistica entre casos y controles
en las muestras obtenidas de suero a las 24 horas desde la cirugia (p valor 0.050),
sin embargo, muestran una tendencia al aumento de CXCL10 en suero que no se
observa en caso de no recibir la RIO que es estadisticamente significativa mediante

el analisis multivariante (p valor 0.0051).

Cabe destacar que los valores obtenidos en drenaje quirdrgico alcanzan
significaciéon estadistica (p valor <0.001), mostrando valores superiores en el

grupo control a las 6 y 24 horas desde la cirugia, y una disminucién con el paso del
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tiempo en ambos casos que no alcanza la significacion estadistica y que no

mostraria un beneficio en la lucha contra la progresién del tumor.

5.3.3 IL18y TNF-«a

Tanto IL18 como TNF-a se han relacionado previamente con un estado
proinflamatorio que promueve la EMT y la mayor capacidad migratoria de las
células tumorales, asi como la progresion del tumor via STAT3, que conlleva la
inhibicion de la apoptosis de dichas células. 125 137Dong et al.168observaron esta

EMT a través de TNF-a en células de cAncer de mama.

A pesar de ello, son fieles representantes de la creencia actual de que la
inflamacion y la respuesta inmunitaria son procesos conectados, desencadenando
la induccién de la respuesta inmune en diferentes momentos del desarrollo del
tumor.104 128135 Destaca su papel como mediadores en la respuesta por muerte
celular inmunogénica provocada por la aplicacién de la radioterapia que conlleva
la activacidén de las células dendriticas y procesamiento de antigenos derivados del
tumor, la disminucién de citoquinas inmunosupresoras como IL10 y la secrecién

de quimiocinas como CXCL10.140-143

Los resultados obtenidos para IL1p en suero en el presente estudio se considera
que no tienen significacion clinica ya que se partia de unos valores preoperatorios

dispares (p valor <0.001).

Aunque en los valores obtenidos para IL1f3 en drenaje quirirgico no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles a las 6 y 24
horas desde la cirugia (p valores 0.073 y 0.307 respectivamente), en el analisis
multivariante se observa que, en el caso de las pacientes que reciben RIO, los
valores se mantienen estables con el paso del tiempo, medianas de 37.2 pg/ml y
40.7 pg /ml a las 6 y 24 horas desde la cirugia respectivamente, mientras que en
los controles se produce un aumento significativo de la mediana de 19.55 pg/ml a
56.7 pg/ml a las 6 y 24 horas desde la cirugia respectivamente, que alcanza la
significacion estadistica ( p valores 0.0025 y 0.0285). Por lo tanto, al aplicarse la

RIO, el ascenso en los valores de IL1f3 en drenaje es menor.
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Sin embargo, en el caso de TNF-a se objetiva un aumento significativo de los
niveles en drenaje a las 24 horas desde la cirugia (p valor 0.003), que se
corroboran en el andlisis multivariante, observando que mientras las pacientes que
reciben la RIO experimentan un aumento significativo de TNF-a con el tiempo, en
las pacientes que no la reciben, se produce una disminucién (p valores 0.0150 y

0.0124 respectivamente).

En el andlisis de TNF- a en suero se observa que previamente a la aplicacién de la
RIO no habia diferencias entre los grupos y posteriormente se establecen estas
diferencias (p valor 0.371 y 0.019 respectivamente). El grupo de pacientes a las
que se aplica la RIO mantiene valores estables, mientras que el que no la recibe
expresa una disminucion de la mediana y un aumento de la variabilidad de los

datos (p valor 0.0433).

5.3.4 TGE-8

Aunque para los valores obtenidos para TGF-B en suero preoperatorio hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, a diferencia de otras
proteinas, las diferencias de magnitud a las 24 horas desde la cirugia consideramos
que son suficientemente importantes como para no verse alteradas por estos
valores iniciales, que pueden ser atribuidos a la variabilidad propia de cada
paciente, ya que no se han observado diferencias estadisticas significativas entre

ambos grupos.

Numerosos estudios han relacionado a TGF-f con la induccién de un estado
inmunosupresor que promueve el desarrollo del tumor.140. 141 Nuestro estudio
arroja resultados tanto en suero como en débito de drenaje quirturgico a las 24
horas desde la cirugia significativamente mayores en las pacientes que reciben RIO
(p valor <0.001), destacando que estos valores se elevan a expensas de un grupo
sefialado de pacientes. Estos datos pueden ser considerados negativos para la
alteracion de la respuesta inmunoldgica y se han relacionado, como se discutira

mas adelante, con el desarrollo de fibrosis.
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A pesar de que deben realizarse mas estudios para que seamos capaces de
comprender las complejas interacciones que se producen en el desarrollo del
tumor, nuestros resultados estan en consonancia con los previos, encontrando una
respuesta biologica causada por la RIO, la cual se ha objetivado a través de la
alteracion de la expresion de las diferentes proteinas tanto en débito de drenaje

quirdrgico como en suero.

5.4 VALORACION DE FIBROSIS

La complicaciéon mas frecuente tras la cirugia conservadora del cancer de mama
asociada a RIO es la fibrosis segun la mayoria de grupos, por lo que se hace

mandatorio identificar marcadores que nos ayuden a predecirla.l 95185

El grupo de Li et al.161, como se ha comentado previamente, establecié que valores
superiores de TGF-f a 96 pg/ml en suero después de la cirugia y previo a la
radioterapia tenian una sensibilidad del 76% y una especificidad del 74% para el
desarrollo de fibrosis. Ademas, estos valores pueden ser atribuidos a la
predisposicion del propio individuo sin verse afectados por las células tumorales,
ya que todas las pacientes presentaban estadios iniciales de cancer de mama. A
pesar de los datos, no encontraron relacion de los niveles de TGF-f con la
aplicacion de la radioterapia. En esta misma linea, el grupo de Boothe et al.162

apoya sus resultados.

En nuestro estudio, sin embargo, hemos observado como el grupo de pacientes que
reciben la RIO presentan valores de TGF-f3 en suero significativamente mayores
que aquellas a las que solo se les someti6 a cirugia conservadora del cancer de
mama, considerando que dicha alteracién es consecuencia de la RIO (p<0.001).
Por otro lado, cabe destacar, que en 8 de las pacientes los niveles obtenidos son
superiores a 1000pg/ml. Este hallazgo esta en consonancia con la bibliografia, ya
que nuestras pacientes presentaban estadios iniciales de cancer de mama con
tumores pequeiios, por lo que podemos atribuir dicha alteracién a la variabilidad
genética del individuo!63, lo que haria a este grupo de pacientes especialmente
susceptibles de ser elegidas para planificacién del tratamiento posterior con el fin

de prevenir la fibrosis.
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De la misma forma, cabe destacar que los valores objetivados de TGF-f3 en suero
preoperatorio pueden ser atribuidos igualmente a la variabilidad genética del
individuo, ya que no se han observado diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. Aunque se deben realizar mas estudios, consideramos que las
diferencias de magnitud halladas en los resultados de TGF-f3 a las 24 horas desde la
cirugia son suficientemente considerables como para no verse alteradas por estos

valores iniciales.

En cuanto al estudio del débito de drenaje quirurgico, en concordancia con la
literatura publicada, no se han objetivado diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de TGF-f3 por el hecho de aplicar la RIO a las 6 horas
desde la cirugia, pero del mismo modo que el grupo de Scherer et al.18¢ se han
hallado valores elevados que previamente se han relacionado con fibrosis. Sin
embargo, en el presente estudio, si que se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas cuando han pasado 24 horas desde la cirugia

asociada a RIO (p <0.001).

Por otra parte, segiin nuestro conocimiento de la bibliografia publicada, este es el
primer estudio que compara los valores de TGF-f3 en pacientes a las que se les ha
sometido a cirugia conservadora del cancer de mama asociada a RIO o no
respectivamente en muestras de suero y de débito del drenaje, objetivando
diferencias entre los grupos sin que estos hallazgos se vean alterados por el tipo de

muestra a las 24 horas desde la cirugia (p 0.5881).

Debido a los valores elevados determinados en un total de 10 pacientes en
muestras de suero y débito del drenaje quirdrgico de TGF-f, se realiz6 una
valoracién clinica de las mismas segun la escala SOMA/LENT para valoracion de la
fibrosis (tabla 14), considerada la mas ampliamente utilizada por la mayoria de
grupos, tras 24 meses desde la cirugia. Los resultados de dicha valoracién
mostraron alteraciones en grado variable en 7 de las 10 pacientes valoradas. Cabe
destacar que 2 de esas pacientes habian recibido, posteriormente al tratamiento
con RIO, radioterapia externa. Aunque dichos resultados deben analizarse con
cautela por tratarse de hallazgos puramente descriptivos, orientan hacia un papel
importante de la valoracion inicial de TGF-f3 en la fibrosis tras la aplicacion de la
RIO.
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Por tanto, aunque deben realizarse mas estudios, valores elevados de TGF-3 en las
pacientes con cancer de mama a las que se les realiza cirugia conservadora

asociada a RIO pueden predecir el riesgo de fibrosis.

5.5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Nuestro estudio tiene varias limitaciones que deben tenerse en cuenta en la

interpretacién de los resultados presentados.

La principal limitacién, al igual que en la mayoria de estudios publicados,
principalmente los de corte experimental, es el tamafio muestral. No obstante,
nuestro trabajo esta en consonancia con otras series publicadas en la literatura en

las que se ha propuesto comprobar la respuesta biologica de la RI10.88-94

A pesar de tratarse de un estudio prospectivo multicéntrico, ha sido un estudio no
randomizado-no aleatorizado, por lo que es posible que se hayan producido ciertas
limitaciones o sesgos de seleccion. Sin embargo, la adecuacién ética al
cumplimiento de los criterios establecidos para la aplicacion de la RIO en la

realizacion del estudio justifica este punto.

Por otro lado, la centralizacion de esta patologia en Unidades de Mama de centros
referencia en los que se dispone de la tecnologia utilizada en la aplicacién de la RIO
y del equipo multidisciplinar entrenado para ello, hace que la generalizacion de
nuestros resultados a hospitales de menor tamafio esté en cierta forma sesgada, lo

que se traduce en una menor validez externa.

Otra limitacién fue la pérdida de muestras en lo relativo al débito de drenaje
quirdrgico que solo se pudo recoger en el 78.33% de las pacientes a las 6 horas
desde la cirugia y en el 80% de las pacientes a las 24 horas desde la cirugia.
Consideramos que estas proporciones obtenidas son aceptables segin la
naturaleza del estudio planteado, aunque suponen un punto de mejora para

futuros estudios.

Por ultimo, ha existido una limitacién principalmente econémica a la hora de

ampliar el nimero de proteinas estudiadas que estan involucradas en la respuesta
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del sistema inmunolégico tras la aplicacion de la RIO, asi como el numero de
muestras recogidas en cada paciente. Cabe destacar que otras series como la de
Piotrowski et al.?2 recogen muestras de débito de drenaje quirdrgico a las 48 horas

de la cirugia, lo que conlleva mayor tiempo de evolucién de la respuesta biolégica.

5.6 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

La importancia que la respuesta del sistema inmunolégico tiene en el desarrollo
del tumor, asi como la influencia que las nuevas terapias como la RIO tienen en la

misma, es objeto de estudio para la investigacion actual.88-94

A pesar de las limitaciones planteadas previamente para nuestro estudio, el trabajo
tiene validez y nos ha permitido alcanzar los objetivos planteados. Sin embargo,
teniendo en cuenta el tamafio muestral, consideramos que el siguiente paso, para
seguir comprendiendo la respuesta biologica del sistema inmunolégico tras la
aplicacion de la RIO por nuestro grupo, debe de ser la ampliacion del nimero de
pacientes reclutadas, asi como del nimero de proteinas estudiadas y de las
muestras recogidas con diferentes tiempos de evoluciéon desde la aplicacién del

tratamiento.

Ademas, otro punto de mejora para futuras investigaciones puede ser la aplicacion
de criterios de exclusibon mas estrictos que hagan los grupos si cabe mas

equiparables, eliminando a las pacientes con afectacion ganglionar tras la BSGC.

Consideramos, por otro lado, que deberian plantearse mas estudios en la linea de
comparar la influencia que la RIO tiene en el sistema inmunoldgico respecto al
tratamiento radioterapico convencional, y no solo como mecanismo

compensatorio de la agresion quirtirgica en el momento de la cirugia.

El conocimiento de los mecanismos de respuesta del sistema inmunoldgico a la
aplicacion de la RIO en pacientes con cdncer de mama puede suponer el desarrollo
de nuevas terapias que ya han demostrado sus beneficios en otras patologias. La
revista Science denomind a la “Inmunoterapia del cancer” como la revelacion del
afio 2013, en reconocimiento a los avances logrados principalmente en lo relativo a

la terapia del melanoma. Los tratamientos de inmunoterapia intensifican la
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capacidad del sistema inmunoldgico para luchar contra el cancer, estimulando sus
componentes antitumorales o bloqueando mecanismos de escape del tumor. Su
uso en combinacién con otras terapias como la radioterapia, estd mejorando los
resultados y se encuentra en estudio actualmente. Ademas, algunas de las
proteinas analizadas en el presente trabajo como TNF-a, se han evaluado como
diana terapéutica para control del cancer, coincidiendo con la comercializacién de
farmacos anti-TNF indicados en enfermedades inflamatorias, con resultados
prometedores como la disminucién de IL6, pero que precisan de mas lineas de

investigacion en el futuro. 97,194,195

Por otra parte, el efecto que la aplicacion de la RIO tiene sobre TGF-, como
marcador temprano del desarrollo de fibrosis, precisa de la realizacién de mas
estudios al respecto que nos hagan comprender sus mecanismos de accién para
contrarrestar el efecto profibrético sin comprometer el control tumoral. La
inhibicion de TGF-3 después de la cirugia a nivel local puede ser una opcion viable
como ya se ha demostrado en la cirugia del glaucoma utilizando el anticuerpo

lerdelimumab mediante inyecciéon subconjuntival después de la cirugia.l88
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6. CONCLUSIONES

1. Laradioterapia intraoperatoria modifica la respuesta bioldgica en pacientes
con cancer de mama. Las alteraciones del sistema inmunoldgico se
manifiestan tanto en suero como en débito del drenaje quirturgico alas 6y
24 horas desde la cirugia. A pesar de que se deben desarrollar mas lineas de
investigacion, se ha objetivado en las pacientes tratadas con esta terapia
una disminucioén significativa de IL6 e IL8, asi como un aumento de CXCL10

favorable para la lucha contra la progresion del tumor.

2. La complicacion mas frecuente de la radioterapia intraoperatoria es la
fibrosis, cuyo componente regulador principal, TGF-3, podria servir como
marcador temprano del riesgo de desarrollo de la misma. Se han
determinado valores elevados de TGF-$ en suero y débito del drenaje
quirugico a las 24 horas desde la cirugia de las pacientes tratadas con
radioterapia intraoperatoria significativamente superiores a aquellas que
no la recibieron. Estas diferencias no se modifican independientemente del

tipo de muestra que se utilice, suero o débito del drenaje quirargico.
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8. ANEXOS
8.1 ANEXO I: Grupo estadio prondstico

El grupo
Estadio

Y HER2 es... Prondstico

Y ER es...

Cuando T es...

Tis NO MO | 1-3 | Cualquiera | Cualquiera | Cualquiera 0
T1 NO MO | 1 Positivo Cualquiera | Cualquiera 1A
T1 NO MO | 1-2 | Negativo Positivo Positivo 1A
T1 NO MO | 2 Positivo Positivo Positivo IA
T1 NO MO | 3 Positivo Positivo Cualquiera 1A
TO-1 N1mi MO | 1 Positivo | Cualquiera | Cualquiera 1A
TO0-1 N1mi MO | 1-2 | Negativo Positivo Positivo IA
T0-1 N1mi MO | 2 Positivo Positivo Positivo IA
TO-1 N1mi MO | 3 Positivo Positivo Cualquiera 1A
T1-2 | NO | MO | 1-3 | Negativo | Positivo | Cualquiera | IA
T1 NO MO | 1 Negativo Positivo Negativo IB
T1 NO MO | 1 Negativo Negativo Positivo IB
T1 NO MO | 2 Positivo Positivo Negativo IB
T1 NO MO | 2 Positivo Negativo Cualquiera IB
T1 NO MO | 2 Negativo Negativo Positivo IB
T1 NO MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera IB
T1 NO MO | 3 Negativo Positivo Positivo IB
TO-1 N1mi MO | 1 Negativo Positivo Negativo 1B
T0-1 N1mi MO | 1 Negativo Negativo Positivo IB
TO-1 N1mi MO | 2 Positivo Positivo Negativo IB
TO0-1 N1mi MO | 2 Positivo Negativo Cualquiera IB
T0-1 N1mi MO | 2 Negativo Negativo Positivo IB
TO-1 N1mi MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera IB
TO0-1 N1mi MO | 3 Negativo Positivo Positivo IB
T2 NO MO | 1-3 Positivo Positivo Positivo IB
T2 NO MO | 1-2 | Negativo Positivo Positivo IB
T1 N1 MO | 1-3 Positivo Positivo Positivo IB
T1 N1 MO | 1-2 | Negativo Positivo Positivo IB

Tabla adaptada deHortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi CJ, Edge SB, Mittendorf EA,
Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual [Internet]. 8th ed. Chicago:
Springer International Publishing; 2017 [cited 2020 Jan 3]. p. 58
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El grupo
CuandoTes.. YNes.. M YO yHERzes..| YERes.. YPRes... Estadio
.. ©s.. Pronostico

es...
T2 N1 MO | 1 Negativo Positivo Positivo IB
T2 N1 MO | 2 Positivo Positivo Positivo IB
TO-2 | N2 | MO][1-2]| Positivo | Positivo | Positivo | IB
T3 N1-2 MO | 1 Positivo Positivo Positivo IB
T3 N1-2 MO | 2 Positivo Positivo Positivo IB
T1 NO MO | 1 Negativo Negativo Negativo [1A
T1 NO MO | 2 Negativo Negativo Negativo I1A
T1 NO MO | 3 Negativo Positivo Negativo 1A
T1 NO MO | 3 Negativo Negativo Positivo [T1A
T1 NO MO | 3 Negativo Negativo Negativo [1A
TO0-1 N1mi MO | 1 Negativo Negativo Negativo IT1A
T0-1 N1mi MO | 2 Negativo Negativo Negativo [1A
TO-1 N1mi MO | 3 Negativo Positivo Negativo I1A
TO0-1 N1mi MO | 3 Negativo Negativo Positivo IT1A
TO-1 N1mi MO | 3 Negativo Negativo Negativo [1A
TO0-1 N1 MO | 1 Positivo Positivo Negativo 1A
TO0-1 N1 MO | 1-2 | Positivo Negativo Cualquiera 1A
T0-1 N1 MO | 1 Negativo Positivo Negativo [1A
TO-1 N1 MO | 1 Negativo Negativo Positivo I1A
TO0-1 N1 MO | 3 Negativo Positivo Positivo 1A
T2 NO MO | 1 Positivo Positivo Negativo I1A
T2 NO MO | 1-2 | Positivo Negativo Cualquiera I1A
T2 NO MO | 1 Negativo Positivo Negativo [1A
T2 NO MO | 1 Negativo Negativo Positivo [1A
T2 NO MO | 3 Negativo Positivo Positivo 1A
TO-2 | N2 | MO| 1 | Negativo | Positivo | Positivo | 11A
T3 | N1-2 | MO| 1 | Negativo | Positivo | Positivo | 1A

Tabla(continuacion) adaptada deHortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi CJ, Edge SB,
Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual [Internet]. 8th
ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited 2020 Jan 3]. p. 58
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El grupo
CuandoTes.. YNes.. M YO yHER2es.. YERes.. YPRes... Estadio
e es Prondstico

es...

TO0-1 N1 MO | 1 Negativo Negativo Negativo I1B
TO-1 N1 MO | 2 Positivo Positivo Negativo [1B
T0-1 N1 MO | 2 Negativo Positivo Negativo 11B
TO-1 N1 MO | 2 Negativo Negativo Positivo [1B
TO-1 N1 MO | 3 Positivo Positivo Negativo [1B
T0-1 N1 MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera 11B
T2 NO MO | 1 Negativo Negativo Negativo [1B
T2 NO MO | 2 Positivo Positivo Negativo 11B
T2 NO MO | 2 Negativo Positivo Negativo [1B
T2 NO MO | 2 Negativo Negativo Positivo I1B
T2 NO MO | 3 Positivo Positivo Negativo [1B
T2 NO MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera [1B
T2 N1 MO | 1 Positivo | Cualquiera | Cualquiera IIB
T2 N1 MO | 1 Negativo Negativo Positivo 11B
TO-2 N2 MO | 2 Negativo Positivo Positivo [1B
TO-2 N2 MO | 3 Positivo Positivo Positivo [1B
T3 N1-2 MO | 2 Negativo Positivo Positivo I1B
T3 N1-2 MO | 3 Positivo Positivo Positivo I1B
TO-1 N1 MO | 2 Negativo Negativo Negativo I1TIA
TO0-1 N1 MO | 3 Negativo Positivo Negativo I1IA
T0-1 N1 MO | 3 Negativo Negativo Cualquiera [TIA
T2 NO MO | 2 Negativo Negativo Negativo I1IA
T2 NO MO | 3 Negativo Positivo Negativo [T1IA
T2 NO MO | 3 Negativo Negativo Cualquiera ITIA
T2 N1 MO | 1 Negativo Positivo Negativo I1IA
T2 N1 MO | 2 Positivo Negativo Negativo ITIA
T2 N1 MO | 2 Negativo Positivo Negativo I1TIA
T2 N1 MO | 3 Positivo Positivo Negativo I1IA
T2 N1 MO | 3 Positivo Negativo Negativo [TIA

Tabla(continuacién) adaptada deHortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi CJ, Edge SB,
Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual [Internet]. 8th

ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited 2020 Jan 3]. p. 58
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El grupo

Cuando Tes..  YNes... YG  YHERZes.. YERes.. Y PRes... ymilic
eS... es... Prondstico

es..

T3 NO MO | 1 Negativo Positivo Negativo I1IA
T3 NO MO | 2 Positivo Negativo Negativo I1IA
T3 NO MO | 2 Negativo Positivo Negativo [TIA
T3 NO MO | 3 Positivo Positivo Negativo I1TA
T3 NO MO | 3 Positivo Negativo Negativo I1IA
TO-2 N2 MO | 1 Positivo Positivo Negativo I1TA
TO-2 N2 MO | 1 Positivo Negativo Cualquiera I1IA
TO-2 N2 MO | 1 Negativo Positivo Negativo [TIA
TO-2 N2 MO | 1 Negativo Negativo Positivo I1TA
TO-2 N2 MO | 2 Positivo Positivo Negativo I1IA
TO-2 N2 MO | 2 Positivo Negativo Cualquiera I1IA
T3 N1-2 MO | 1 Positivo Positivo Negativo I1TA
T3 N1-2 MO | 1 Positivo Negativo Cualquiera I1IA
T3 N1-2 MO | 1 Negativo Positivo Negativo I1IA
T3 N1-2 MO | 1 Negativo Negativo Positivo I1TA
T3 N1-2 MO | 2 Positivo Positivo Negativo I1IA
T3 N1-2 MO | 2 Positivo Negativo Cualquiera [TIA
T4 NO-2 MO | 1 Negativo Positivo Positivo I1IA
Cualquiera N3 MO | 1 Negativo Positivo Positivo I1IA
T2 N1 MO | 1-2 | Negativo Negativo Negativo ITIB
T2 N1 MO | 3 Negativo Positivo Negativo I1IB
T3 NO MO | 1-2 | Negativo Negativo Negativo I1IB
T3 NO MO | 3 Negativo Positivo Negativo I1IB
TO-2 N2 MO | 2 Negativo Positivo Negativo [11B
TO-2 N2 MO | 2 Negativo Negativo Positivo I1IB
TO-2 N2 MO | 3 Positivo Positivo Negativo I1IB
TO-2 N2 MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera I1IB
TO-2 N2 MO | 3 Negativo Positivo Positivo I11B
T3 N1-2 MO | 2 Negativo Positivo Negativo I1IB
T3 N1-2 MO | 2 Negativo Negativo Positivo ITIB
T3 N1-2 MO | 3 Positivo Positivo Negativo I1IB
T3 N1-2 MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera [11B
T3 N1-2 MO | 3 Negativo Positivo Positivo [11B

Tabla (continuacién) adaptada deHortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi CJ, Edge SB,
Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual [Internet]. 8th
ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited 2020 Jan 3]. p. 58
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Cuando T es...

Y N es...

YG
es

Y HER2 es...

Y ER es...

Cristina Vallejo Bernad

Y PR es...

El grupo

Estadio
Pronéstico
es...
I1IB

T4 NO-2 MO | 1 Positivo Cualquiera | Cualquiera
T4 NO-2 MO | 2 Positivo Positivo Positivo I1IB
T4 NO-2 MO | 2 Negativo Positivo Positivo [11B
T4 NO-2 MO | 3 Positivo Positivo Positivo ITIB
Cualquiera N3 MO | 1 Positivo | Cualquiera | Cualquiera I1IB
Cualquiera N3 MO | 2 Positivo Positivo Positivo [1IB
Cualquiera N3 MO | 2 Negativo Positivo Positivo I1IB
Cualquiera N3 MO | 3 Positivo Positivo Positivo [11B
T2 N1 MO | 3 Negativo Negativo Cualquiera ITIC
T3 NO MO | 3 Negativo Negativo Cualquiera [1IC
TO-2 N2 MO | 2 Negativo Negativo Negativo I1IC
TO-2 N2 MO | 3 Negativo Positivo Negativo [11C
TO-2 N2 MO | 3 Negativo Negativo Cualquiera [1IC
T3 N1-2 MO | 2 Negativo Negativo Negativo [11C
T3 N1-2 MO | 3 Negativo Positivo Negativo [1IC
T3 N1-2 MO | 3 Negativo Negativo Cualquiera I1IC
T4 NO-2 MO | 1 Negativo Positivo Negativo [11C
T4 NO-2 MO | 1 Negativo Negativo Cualquiera I1IC
T4 NO-2 MO | 2 Positivo Positivo Negativo I1IC
T4 NO-2 MO | 2 Positivo Negativo Cualquiera [11C
T4 NO-2 MO | 2 Negativo Positivo Negativo I1IC
T4 NO-2 MO | 2 Negativo Negativo Cualquiera I1IC
T4 NO-2 MO | 3 Positivo Positivo Negativo [11C
T4 NO-2 MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera [11C
T4 NO-2 MO | 3 Negativo | Cualquiera | Cualquiera I11C
Cualquiera N3 MO | 1 Negativo Positivo Negativo [11C
Cualquiera N3 MO | 1 Negativo Negativo Cualquiera [1IC
Cualquiera N3 MO | 2 Positivo Positivo Negativo I1IC
Cualquiera N3 MO | 2 Positivo Negativo Cualquiera I11C
Cualquiera N3 MO | 2 Negativo Positivo Negativo I1IC
Cualquiera N3 MO | 2 Negativo Negativo Cualquiera [1IC
Cualquiera N3 MO | 3 Positivo Positivo Negativo [11C
Cualquiera N3 MO | 3 Positivo Negativo Cualquiera I1IC
Cualquiera N3 MO | 3 Negativo | Cualquiera | Cualquiera I1IC

Tabla(continuacién) adaptada deHortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi CJ, Edge SB,
Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual [Internet]. 8th
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CuandoTes.. YNes.. M YO yHERzes.. YERes.. YPRes... Estadio
€s... | es.. Prondstico
es...
. Cualqui . : :
Cualquiera T ua c11\1u1era M1 | 1-3 | Cualquiera | Cualquiera | Cualquiera IV

Tabla(continuacién) adaptada deHortobagyi GN, Connolly JL, D’Orsi CJ, Edge SB,
Mittendorf EA, Rugo HS, et al. Breast. In: AJCC Cancer Staging Manual [Internet]. 8th
ed. Chicago: Springer International Publishing; 2017 [cited 2020 Jan 3]. p. 58
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8.2 ANEXO 11

salud jrin | e

Universitaria
Lozano Blesa

MODELO DE CONSENTIMIENTO

Titulo del estudio:
“Analisis protedmico de biomarcadores en pacientes con cancer de mama tratado
con cirugia conservadora y radioterapia intraoperatoria”

Yo, (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)
Comprendo que la participacion de es voluntaria.
Comprendo quepuedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Se ha dado toda la informacién pertinente adaptada a mi nivel de entendimiento y
estoy de acuerdo en patrticipar.

Y presto mi conformidad con participar en el estudio.

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:

193



Anexos

8.3 ANEXO III

salud yizelSenet

P

MODELO DE CONSENTIMIENTO DEL REPRESENTANTE LEGAL

Titulo del estudio:
“Analisis protedmico de biomarcadores en pacientes con cancer de mama tratado
con cirugia conservadora y radioterapia intraoperatoria”

Yo, (nombre y apellidos)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)
Comprendo que la participaciéon de (nombre del participante) es voluntaria.
Comprendo que (nombre del participante) puede retirarse del estudio:

12 Cuando quiera
22 Sin tener que dar explicaciones.
32 Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

En mi presencia se ha dado a (nombre del participante), toda la informacion
pertinente adaptada a su nivel de entendimiento y esta de acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad con que (nombre del participante) participe en el
estudio.

Firma del Representante Firma del Investigador

Nombre: Nombre:

Fecha: Fecha:
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8.4 ANEXO IV

Informe Dictamen Favorable

E&% cr. - CLMI7ons

Lo c e 21 de Junio de 2017

Difa. Maria Gonzélez Minjos, Secretaria del CEIC Aragdn (CEICA)

CERTIFICA
19, Que el CEIC Aragon (CEICA) en su reunion del dia 21/06/2017, Acta N* 1272017 ha evaluado la propuesta del
Trabajo:

Titulo: Andlisis protedmico de blomarcadores en pacientes con chncer de mama tratado con drugla
conservadora y radioterapia Intraoperatoria.

Alumno! Cristina Vallejo Bernad
Directora: M® Carmen Casamayor Franco

Centro de reallizacléon: HU Miguel Servet
Versién protocolo: mayo/2017,
Versién Documento de Informacion y consentimiento: Versién 02 / 26/05/2017
29, Considera que
- El proyecto se plantea sigukendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de Julo, de [nvestigaciin Biomédica y los
principlos éticos aplicables.
Fl Tutor/Director garantiza ka confidenclalidad de la informacion, la obtencidn del consentimiento informado, of
mmpumlentodelaLOPDylnmremmMndcmmmmmmmmwm

39, Por 1o que este CEIC emite DICTAMEN FAVORABLE a la realizacién del proyecto.

Lo que fitmo en Zaragoza, a 21 de junio de 2017

o

Maria Gonzblez Hinjos
Secretarla del CEIC Aragén (CEICA)

Pigna 1de )
Tel. 076 71 4857 Fax. 976 71 55 54  Correo electrdnico mgonzalesh.coicGaragon.es
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