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1.1. - EPIDEMIOLOGIA.

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente entre las mujeres
de casi toda Europa, Norteamérica, la mayoria de Hispanoamérica y
Australasia’. Es la primera causa de muerte por cancer en la mujer en los
paises industrializados, pasando a un segundo plano tras el cancer de cérvix
uterino en los paises latinoamericanos y africanos, y tras el cancer gastrico
en los paises asiaticos. A nivel mundial se estima un numero de casos
nuevos de 720.000 cada ano, lo que representa el 20% de todos los casos
de cancer. En muchas de estas poblaciones es la causa de muerte mas
frecuente en las mujeres entre 35 y 55 afos y, entre las mujeres menores de
50 afos es casi tan comun como todos los canceres juntos en el hombre. En
los diversos registros de tumores del mundo, las tasas de incidencia oscilan
entre 75-80 nuevos casos por 100.000 mujeres/ano (Hawai, Canada,
California) a cifras entre 11 y 13 nuevos casos por 100.000 mujeres/afio
(Polonia, Japdn)**. En Norteamérica constituye el 27% de las neoplasias de
la mujer y causa el 18% de la mortalidad por cancer de la mujer’. En
Espafa, la incidencia estandarizada por edad para la poblacion mundial
varia entre unos 34,7 casos por cada 100.000 mujeres/ano en el Registro de
Zaragoza al 47,4 y 48,2 de los Registros de Tarragona y Girona**°. La tasa
de mortalidad en nuestro medio es relativamente baja, siendo de 16,67
casos por 100.000 mujeres en el Vallés Occidental, de 18,79 en Catalunya y
oscilando entre 16 y 20 en diferentes comunidades autdbnomas, lejos todavia

de la tasa cercana a 30 por 100.000 mujeres de Gran Bretaiia o Suiza®.

Utilizando los datos de Tarragona, Girona y el Vallés, se puede
estimar el impacto global del cancer de mama en nuestro entorno. Segun
este calculo, se diagnostican anualmente en Catalunya unos 2.600 casos
nuevos de canceres de mama”®. De ellos, la mitad moriran a consecuencia

de la enfermedad en un intervalo de 7-8 afos?.
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La incidencia del cancer de mama esta creciendo en la mayoria de los
paises a una tasa de un 2% por afo. Los mayores aumentos se estan
produciendo en areas donde el riesgo de cancer de mama era inicialmente
bajo’, ya que en los paises industrializados este aumento en la incidencia
refleja probablemente el efecto de las campafas de deteccidon precoz®. En
los ultimos 20 afos, la probabilidad de desarrollar cancer de mama a lo largo
de la vida de una mujer del mundo occidental ha pasado de ser un caso
entre 20 mujeres a un caso entre 11-12 mujeres?, en Catalunya este riesgo
es menor, evaluandose en un caso entre 19 mujeres’®. El riesgo de morir por
cancer de mama también se ha incrementado en la ultima década, en este
caso mas modestamente, pasando de un caso entre 30 mujeres a un caso

entre 28 mujeres®, indicando una tendencia a la estabilizacion.

1.2. - HISTORIA NATURAL.

El comportamiento clinico del cancer de mama se caracteriza por una
larga historia natural y por una marcada heterogeneidad entre las pacientes.
El cancer de mama esta dentro de los tumores de crecimiento mas lento, en
donde las fases preclinicas de la enfermedad y las fases clinicas tras el
tratamiento inicial e incluso tras la aparicion de metastasis pueden ser
medidas en afos. En un extremo del espectro, un subgrupo de pacientes
(aproximadamente un 60%) presenta una tasa de mortalidad anual del 2%,
mientras que en el extremo contrario hay una poblacion de pacientes con
una enfermedad mucho mas agresiva, con una tasa de mortalidad anual del
25%".

El crecimiento del cancer primario de mama a través de la mama se
produce por infiltracion directa hacia el interior del parénquima mamario, a
través de los ductos y a través de los vasos linfaticos de drenaje. En un

porcentaje muy importante de casos, la neoplasia puede ser multifocal a
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pesar de presentarse como un solo tumor primario'. El tamafo clinico del
tumor primario se correlaciona de una manera importante con el prondstico,
con una relacion directa entre el tamafo tumoral y la probabilidad de

metastasis''.

Los lugares de afectacién locorregional mas frecuentes son los
ganglios linfaticos axilares, supraclaviculares y mamarios internos. La region
axilar es la zona de drenaje linfatico mas importante y aproximadamente la
mitad de las enfermas con cancer de mama evidente clinicamente tienen
afectacion histolégica de los ganglios axilares; este porcentaje va
disminuyendo paulatinamente en la ultima década gracias a los programas
de diagnodstico precoz. La probabilidad de afectacion esta en relacion
directa con el tamafio tumoral, pero incluso en tumores de tamafio inferior a
5 mm el riesgo de afectacion axilar puede llegar al 20%'". La afectacion
histologica axilar tiene una gran correlacion con el pronostico en el cancer de
mama; las pacientes sin afectacion axilar tienen tasas de supervivencia
marcadamente mejores que los pacientes con ganglios axilares afectos; en
varias series importantes, la supervivencia a 10 afios es del 65-80% para el
grupo de ganglios negativos frente al 25-48% para el grupo de ganglios
positivos''®. En este Ultimo grupo, el prondstico declina progresivamente al
aumentar el nimero de ganglios positivos™, sin embargo, como una division
practica, se divide a los pacientes en subgrupos: 1 a 3 ganglios positivos, 4

a 9 ganglios positivos y mas de 10 ganglios positivos.

Aproximadamente un 20% de las pacientes tienen afectacion de los
ganglios de la cadena mamaria interna, siendo mas frecuente en los casos
con afectacion axilar®; la afectacion supraclavicular se asocia con la
afectacion axilar importante, conllevando un pronostico grave, por lo que la

ultima clasificacion TNM la categoriza como metastasis a distancia.

La afectacion metastasica del cancer de mama puede afectar a

muchos organos. Estudios realizados en series necropsicas muestran que
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los érganos mas frecuentemente afectados son el pulmén (59-69%), hueso
(568-65%) y ganglios linfaticos (72-76%); con menor frecuencia se afectan

pleura, piel, SNC, rifién, bazo, ovario y pericardio™.

1.3. - PARADIGMAS DEL CANCER DE MAMA. INFLUENCIA
EN LA EVOLUCION DE LOS TRATAMIENTOS.

Hasta finales de los afios 60, el tratamiento del cancer de mama se
basaba en el paradigma de Halsted, segun el cual el cancer de mama se
disemina por permeacion, es decir, por extension directa a lo largo de las
vias de drenaje linfatico, a los 6rganos distantes, preservando la continuidad
con el tumor primario. La via sanguinea se consideraba de minima
importancia como via de diseminacion, y los ganglios regionales eran de
primordial importancia ya que servian de barreras efectivas para impedir el
paso de las células tumorales; la afectacion axilar es indicadora de la
diseminacion tumoral y fuente de las metastasis a distancia. Estos conceptos
dieron la base para la cirugia “radical” de Halsted, la cirugia “correcta”
consistia en la reseccion del tumor primario, linfaticos regionales y ganglios
linfaticos con una diseccion en bloque. Se pensaba que el cancer era una
enfermedad locorregional y por tanto “curable” si el cirujano era capaz de
interpretar que constituia la “regién” y usaba una técnica quirdrgica que
pudiera resultar en la erradicacion de todas las células neoplasicas. Las
recidivas locorregionales se consideraban mas frecuentemente el resultado
de una inadecuada aplicacion de la técnica quirurgica que una manifestacion
de una enfermedad sistémica. La mastectomia radical evolucion6
posteriormente a cirugias radicales extensas y suprarradicales, incluyendo
disecciones ganglionares de la cadena mamaria interna y de la region
supraclavicular. El paradigma de Halsted también se aplicé a la radioterapia,
creyéndose que, dado que las células neoplasicas residuales podian ser

destruidas por la radiacion, la irradiacion locorregional administrada después
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de la mastectomia tendria una mayor probabilidad de conseguir la curacion

que la mastectomia sola™.

El hecho de que los primeros ensayos randomizados de radioterapia
postoperatoria no demostraran mejoria en la supervivencia libre de
enfermedad ni en la supervivencia, los hallazgos de laboratorio que
mostraban que las células tumorales podian alcanzar 6rganos distantes via
sanguinea, y la frustracion de los médicos por la frecuente aparicion de
enfermedad diseminada a pesar de aplicar correctamente los postulados del
tratamiento locorregional radical, hicieron aparecer paulatinamente en la
década de los 70 un nuevo paradigma de la enfermedad, el sistémico,
liderado por el Dr. B. Fisher’'. Para éste, los conceptos bioldégicos son la
base de esta teoria alternativa segun la cual el cancer de mama operable es
una enfermedad sistémica en que las metastasis estan presentes, pero
ocultas, en el momento del diagndstico en muchas pacientes, por lo que el
tratamiento locorregional no puede afectar la supervivencia. En este
paradigma la via sanguinea es de gran importancia para la diseminacion de
la enfermedad y la positividad de los ganglios axilares es indicador de una
compleja inter-relacion huésped - tumor que permite el desarrollo de las

metastasis.

La aceptacion, cuando menos parcial, de este nuevo paradigma llevo
al desarrollo de tratamientos locorregionales menos agresivos, corroborados
por los resultados del ensayo NSABP B-06*** que demostro que el uso de la
tumorectomia mas radioterapia complementaria no suponia un detrimento en
la supervivencia, conviertiéndose en tratamiento estandar para gran parte de

las pacientes con cancer de mama estadios | y Il.

Evitando los dos extremos surge inevitablemente un paradigma de

consenso, llamado “spectrum” por Hellman y Harris'*

, que considera al
cancer de mama una enfermedad sistémica en muchos casos, pero no en

todos. Para ello se basan en los resultados de los ensayos randomizados
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de diagndstico precoz; si las metastasis ocurrieran siempre desde el inicio
del cancer de mama, la deteccién precoz no seria efectiva para disminuir las
metastasis y mejorar la supervivencia. A pesar de todos los problemas
metodoldgicos que plantean los estudios de diagnostico precoz, es
innegable que los resultados globales muestran una reduccién aproximada
del 25% de la mortalidad, sugiriendo que es posible que la diseminacion
metastasica ocurra durante el curso de la enfermedad y no siempre desde el
inicio. Otro argumento de soporte son los resultados de supervivencia a
largo tiempo de grupos de enfermas que no recibieron tratamiento
sistémico®*® que muestran una proporcion no desdefiable de pacientes
aparentemente curadas, mayoritariamente en tumores pequefios y sin
afectacion axilar, pero también en el grupo de tumores con afectacion axilar
limitada. Para los defensores de este paradigma las variaciones en el
tratamiento locorregional no parecen tener una influencia importante en la

supervivencia, pero si son significativas en algunas pacientes.

Tanto para el modelo de enfermedad sistémica pura como para el
modelo de consenso es evidente que, cuando menos en un gran porcentaje
de pacientes, el cancer de mama es una enfermedad sistémica, no curable
solo con tratamientos locorregionales, y que por tanto su historia natural solo

puede modificarse con tratamientos también sistémicos.

Asi, a inicios de la década de los 70 se iniciaron los primeros ensayos
randomizados de quimioterapia complementaria, cuyos resultados mostraron
un beneficio claro en las pacientes con ganglios positivos*?, igualmente los
primeros ensayos de tamoxifeno complementario también demostraron
resultados beneficiosos. Con estos resultados quedaba abierta la era del
tratamiento sistémico complementario.

Los beneficios que se obtienen con el tratamiento adyuvante
quedaron plasmados en multiples trabajos, con una reduccion global de la
mortalidad de un 20-30% durante los 5 afios posteriores al diagnostico y de

un 5-10% al final de los mismos. La realizacion de un estudio conjunto por
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meta-analisis de todos los estudios randomizados y controlados realizados
por multiples equipos investigadores sobre tratamiento sistémico

adyuvante®®

evidenci6 una disminucion en el riego relativo para la
recurrencia con la quimioterapia complementaria de un 26% + 3 (p<0,00001)
y para la muerte de un 11% + 4 (p=0,003). Para el tratamiento con
tamoxifeno complementario, el beneficio fue del 30% +2 (p<0,00001) para la
recurrencia y del 16% = 3 (p<0,00001) para la muerte.

A principios de la década de los 80, el tratamiento complementario
hormonal y/o citotéxico se convirti6 en rutinario para las pacientes con
ganglios axilares positivos. Pronto muchos autores empezaron a plantearse
la opciéon del tratamiento sistémico para las pacientes con ganglios
negativos, hasta entonces considerados no candidatas dado su “buen®
prondstico global.

Si el desarrollo del tratamiento sistémico habia sido una de las
consecuencias del paradigma de enfermedad sistémica, otra fue la aparicion
de multiples estudios esforzandose en delimitar factores prondsticos. Varios
de estos estudios definieron subgrupos de pacientes con ganglios negativos
con peor pronoéstico que el grupo global. La inmediata sugerencia era la de
extender los beneficios del tratamiento complementario a estas pacientes®*,
por lo que en los primeros anos de la década de los 80 se iniciaron varios
ensayos randomizados que estudiaban la eficacia del tratamiento
complementario en pacientes con ganglios negativos. Antes de la
publicacion de los primeros resultados, el National Cancer Institute
norteamericano publicé a mediados de 1988 una Alerta clinica, basandose
en los resultados preliminares de tres de estos estudios” en que
recomendaba el tratamiento adyuvante en estas pacientes, levantando una
considerable polémica. A principios de 1989 se publicaron los resultados de

%41 Estos cuatro

estos ensayos junto con los resultados de otro estudio
ensayos venian a demostrar, en su conjunto, que el tamoxifeno podia
retrasar la recaida en las pacientes con receptores de estrégenos positivos,

y que la quimioterapia podia hacer lo mismo en las pacientes con receptores
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positivos y negativos; ningun tratamiento conseguia modificar la
supervivencia global, hecho que los autores atribuyeron al corto seguimiento.
A pesar de las multiples opiniones cautelosas o decididamente contrarias***,
la comunidad cientifica asumid rapidamente el tratamiento adjunte de las
pacientes con ganglios negativos como estandar en al menos el 50% de este
grupo de pacientes*“*®, hecho que generd una abundante literatura sobre el
escaso beneficio absoluto, el cociente riego/beneficio y el cociente

coste/efectividad del tratamiento**"“2,

Olvidado ya el paradigma de Halsted, la idea del tratamiento
adyuvante en ganglios negativos surgido basicamente del concepto de
enfermedad sistémica defendida por Fisher. Sin embargo, la constancia de
que un porcentaje amplio de pacientes con ganglios negativos parecia estar
curada solo con el tratamiento local®*° y la escasa potencia de los factores
prondsticos valorados hasta ese momento, incapaces de delimitar subgrupos

de riesgo con relevancia clinica®*®

, contribuy6d al auge del modelo de
consenso, una de cuyas caracteristicas mas importantes es la busqueda
incesante de factores prondsticos que puedan delimitar las subpoblaciones
de pacientes, particularmente las que no tienen afectacion axilar, que van a
recaer y que por tanto se van a beneficiar del tratamiento complementario.
Asi, en un editorial aparecido a los pocos meses de la Alerta Clinica del NClI,
McGuire clama por la necesidad de establecer grupos prondsticos en las
pacientes con ganglios negativos®, abriendo de esta manera la carrera en
busqueda de factores prondsticos que esta todavia abierta, y cuya filosofia la
resume la siguiente frase de Tandom: “La identificacion de factores
predictores mas precisos de la recurrencia y supervivencia en pacientes con
cancer de mama puede mejorar la seleccion del tratamiento y guiar futuras

investigaciones en las cuestiones de biologia basica de estos tumores™®.

A pesar de que en la actualidad el porcentaje de pacientes con
ganglios negativos que reciben tratamiento supera con creces el 50%, el

problema de los factores prondsticos dista mucho de estar resuelto, siendo
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necesario seguir estudiando el amplio abanico de posibles parametros
pronosticos que nos ayuden a progresar en el conocimiento y tratamiento de

esta enfermedad.

1.4. - DEFINICION DE FACTOR PRONOSTICO Y FACTOR
PREDICTIVO.

A menudo se malinterpretan o se confunden los términos prondstico y
predictivo. Un factor prondstico puede ser definido como cualquier
caracteristica que, por si sola 0 en combinacidon con otras caracteristicas, es
capaz de dar informacion sobre la evolucion clinica en el momento del
diagnodstico o de la cirugia, asociandose con la supervivencia libre de
enfermedad o la supervivencia global, idealmente en ausencia de
tratamiento sistémico adyuvante®. Los factores prondsticos potenciales
incluyen caracteristicas demograficas (por ejemplo edad, estado
menopausico, raza), caracteristicas tumorales histopatolégicas (por ejemplo
afectacion ganglionar axilar, tamano tumoral, subtipo histolégico),
marcadores biolégicos que miden o se asocian con procesos biologicos
supuestamente involucrados en la progresion tumoral (por ejemplo
oncogenes alterados, genes tumorales supresores, factores de crecimiento,
medidas de proliferacion), y otros factores. Los factores prondsticos pueden

usarse para predecir la historia natural del tumor.

Un factor predictivo es aquel que es capaz de dar informacion util en
la seleccion de los pacientes con capacidad de responder a un determinado
tratamiento. El prototipo de factor predictivo es la presencia de receptores

hormonales, que median la respuesta al tratamiento hormonal®’.
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Un factor prondstico ideal deberia reunir las siguientes caracteristicas

para tener la maxima utilidad en su aplicacion clinica®**:

- Debera ser expresion de un determinado proceso bioldgico
relacionado con la progresion tumoral o con el proceso
metastasico, es decir, debe ser un signo de alarma del potencial
agresivo del tumor.

- Su determinacioén (clinica, radiolégica o en el laboratorio) debe ser
estandarizable y reproducible, por un procedimiento facil y
sensible. Es fundamental que los estudios realizados en distintos
centros puedan proporcionar resultados equiparables.

- Debe poseer un valor predictivo altamente importante e
independiente de los factores clinico-patolégicos conocidos. No
debemos conformarnos con que los resultados alcancen la
significacion estadistica, se debe alcanzar una diferenciacién lo
mas amplia posible entre los distintos subgrupos prondsticos,
identificando un grupo de pacientes con riesgo elevado para la
recurrencia o la muerte.

- Debe ser facilmente interpretable por el clinico.

- Como requisito final, idealmente el analisis del factor no deberia
consumir tejido tumoral necesario para efectuar otras pruebas.
Dado que existe una tendencia creciente a diagnosticar los
tumores en fases mas iniciales con tamafos progresivamente
menores, sera cada vez mas dificil disponer de material suficiente
para efectuar los distintos estudios necesarios (histolégicos,

receptores hormonales, inmunohistoquimica, etc.)

Debe imponerse la cautela cuando se interpretan los resultados de los
estudios publicados que evaluan potenciales factores prondsticos o
predictivos. McGuire® propuso unos requisitos minimos que deberia cumplir
un estudio sobre factores prondsticos que incluyen:

- Los factores estudiados deben tener un significado biologico claro.

A su vez deben definirse claramente las hipétesis en estudio.
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Es necesario precisar si se trata de un estudio piloto, de un estudio
definitivo, o de un estudio de confirmacion. Los criterios de
evaluacion pueden ser diferentes entre los estudios piloto y los
otros dos tipos de estudio. Por ejemplo, el numero de pacientes en
un estudio piloto puede ser menor, o puede que se investigue
unicamente un aspecto determinado en un subgrupo concreto de
pacientes. Un estudio definitivo debe contener un numero
suficiente de casos, con disefio apropiado, y es la unica base
sélida para evaluar un factor prondstico. Los estudios de
confirmacion son los que calibran finalmente el valor real de los
factores estudiados, al ser aplicados a distintas poblaciones de
pacientes.

El tamafio de la muestra es fundamental para poder sacar
conclusiones validas. EI Tamafio minimo deberia ser de 150
casos. Con una cierta informacién previa es posible calcular
ajustadamente el numero de casos necesario para evaluar un
factor prondstico dado. Esta informacion debe incluir una
estimacion de la magnitud de la contribucidn de ese factor, y de la
correlacion de este factor con otros factores prondsticos. También
debe incluir informacion sobre la distribucion del factor en la
poblacion, sobre la duracién del seguimiento, y sobre el numero de
recaidas y muertes esperado u observado en dicha poblacion.

La poblacion de pacientes a estudiar debe ser apropiada para
evaluar la hipotesis, y debe ser cuidadosamente controlada para
evitar sesgos intrinsecos. Una posible causa de sesgo es el
estudio de muestras procedentes de “bancos de tumores”, en los
que predominan los tumores de tamafo grande, suficiente como
para permitir el almacenamiento de muestras congeladas. Otra
posible causa de sesgo es el estudio de pacientes incluidas en
ensayos clinicos, dado que habitualmente existe una cierta
tendencia a incluir en ellos una mayor proporcion de pacientes de

mal prondstico. Ademas, muchos ensayos se limitan a estudiar
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unicamente pacientes que reunen unas caracteristicas
determinadas (receptores hormonales, tamano, edad, etc.).

Es preciso hacer una validacion de la metodologia empleada en el
analisis del factor pronoéstico. A menudo las diferencias en los
resultados de distintos estudios pueden explicarse por variaciones
en la técnica de analisis, o en la sensibilidad de la misma. Es
recomendable que los estudios de confirmacion se realicen de la
misma forma que los estudios precedentes. Al margen de la
sensibilidad de la técnica, que define un “positivo” o “negativo”
quimico, es frecuente usar un nivel de “corte” (cut-off) clinico, que
separa los niveles “positivo - negativo”, “alto - bajo”, “expresidn
normal - sobreexpresion”, etc., que tienen traduccion clinica. Estos
puntos de corte pueden situarse arbitrariamente en la mediana o
en un percentil dado. Este procedimiento tiene la ventaja de que
los niveles de corte son reproducibles, pero su inconveniente es
que no siempre coinciden con los niveles que tienen mayor
repercusion practica. Es posible efectuar varios cortes y
seleccionar el que tiene un mayor poder discriminante, pero en tal
caso este nivel de corte no sera aplicable a otros grupos de
pacientes.

Debe realizarse un analisis multivariado que también incluya
factores estandares. Los valores estadisticos del analisis
univariado pueden ser erréneos, ya que dependen del numero de
pacientes incluidos en el estudio, ademas muchos factores
pronosticos son interdependientes.

Los resultados de un estudio deberian ser facilmente reproducidos
por otros, para que su aplicacion a la practica sea de utilidad. El
disefio de un estudio de confirmacion deberia ser equivalente al
del estudio que se quiere confirmar. De esta forma se podrian
sacar mas rapidamente y con mayor certeza las conclusiones

acerca del valor real del factor o factores estudiados.
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1.5. - FACTORES PRONOSTICOS EN CANCER DE MAMA
CON GANGLIOS NEGATIVOS.

Los factores prondsticos son usados normalmente para separar las
pacientes con cancer de mama en subgrupos de los que se esperan
evoluciones clinicas diferentes. Un ejemplo del uso de factores prondsticos
es el tradicional sistema de estadiaje, que incluye como componentes el
tamafio del tumor primario, la afectacion de los ganglios axilares y la
diseminacion metastasica del tumor. Sin embargo con el paso del tiempo y
con un creciente acumulo de datos, parece evidente que el sistema TNM no
es el optimo para tomar decisiones terapéuticas. Por ejemplo, se considera
normalmente que las pacientes con cancer de mama estadio | tienen un
buen prondstico después de la cirugia; a pesar de ello una proporcién no
desdenable de estas pacientes sufrira una recaida y eventualmente morira
de su enfermedad.

Alguno de los factores tradicionales que se han usado para tomar
decisiones terapéuticas incluyen el numero de ganglios axilares afectos, el
tamano del tumor, el grado histologico, el estado de los receptores de
estrogenos y progesterona y la edad de la paciente. Posteriormente la
ploidia del DNA y la fraccion en fase S, medidas por citometria de flujo, han
sido propuestas como candidatas a unirse a esta lista. Durante los ultimos
anos, las nuevas tecnologias han hecho posible medir un numero creciente
de potenciales factores prondsticos para las pacientes con cancer de mama.
Incluyen medidas de la diferenciacion, proliferacion y agresividad tumoral.
Marcadores bioldégicos como los factores de crecimiento, oncogenes y
productos de oncogenes son continuamente descubiertos e investigados.

Desde una perspectiva bioldgica, y en cierta manera historica, se
pueden identificar tres generaciones de factores prondsticos que se
describen en la tabla 1.1, modificada de Dhingra y Hortobagyi®, obviando

naturalmente la afectacién ganglionar axilar.
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Factores pronoésticos potenciales en

cancer de mama ganglios negativos

Infiltrado linfocitario

Primera generacion

Edad y menopausia Localizacion tumoral

Tamafio tumoral Subtipo histolégico

Segunda generacién

Histopatologicos
Grado histolégico y nuclear Necrosis tumoral
Permeacion linfatica y vascular Desmoplasia

Ploidia
Marcadores de proliferacion
Fraccion en fase S PCNA
Ki-67 °H labeling index
Predictores de comportamiento biolégico/capacidad de respuesta endocrina
Receptores de estrégenos Receptores de progesterona
pS2

Tercera generacion

Oncogenes amplificados/sobreexpresados

Her-2/Neu c-myc

int2 EGFR

bcl2 Ciclinas
Genes supresores tumorales mutados

p53 nm23

Rb
Proteasas

Catepsina-D uPA/PAI-1
Otros

Receptor IGFI Angiogenesis

Componente de carcinoma intraductal

TABLA 1.1: Factores prondsticos potenciales en cancer de mama ganglios negativos.

Abreviaciones: PCNA, proliferating cel nuclear antigen; IGI-I, insulin-like growth factor; uPA,

urokinase-type plasminogen activator; PAI, plasminogen activator inhibitor.
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1.5.1. - FACTORES PRONOSTICOS CLIiNICOS.

1.5.1.1. - EDAD Y ESTADO MENOPAUSICO.

La influencia de la edad y del estado menopausico al diagndstico en
el pronédstico de las pacientes con cancer de mama es controvertida.
Algunos estudios han indicado un peor prondstico para pacientes

jovenes'*%%

, mientras que otros han mostrado que las pacientes jovenes
tienen mejor prondstico que las de mayor edad **"°. Varios estudios basados
en los registros poblacionales escandinavos han demostrado una relacién no
lineal con la edad al diagnédstico y la supervivencia de las pacientes, siendo
ésta mucho peor en las pacientes mas jovenes (menores de 40 afos) y mas
mayores (mayores de 70 afios)”"’®. Asi mismo, en otros estudios no se ha
hallado correlacion entre la edad al diagndstico y el prondstico,
especialmente en el subgrupo de ganglios negativos**>’*". Estos resultados
contradictorios se pueden explicar por varias razones: el pequefio numero de
pacientes en alguno de los estudios, las diferencias en la seleccion de

pacientes o las diferencias en los grupos de edad usados en el analisis.

Probablemente esta falta de unanimidad se debe a que el valor de la
edad esta mas como factor predictivo en cuanto a la respuesta a la
hormonoterapia, al tener relacion directa con el estado menopausico. Existe
una relacién lineal entre la edad y la respuesta al tratamiento con
hormonoterapia, las pacientes jovenes responden con menos frecuencia que
las de mas edad. Ademas, a partir de la menopausia se demuestra una
correlacién entre la edad y la respuesta a la hormonoterapia, lo que traduce
una mayor frecuencia de tumores con receptores hormonales positivos
conforme se avanza en la edad de diagnéstico de las enfermas®.

Numerosos autores han estudiado el pronéstico de un subgrupo muy
concreto, el de pacientes muy joévenes, usualmente menores de 35

62,65,66,67,68,76-81

afos . En todos los casos este subgrupo se asocia a factores
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histopatoldgicos y moleculares de mal prondstico, lo que en general conlleva
un peor pronostico global, sin embargo la importancia que se da a la edad
como factor prondstico independiente varia enormemente entre los

diferentes grupos de investigadores.

1.5.1.2. - LOCALIZACION TUMORAL.

La relacién entre la localizaciéon del tumor primario en la mama,
normalmente descrita por cuadrantes, y el prondstico ha sido examinada en
una gran serie del American College of Surgeons®. En este estudio, con mas
de 9.000 pacientes, las pacientes con tumores en cuadrantes internos y
ganglios negativos tienen un prondstico ligeramente peor que los tumores de
cuadrantes externos; el resultado en pacientes con ganglios positivos no
mostré diferencias significativas estadisticamente. Este hallazgo se
correlaciona con la afectacion preferente de los ganglios de la cadena
mamaria interna por los tumores de cuadrantes internos, lo que conlleva un

pronaostico similar al de la afectacion ganglionar axilar.

1.5.2. - FACTORES PRONOSTICOS HISTOPATOLOGICOS.

1.5.2.1. - TIPO HISTOLOGICO.

Los tipos mas comunes de cancer de mama son los carcinomas
ductales infiltrantes y lobulares infiltrantes, tanto en su forma pura o en
combinacion con otros tipos histoldgicos tumorales®. Cuando hay células de
dos o0 mas tipos histologicos, normalmente se clasifica el tumor conforme al
elemento mas agresivo. Las pacientes con tumores ductales infiltrantes

generalmente tienen una mayor incidencia de metastasis en ganglios
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axilares y peor evoluciéon clinica que los tipos menos frecuentes de

carcinomas infiltrantes®*#%,

1.5.2.2. - TAMANO TUMORAL.

La relacion entre el tamafo del tumor primario y la recurrencia y
supervivencia de las pacientes con cancer de mama ha recibido una
atencion considerable''*%1720837587.8 En yna de las primeras series con gran
numero de pacientes, Fisher et al.’” hall6 que el incremento del tamario
tumoral se relacionaba con la probabilidad de recurrencia, particularmente
en los tumores con ganglios negativos. Numerosos autores han confirmado
este hallazgo®®*°'%%9 con lo que el tamafio tumoral patoldgico es uno de
los mas poderosos y consistentes factores prondsticos en ganglios
negativos. En las pacientes con ganglios axilares positivos también se
observa una tendencia a una mayor recurrencia conforme aumenta el
tamano tumoral, aunque en muchas ocasiones no alcanza una significacion
estadistica, incluso cuando se estratifica por el nimero de ganglios afectos®.
A pesar de su indudable valor, muchos autores no le consideran un factor

que por si solo sea capaz de discriminar subgrupos de riesgo®'.

1.5.2.3. - GRADO HISTOLOGICO.

El grado histolégico es un componente estandar del informe
anatomopatologico. Es una estimaciéon de la diferenciacion tumoral y
numerosos investigadores lo han propuesto como un potente predictor de la
evolucién del cancer de mama, tanto globalmente'>%%% como en el grupo
de pacientes con ganglios negativog®?°°2648489.909102 ' g hecho, cuando el
grado tumoral se realiza por patélogos entrenados y en una sola institucion,
la mayoria de los sistemas de gradacién se correlacionan bien con la

evolucion clinica.
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El sistema de gradacion para el cancer de mama mas generalmente usado
es la clasificacion de Scarff-Bloom-Richardson, que se compone de tres
componentes (grado de diferenciacion tubular, pleomorfismo nuclear y el
indice mitdtico) cada uno valorado en una escala de 1 a 3. El grado de
diferenciacion tubular se evalua segun la capacidad tumoral de formar
estructuras tubulares, glandulares o papilares; el pleomorfismo describe la
configuracion nuclear; el indice mitético evalua el numero de mitosis hallado
en el espécimen. Las puntuaciones de los tres componentes se suman y se
clasifican como grado 1 (bien diferenciado), 2 (moderadamente diferenciado)
o 3 (mal diferenciado). Aunque el sistema otorga igual valor a cada

componente, varios autores hallan mas peso para la diferenciacion

103,104 98,103,105 106,107

tubular , el pleomorfismo o grado nuclear o el indice mitético
La principal critica al grado tumoral se basa en su tedrica escasa
reproducibilidad y la falta de acuerdo entre diferentes observadores'®. Sin

embargo hay estudios'®

gue demuestran una reproducibilidad entre diversos
centros no familiarizados con su uso, anteriormente a la realizacion del
estudio, que supera el 80%, mejor porcentaje que el sefalado para la
determinacion del grado en otros tumores como los linfomas no

hodgkinianos o los sarcomas.

1.5.2.4. - NECROSIS TUMORAL.

La asociacién entre un crecimiento tumoral rapido y la necrosis es
reconocida en general, y varios autores han asociado la necrosis extensa

con tumores agresivos y de peor pronostico® 111

, especialmente en
pacientes con ganglios negativos. Los tumores malignos se caracterizan por
la degeneraciéon y muerte celular, que lleva a la figura histopatologica de la
necrosis tumoral; un aporte sanguineo inadecuado por los vasos imperfectos
que se forman en los tejidos neoplasicos puede predisponer a la necrosis

por nutricion insuficiente y deficiente eliminacion de las células tumorales
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muertas. Para Gilchrist'™ la necrosis tumoral representa una forma

simplificada del grado histolégico.

1.5.2.5. - INVASION VASCULAR Y LINFATICA.

La presencia de émbolos tumorales en los vasos linfaticos y
sanguineos en el tumor primario puede reflejar un mayor riesgo de
metastasis sistémicas ocultas. Sin embargo su significacion prondstica es
muy controvertida. Mientras varios estudios han mostrado su valor como

factor independiente de otras variables histologicas® > = otros

%9118 Estas observaciones

autores no han podido confirmar este hecho
discordantes se deben probablemente al hecho que la identificacion
histolégica de la invasion vascular y linfatica es altamente subjetiva; de
hecho la frecuencia de la invasién vasculo-linfatica por células neoplasicas
en el tumor o en su proximidad varia entre el 5 y el 70% en diferentes
estudios. Los dos errores posibles mas frecuentes son la interpretacion
erronea de nidos solidos de carcinoma intraductal como espacios vasculares
invadidos, y la confusién con los espacios artefactuados alrededor de los
nidos de células tumorales, que se forman como resultado de la pérdida de
volumen del tumor durante el proceso de fijado. Para obviar los artefactos se
recomienda objetivar la invasion vasculo-linfatica en el parénquima mamario
adyacente al borde invasivo tumoral; también se han realizado esfuerzos
para identificar los vasos intratumorales con diversas técnicas de
inmunohistoquimica con solo un éxito limitado (anticuerpos contra grupos
sanguineos o contra factor VIII)"*"°. En el subgrupo de ganglios negativos,
varios estudios con un importante numero de pacientes y seguimiento largo
han confirmado el valor prondstico independiente de la permeacion vascular

y Iinfética88,114,115,117
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1.5.2.6. - INFILTRADO LINFOPLASMOCITARIO.

El valor prondstico del infiltrado linfoplasmocitario en el estroma
tumoral no queda claro en la literatura. La infiltracion se compone
principalmente de linfocitos maduros con una proporcion variable de células
plasmaticas. Los tumores con gran presencia de infiltrado linfoplasmocitario
suelen ser pobremente diferenciados y tener unos limites circunscritos, en
lugar de infiltrantes, asociandose con receptores hormonales negativos. Los
resultados publicados sobre su valor prondstico no son concluyentes.
Algunos autores describen que la presencia de infiltrado tiene un prondstico
relativamente mejor'®, frente a otros que no encuentran diferencias

significativas o bien, un pronéstico peor®'™.

1.5.2.7. - COMPONENTE INTRADUCTAL ASOCIADO.

Los tumores de mama varian en su composicion entre el componente
de tumor intraductal y el invasivo, desde tumores con invasion microscopica
hasta lesiones compuestas completamente por carcinoma invasivo. Varios
autores han observado una tendencia de los tumores con gran componente
intraductal a tener una menor presencia de metastasis ganglionares axilares
y un mejor pronodstico’'°. Aunque la distribucion del componente intraductal
dentro y alrededor del tumor primario parece correlacionarse con el riesgo de
recurrencia local tras el tratamiento quirurgico conservador, este hecho no

21 En los

parece relacionarse con un mayor riesgo de recurrencia sistémica
carcinomas invasivos no se ha demostrado una clara relacion entre el patrén
estructural del componente intraductal (comedo, cribiforme o papilar) y el

pronaostico.
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1.5.3. - FACTORES PRONOSTICOS BASADOS EN LA CINETICA
CELULAR.

1.5.3.1. - CITOMETRIA DE FLUJO. PLOIDIA Y FASE S.

El contenido celular de acido desoxirribonucleico (DNA) ha sido
relacionado con el prondstico del cancer de mama desde hace mas de 2
décadas. Inicialmente se determinaba mediante microespectrofotometria,
técnica lenta que requeria la seleccibn manual de las células a estudiar.
Posteriormente, con la aparicion de microespectrofotometros automatizados
este proceso se volvio mas comodo, pero el gran paso adelante se dio al
introducirse la citofluorometria de flujo. Esta técnica reune las ventajas de
analizar rapidamente un gran numero de células y de permitir el analisis del
ciclo celular con mucha mayor rapidez y comodidad. La citometria de flujo de
puede aplicar en tejido fresco, muestras congeladas, aspiraciones con aguja

tomadas directamente del tumor, y en material parafinado.

El analisis del DNA se realiza tifiendo los nucleos de las células con
fluorocromos especificos para los acidos nucleicos (por ejemplo el yoduro de
propidio). Todos ellos se unen estoiquiométricamente al DNA, por lo que al
ser estimulados con laser emiten una sefial fluorescente proporcional al
contenido del mismo. De esta manera, la intensidad de la fluorescencia es
una medida directa de la cantidad de DNA nuclear. Dado que el contenido
de DNA de las células varia segun la fase del ciclo celular se puede estimar
la proporcion de células que se hallan en cada fase, analizando simplemente
un numero suficiente de nucleos. La figura 1.1 muestra una representacion

grafica del ciclo celular.
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Milogis
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Figura 1.1: Fases del ciclo celular en el cancer de mama:
S (18 h.), G, (4-5 h.), Mitosis (1-2 h.). El ciclo global dura 1-4 dias.

El resultado del analisis del DNA celular se expresa graficamente
mediante el lamado histograma de DNA (figura 1.2).

G,G

n? de contajes

2N 4N
intensidad de fluorescencia

Figura 1.2: Histograma de DNA, en el que se muestran las distintas fases y su
relaciéon con el contenido celular de DNA.
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El eje de ordenadas del histograma representa el numero de
elementos contados (células o nucleos), y el eje de abscisas refleja la
intensidad de fluorescencia (contenido de DNA). En un histograma normal se
observa un gran pico a la izquierda, que corresponde a las células en fase
de presintesis (G4) y a las células en situacion de reposo (Gp), que tienen un
contenido de DNA diploide (2N). Cuando se inicia la sintesis (fase S) el
contenido de DNA aumenta (2N-4N), y llega al maximo justo antes de la
division o mitosis (4N). Por ello las fases G, y M aparecen como un pico a la

derecha del histograma.

Los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular son
calculados por ordenador, usando diversos modelos matematicos. El
contenido de DNA o ploidia de una poblacion de células tumorales se
expresa por medio del indice de DNA (Dl), que es la relacién existente entre
el contenido modal de DNA (en fase Go/G¢) de dicha poblacion y el
contenido modal de DNA (en fase Gy/G1) de una poblacion diploide de
referencia. Los tumores diploides tendran un DI=1 y los tumores aneuploides
un DI#1. Las poblaciones aneuploides se dividen en hiperdiploides e
hipodiploides, segun si el contenido de DNA es respectivamente mayor o
menor que el de la fase Go/G4 normal. La gran mayoria de los tumores
aneuploides son hiperdiploides, mientras que solo un 2% son hipodiploides.
También un pequefio porcentaje de histogramas (3%) presenta dos o mas
poblaciones aneuploides, considerandose multiploides'.

Como poblacién diploide de referencia suelen usarse los linfocitos
humanos, pero puede usarse cualquier poblacién de células benignas.
Incluso las propias células inflamatorias, estromales o endoteliales que estan
presentes en todo tumor maligno proporcionan un pico diploide. La
capacidad de identificar dos poblaciones distintas varia segun la técnica de
preparacion de la muestra y segun el aparato empleado, pero en
condiciones Optimas es posible separar poblaciones celulares que tengan
una diferencia minima en el contenido de DNA superior al 4%. Como medida

de la calidad del histograma se toma el coeficiente de variacion (CV), que
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esta en relacion con la anchura de la base del pico de fase Go/G4. Se
considera que un CV elevado (un pico ancho) puede enmascarar la
presencia de poblaciones tumorales aneuploides muy cercanas a la
poblacién diploide, y por lo tanto en todos los estudios de citometria de flujo
se establece un CV maximo y se descartan los histogramas que tienen un

valor superior.

Asi, la citometria de flujo permite obtener una medida del contenido
de DNA (ploidia) y también una medida de la actividad proliferativa (fase S),
de una manera relativamente sencilla y mecanizada, y se pueden estudiar
mas de 100.000 células tumorales de una paciente en pocos minutos. Sin
embargo, no todos los histogramas son adecuados para la identificacion de
las poblaciones aneuploides o para la estimacion de la fase S, ya que hay
casos donde un alto CV o una mala calidad de la muestra (exceso de
desechos celulares o baja celularidad) lo impiden. Por otra parte, para
calcular correctamente la fase S se necesita que la proporcion de células
tumorales en el espécimen sea superior al 15% del total de células
estudiadas, los porcentajes menores permiten la determinacion de la ploidia
pero no de la fase S. Estos y otros problemas técnicos llevan a que en
muchos estudios no se pueda determinar la ploidia en un 5-10% de los

casos y que la fase S no sea valorable hasta en un 40% de los histogramas.

Para clarificar los aspectos clinicos, metodoldgicos y de control de
calidad se celebro en Octubre de 1992 una Conferencia de Consenso que
realizé unas recomendaciones para la correcta utilizacién y evaluaciéon de la

citometria de flujo en cancer de mama'*'*,

La ploidia y la fase S se correlacionan generalmente con el

grado™™®  receptores  hormonales

|122,127,129,130,132,134

1221113y con el tamafio

tumora mientras que la correlacion con la afectacion axilar y la

edad es mas controvertida'?'2>127.128.1321% | 3 relacidn entre ploidia y la fase S
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es intensa, y en todos los estudios los tumores diploides tienen fases S

significativamente mas bajas que los tumores aneuploides.

El valor prondstico de los parametros determinados por citometria de
flujo ha sido analizado en un gran numero de estudios, especialmente en
pacientes con ganglios axilares negativos. En este subgrupo de pacientes, el
valor de la ploidia es independiente para un escaso numero de

aUtO r.eS‘107,127,‘132,134

, mientras que el valor de la fase S por si sola o en
combinacion con la ploidia es generalmente reconocido'® 2% gunque
alguna vez se pone en duda su trascendencia clinica por la falta de
estandarizacion de la metodologia®. La fase S es una variable biologica
continua mas que una variable dicotomica, y cada laboratorio debe validar el
valor prondstico de sus propios valores de fase S, ya que no se ha
establecido un punto de corte 6ptimo que separe homogéneamente los

grupos de pacientes con diferente riesgo de recurrencia o muerte.

El contenido de DNA nuclear también se puede estudiar mediante
citometria por analisis de imagen, siendo los resultados practicamente
superponibles a la citometria de flujo'', con la ventaja de la seleccion de
células en la citometria por imagen, pero con el inconveniente de la

laboriosidad y lentitud de la técnica.

1.5.3.2. - OTROS MARCADORES DE PROLIFERACION CELULAR.

Ademas de la fase S, la actividad proliferativa tumoral, definida como la
proporcion de células en ciclo, del total de la poblacién celular, se puede
determinar por otros procedimientos, los mas importantes son la fijacién de
timidina tritiada (*H-labelling index), el Ki67 y el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) por inmunohistoquimica, y, mas recientemente,
la determinacion de la vimentina en las células tumorales, también por

técnicas de inmunohistoquimica. Todos ellos se correlacionan bien con el
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grado tumoral. El indice mitético, considerado también un marcador de

proliferacion, se incluye en la determinacion del grado histoldgico.

El *H LABELLING INDEX (LI) o indice de marcaje por timidina tritiada se
realiza incubando tejido tumoral fresco y viable con timidina tritiada, un
precursor que se incorpora especificamente en el DNA si las células estan
sintetizandolo. Esto permite la identificacion de células en fase S mediante
una autoradiografia. El tiempo de exposicion es de 1 a 2 semanas y el LI se
obtiene contando de 3.000 a 10.000 células de diferentes muestras del
mismo tumor. A pesar de su constante valor prondstico, especialmente en el
grupo de ganglios negativos, en practicamente todos los estudios que
utilizan éste método'**'**, los inconvenientes de la necesidad de tejido fresco,
el retraso en obtener los resultados y lo laborioso y especializado del
procedimiento han hecho que los investigadores se fueran decantando
progresivamente por el uso de la citometria de flujo para determinar la
fraccién proliferativa, tras la demostracién de la correlacién de los resultados

mediante los dos procedimientos'’.

El Ki-67 es un anticuerpo monoclonal especifico para un antigeno
nuclear, una proteina no-histona, que solo se expresa en células en
proliferacion (G, tardia, S, M y G,)". Este anticuerpo se puede usar en tejido
fresco o congelado y ser detectado en él por inmunohistoquimica. Se han
desarrollado nuevos anticuerpos, un Ki-67 policlonal™ y el MIB1'?, que
interaccionan con péptidos de fragmentos recombinantes del gen de

antigeno Ki-67, que son activos en material parafinado.

El Ki-67 se correlaciona directamente con el tamafio tumoral, el grado
histologico la invasion vasculo-linfatica, el positividad de los ganglios axilares
y los receptores hormonales negativos; el Ki-67 se correlaciona bien con el
LI pero pobremente con la fase S y el PCNA*. Varios estudios han
investigado el significado pronéstico del Ki-67, y en muchos se ha hallado

una correlacion con la evolucion clinica en el analisis univariado™*",
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Muchos de estos estudios tienen relativamente pocos pacientes, estan
compuestos de grupos heterogéneos de pacientes con ganglios negativos y
ganglios positivos y tienen un seguimiento corto. En el subgrupo de

pacientes con ganglios negativos'® %1571

, los estudios sugieren que el Ki-
67 es un factor pronéstico para la recurrencia y la supervivencia, pero su

valor independiente esta todavia por confirmar.

El ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR, PCNA
(del inglés: proliferating cell nuclear antigen) es una proteina nuclear
asociada con la polimerasa 6 del DNA, que esta presente en las células
proliferantes a lo largo de todo el ciclo celular. El nivel de la proteina se
correlaciona con la proliferacion celular y, especificamente, con la sintesis de
DNA. El anticuerpo monoclonal PC10 reconoce un epitopo de la PCNA
humana en tejido mamario fijado. La cantidad medida de PCNA en tumores
de mama se correlaciona con la actividad mitdtica, el grado y la
determinacion de la fase S por citometria de flujo. En varios estudios su valor
como factor prondstico ha sido decepcionante, especialmente en pacientes

con ganglios negativos™'®,

En los ultimos afos se ha despertado el interés en la expresion de la
VIMENTINA como un marcador de la proliferacion celular. La vimentina es
una proteina de los filamentos intermedios, normalmente asociada a los
fibroblastos y otras células de origen mesenquimal, no estando presente en
la mayoria de las células epiteliales normales, incluyendo las mamarias, que
en su lugar contienen queratinas. Se ha demostrado que mientras todos los
tumores malignos mamarios continuan expresando queratinas, una fraccion
sustancial (alrededor del 25%) también expresan vimentina en mas del 10%
de las células tumorales. La vimentina se expresa preferentemente en
tumores con receptores estrogénicos negativos y con una tasa de
proliferacion alta. Su expresiéon andémala se ha correlacionado con un mal

prondstico en cancer de mama en algun estudio piloto'.
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1.5.4. - RECEPTORES HORMONALES Y FACTORES REGULADORES DE
LOS ESTROGENOS.

1.5.4.1. - RECEPTORES DE ESTROGENOS Y DE PROGESTERONA.

El estado de los receptores esteroideos, determinados por métodos
de radioinmunoensayo o enzimoinmunoensayo, se ha usado para tomar
decisiones terapéuticas en pacientes con cancer de mama desde hace
muchos afos, y ya hace 25 afos que se publicé el primer articulo sobre el
valor pronostico de los receptores estrogénicos®. Pese a la numerosa
literatura sobre esta cuestion, la controversia domina todavia el verdadero
papel de los receptores de estrogenos (RE) y de progesterona (RP) como

factor pronéstico independiente en el cancer de mama operable.

Los receptores hormonales se correlacionan invariablemente con la
edad y/o la menopausia, siendo positivos mas frecuentemente en pacientes
mayores'®. Existe una cierta discusion sobre si la mayor proporciéon de
receptores hormonales en las pacientes postmenopausicas es debida
unicamente al estado menstrual o si es un efecto de una mayor edad de las
pacientes. Algunos estudios sugieren que la edad no influye cuando se da
un estado menstrual determinado, y otros, que la edad se correlaciona de
forma mas precisa'®'®. La ausencia de receptores hormonales se relaciona
con un mayor grado histolégico y una mayor necrosis. Esta relacion sugiere
que el contenido de RE es un marcador bioquimico del grado de
diferenciaciéon tumoral, pero con la ventaja de ser mas faciimente

521451601%9 Una buena proporcion de estudios corroboran una

reproducible
relacion significativa entre la presencia de receptores y una baja proporciéon
de células en proliferacion, determinadas por LI, citometria de flujo o marcaje

con Ki_67122,130,131,133,137,139,148'
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A pesar de los muchos trabajos que hallan un peor prondstico para las
pacientes con RE negativos, de una manera independiente de otros factores

pronc’)sticos34,36,1 11,146,148,169,171-173

, este hallazgo no es universal y en muchas
ocasiones los resultados son conflictivos®®'™*"® La falta de resultados
consistentes se atribuye normalmente a una falta de control de calidad en el
meétodo de determinacion, a la seleccidn de pacientes y al escaso numero de
casos estudiados. Los estudios en el grupo de ganglios negativos con gran
numero de pacientes demuestran consistentemente que las pacientes con
tumores RE positivos tienen una mayor supervivencia libre de enfermedad.
Los datos del grupo de San Antonio y del NSABP'® indican que esta
ganancia es de alrededor del 9% a 5 afos. Esta escasa ganancia ha llevado
a varios investigadores a concluir que los receptores hormonales per se no
son un factor suficientemente poderoso para basar en él las decisiones de

tratamiento.

El valor adicional de la determinacion de los RP, especialmente en el
grupo de pacientes con ganglios axilares negativos, no queda claro.
Teodricamente la presencia de RP es un indicador de una via de respuesta a
los estrogenos intacta. Sin embargo, en los analisis multivariados de
pacientes con ganglios negativos, tanto los RE como los RP, pero rara vez
ambos, son factores prondsticos significativos de la evolucidon
clinica® 4518181 " Frgcuentemente los RE son mejores predictores de la
supervivencia libre de enfermedad, mientras que los RP se asocian mejor
con la supervivencia global, probablemente porque es un mejor indicador de
la respuesta al tratamiento hormonal que sigue a la recurrencia de la

enfermedad.

Algunos estudios con largo seguimiento sugieren que la importancia
de los RE como factor prondstico es mayor en los primeros anos, tendiendo
a desaparecer con el mayor seguimiento'®'®'® traduciéndose en una
supervivencia a largo plazo similar para las pacientes con RE positivos y RE

negativos. Este hecho sugeriria que la ausencia de RE reflejaria mejor la
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capacidad de proliferacion que el potencial metastasico. Por otra parte,
varios estudios' ' han hallado una inesperada relacién entre altos niveles
de RE y un prondstico similar al de los RE negativos, especialmente en
pacientes postmenopausicas. Las hipotesis que explicarian esta situacion
comprenden desde la progresion del tumor con altos niveles de RE a un
estado de independencia hormonal hasta la expresion de un producto
modificado del gen de los RE. En contraste con esta pobre supervivencia
libre de enfermedad en las pacientes con niveles extremadamente altos de
RE, este grupo es el que demuestra mayor beneficio del tratamiento

hormonal adyuvante.

Dado el tamafo progresivamente menor de los canceres de mama
diagnosticados en la actualidad, y la incapacidad de los métodos
bioquimicos de superar la heterogeneidad intratumoral, se han desarrollado
métodos de deteccion de receptores hormonales por inmunohistoquimica,
aunque hay pocos estudios que comparen ambos métodos, los existentes
corroboran en general la correlacion entre las diferentes metodologias,

reflejandose en un semejante valor prondstico®.

En resumen, el grueso del cuerpo cientifico sugiere que hay
diferencias biolégicas entre las pacientes con y sin receptores esteroideos,
que se manifiestan clinicamente en una historia natural mas agresiva en las
pacientes con receptores negativos. El valor predictivo de respuesta de los
receptores hormonales es indiscutible y ha sido descrito por muchos autores.
Aproximadamente dos tercios de las pacientes con cancer de mama

presentan RE y un 50% responderan al tratamiento hormonal.

1.5.4.2. - pS2

El gen pS2 se identificé en una linea celular de cancer de mama

humano en respuesta a la estimulacién estrogénica. La proteina pS2 es de
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pequefio tamano (6450 kd) y de funcion desconocida. Se ha sugerido que la
expresion de pS2 podria reflejar el estado funcional de los RE, y que podria

ser un factor prondstico y predictivo en el cancer de mama®.

Algunos estudios han demostrado una intensa asociacion entre las
concentraciones de pS2 en tumores mamarios humanos y el estado de los
RE y RP, sin embargo no se ha hallado relacion significativa con la

afectacion nodal axilar o el tamano tumoral.

A pesar de unos primeros estudios prometedores™'® |a
determinacion de la expresion de pS2 por radioinmunoensayo o por
inmunohistoquimica no ha demostrado un valor independiente como factor

pronostico™ ™",

La tendencia a una mejor supervivencia global para los
pacientes pS2 positiva podria deberse a la respuesta al tratamiento
hormonal tras la recurrencia. La pS2 sera probablemente mas util como
predictor de la respuesta hormonal, tanto en enfermedad primaria como

avanzada, especialmente en combinacion con los RE y RP.

1.5.5. - PROTEASAS.

1.5.5.1. - CATEPSINA D.

La catepsina D es una glicoproteina lisosomial inducida por los
estrégenos que se procesa de forma anormal en las células tumorales del
cancer de mama. Juega un papel en la invasién tumoral como proteasa,
degradando la membrana basal y aumentando la liberacién de factores de
crecimiento. Por esta funcion, es una atractiva candidata como marcador

pronostico de la capacidad de invasiéon y de metastatizar®.
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La revisién de los primeros estudios®™'®

que evaluaban su valor
prondstico en el cancer de mama muestra que, aun considerada un factor
positivo por sus autores, en casi todos se alcanza la significacion estadistica
solo en subgrupos especificos de pacientes, tras optimizar el punto de corte
para un particular grupo de pacientes. Se han usado diferentes métodos de
determinacion bioquimicos y inmunohistoquimicos, sin poder validar un
punto de corte general. Los estudios que emplean técnicas de

187.1881931% no encuentran relacion entre la positividad

inmunohistoquimica
para la Catepsina D y el prondstico, aunque se ha preconizado que el
marcaje de los elementos estromales, mas que el de los elementos
tumorales, es el que marca la capacidad de invasién inducida por la
Catepsina D%, El papel prondstico de la Catepsina D precisa de nuevos

estudios para su definicion definitiva.

1.5.5.2. - ACTIVADORES E INHIBIDORES DEL PLASMINOGENO.

Varios equipos de investigadores han estudiado la via de activacion
del plasminégeno en el cancer de mama y su relacién con el proceso de la
invasion tumoral. Tanto el urokinase plasminogen activator (UPA) como su
inhibidor PAI-1 se han evaluado como potenciales factores prondsticos en el
cancer de mama operable. Como con otros nuevos marcadores pronosticos,
se han utilizado diferentes metodologias y diferentes anticuerpos
monoclonales, con lo que los puntos de corte del uPA y PAI-1 también han
sido variados. Varios estudios pilotos™ ' han hallado valor prondstico,
especialmente en ganglios negativos, tanto para activadores como para
inhibidores. Los resultados son prometedores, pero se deben realizar
estudios confirmativos con la misma metodologia antes de conocer el valor

pronostico de estos marcadores.
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1.5.6. - ONCOGENES Y GENES SUPRESORES.

El ciclo celular es el término utilizado para describir un proceso
ordenado que lleva a una duplicacion correcta de todos los componentes
celulares, y llegar a producir dos células hijas perfectas e idénticas. De una
manera simple, se puede decir que hay dos clases de genes, o de productos
proteicos dependientes de ellos, que son fundamentales para realizar este
proceso de forma correcta: genes cuyos productos son necesarios para que
la célula avance en su ciclo de mitosis, y genes cuyas proteinas actuan
como vigilantes, monitorizando la eficacia en la realizacion de este complejo
proceso, y que lo paralizan cuando las condiciones no son las correctas. La
hipotesis actual de la cancerogénesis reconoce que el cancer se desarrolla
por acumulo sucesivo de mutaciones en estos dos tipos de genes
importantes: los protooncogenes y los genes supresores. Mientras una gran
variedad de procesos puede dar lugar a mutaciones que contribuyan a la
aparicion del cancer, hay tres resultados finales de éstas mutaciones: la
sobreexpresion de un gen y su proteina, la alteracion del producto del gen, y

la inactivacion de la proteina codificada.

Los protooncogenes son genes celulares normales que, cuando se
inactivan de una manera inapropiada como oncogenes, provocan una
disregulacion del proceso de crecimiento y diferenciacion que aumenta la
probabilidad de una transformacién neoplasica. En contraste con ellos, los
genes supresores son genes normales celulares que al inactivarse alteran el
crecimiento y diferenciacion celular. El interés inicial se centré6 en los
oncogenes como el c-myc o el Her-2/neu, pero el descubrimiento de los
genes supresores como el p53, el gen del retinoblastoma, el gen del tumor
de Wilms, el DCC (deleted in colon carcinoma), el MCC (mutated in colon
carcinoma), y el APC (adenomatous poliposis coli) ha centrado la

investigacién en el area de los genes supresores.
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1.5.6.1. - HER-2/neu.

La relacion entre los protooncogenes y la induccién o mantenimiento
de las enfermedades malignas se deriva de estudios realizados en modelos
animales, lineas celulares tumorales y en tumores humanos. Los datos
elaborados desde la investigacion en tumores humanos confirman esta
relacion desde varias perspectivas: a) hay una elevada expresién de ciertos
protooncogenes especificos en algunos tumores malignos humanos, b) la
localizacion de estos protooncogenes esta cerca de las translocaciones
cromosomicas asociadas a ciertas patologias malignas, y ¢) se ha detectado

la amplificacion de protooncogenes en algunas de estas patologias®®.

El gen HER-2/neu se localiza en la banda g21 del cromosoma 17,
genera un RNA mensajero de 4.8 kb que codifica una glicoproteina de 185
kd, el gen HER-2/neu se relaciona estrechamente con el gen del factor de
crecimiento epidérmico (EGF). Como la proteina del EGF, la proteina que
codifica el HER-2/neu tiene un dominio extracelular, otro transmembranoso
que incluye dos racimos de repeticion ricos en cisteina, y un dominio
intracelular, lo que indica que actua como un receptor celular para un ligando

todavia no identificado®.

La proteina HER-2/neu se expresa en bajos niveles en las células
epiteliales y mioepiteliales del tejido mamario normal, esta sobreexpresada
también en bajos niveles en el carcinoma in situ papilar y cribiforme y a
mas altos niveles en el carcinoma in situ ductal tipo comedo (40%) y en el
20-30% de los carcinomas ductales infiltrantes®'**. La sobreexpresion del
oncogén HER-2/neu no se limita al cancer de mama, sino que también se
encuentra en otros tumores malignos, como el cancer colorrectal, tumores
vesicales y carcinomas de pulmon no microciticos pero con un porcentaje de
positividad mucho menor. La sobreexpresion se limita generalmente a los

adenocarcinomas, cualquiera que sea su localizacion®®.




Introduccién — 37

En los numerosos estudios en los que se estudia el posible valor
pronéstico de la sobreexpresion del HER-2/neu, la comparacion con otros
factores prondsticos clinicos o histopatolégicos es frecuente. La disparidad
de resultados puede atribuirse a las distintas técnicas de determinacién
utilizadas, al numero o subgrupos de pacientes estudiados y a la
disponibilidad de los distintos factores comparables por parte de los
investigadores. En conjunto, hay un cuerpo de evidencia sobre la relacion
con diferentes factores.

La mayoria de los trabajos describen una correlacién positiva de la
sobreexpresion con el nimero de ganglios afectos®®* **°. Referente al tipo
histologico, el carcinoma lobulillar no expresa la oncoproteina en absoluto, o
lo hace en minima cantidad®* *’. Los carcinomas ductales infiltrantes con
extenso componente intraductal o los carcinomas intraductales puros de tipo
comedo tienen un porcentaje de positividad superior al de los carcinomas
ductales infiltrantes puros®'?°%2%,

La sobreexpresion se correlaciona generalmente con un grado

207,209-213

nuclear o histolégico mas indiferenciado , especialmente con el

componente mitético®® 2™, La relacion con el tamafo tumoral es fuente de
mayores desacuerdos, aunque frecuentemente no se encuentra mayor

210, 213,215,216

expresion en los tumores de mayor tamafo , varios investigadores

si hallan una correlacién positiva®®* " 28,

La relacion de la positividad para HER-2/neu y la negatividad para los
receptores hormonales, tanto RE como RP, es una de las mas
confirmadas®* *°"**, En los pocos trabajos en los que esta relacién no es
significativa®’®**'” se debe, probablemente, a un numero insuficiente de
pacientes. La expresion de catepsina D?*, la aneuploidia y la mayor fase S*'"
#* se relacionan normalmente con la sobreexpresion del gen, mientras que
parece haber poca relacion con el EGF y el Ki-67". La relacién con la

expresion del gen p53 parece constante®'* #%%1,

Doce anos después de los estudios iniciales sobre el valor prondstico

200

del HER-2/neu en el cancer de mama®”, su papel esta todavia por definir.
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Ravdin y Chamness®? han revisado la literatura referente al HER-2/neu,
concluyendo que la interpretacion de los estudios que analizan el uso de
este oncogén y de su proteina como factor prondstico y predictivo en el
cancer de mama primario es dificil por las diferentes técnicas usadas y por
problemas metodoldgicos en muchos de los estudios. La revision abarca
desde los pequefios estudios piloto con corto seguimiento (utiles para la
generacion de hipotesis) que muestran un cierto valor, hasta el analisis de
las grandes series de pacientes que son necesarias para hallar resultados
significativos con suficiente poder estadistico. Estos grandes estudios no dan
soporte al uso del HER-2/neu en el estudio de las pacientes con ganglios
axilares negativos, el grupo de pacientes en que la refinacion en la
estimacion pronostica es actualmente mas importante. Sin embargo se
sugiere que el HER-2/neu puede tener valor para predecir la respuesta a
ciertos tratamientos, aunque los estudios sobre esta cuestion son escasos,
frecuentemente con pocas pacientes y con resultados conflictivos.

Los primeros estudios que analizaban el posible valor prondstico del
gen HER-2/neu®??'"#32% median la amplificacion del gen, hallando
habitualmente que esta amplificacion era un factor prondéstico para una baja
supervivencia libre de enfermedad y global en pacientes con ganglios
axilares positivos, pero no en el subgrupo de ganglios negativos. Los
estudios posteriores miden generalmente la expresion de la proteina HER-
2/neu mas que la amplificacion. Esta sobreexpresion proteica se

2.2 pero se ha hipotetizado

correlaciona bien con la amplificacion del gen
que la expresidon del gen se relacionaria mas directamente con el
comportamiento de las células tumorales. La mayoria de los estudios utilizan
la inmunohistoquimica para medir los niveles de oncoproteina, ya que esta
técnica puede realizarse en material parafinado. Las técnicas de
inmunobloting precisan material fresco o congelado. Los dos métodos de
determinacion de la oncoproteina se han comparado en series amplias de
pacientes, con una concordancia del 95%*°.

El analisis de los estudios realizados con mas de 100 pacientes y un

200,205,207,210,213,214,217,218,223,226-228

seguimiento mayor de tres afos muestra que
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varios de ellos encuentran valor prondstico para la sobreexpresion de la
proteina, mienta que otros no hallan utilidad para este factor. Normalmente
los analisis univariados conceden un valor prondstico que disminuye o
desaparece en el analisis multivariado, tal vez a causa de la inclusion de
otras variables prondsticas poco habituales. La conclusion de autores como
Ravdin®*? es que la sobreexpresion del HER-2/neu por inmunohistoquimica
afade poco a la capacidad de predecir la supervivencia libre de enfermedad,
pero que podria tener cierto valor en la prediccion de la supervivencia global.

El examen de los estudios en pacientes con ganglios negativos®”
208215216229231 g1giere una menor utilidad en este subgrupo. Solo un estudio
importante da un valor significativo en el analisis multivariado; en el resto,
incluso el valor prondstico en el analisis univariado es débil. Por tanto, no
parece que la determinacion de la sobreexpresion de la proteina HER-2/neu
tenga valor prondstico real para las pacientes con ganglios axilares
negativos®?.

Un importante problema es la metodologia usada, ya que tanto el tipo
de anticuerpo usado, como el sistema de definir la positividad del HER-2/neu

son muy variables entre los diferentes estudios,

Estudios recientes han barajado la posibilidad de que el oncogén
HER-2/neu fuera un factor predictivo frente a la respuesta al tratamiento
complementario o que se asociara con la resistencia a ciertos farmacos.
Esta podria ser la razén por la que actuara como factor pronéstico mas claro
en poblaciones con ganglios axilares positivos que reciben tratamiento
complementario con quimio u hormonoterapia. También en estos casos los
resultados son de dificil interpretacién, ya que se ha reportado tanto una
mejor supervivencia para las pacientes sin sobreexpresiéon que reciben
tratamiento con CMF*"*® como una mejor respuesta en pacientes con
positividad para el HER-2/neu que reciben tratamiento con CAF

adyuvante®.

No queda claro si estas aparentes discrepancias se deben a
las diferencias entre los tipos de quimioterapia, las dosis usadas o a

aberraciones estadisticas.
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Varios estudios sugieren que la presencia de expresion de este gen
confiere resistencia al tratamiento con determinados citostaticos o con
tamoxifeno®, asi, Climent®, en una serie de pacientes con ganglios
positivos, halla un peor prondstico para las pacientes RE positivos que
expresan HER-2/neu cuando reciben tratamiento complementario con
tamoxifeno, en comparacién con el grupo de pacientes RE positivos HER-

2/neu negativos con el mismo tratamiento.

Varias lineas de investigacion han sugerido que la proteina HER-
2/neu, en el fondo un receptor celular, es una diana éptima para el desarrollo
de nuevos agentes antineoplasicos, entre estos se incluye el anticuerpo
monoclonal rhuMAb-HER2, que inhibe el crecimiento de lineas celulares que
sobreexpresan HER-2/neu. Un estudio fase Il de tratamiento con este
anticuerpo en pacientes metastasicas multitratadas ha demostrado una tasa
de respuestas objetivas del 11,6%°°. Actualmente estan en curso varios
ensayos clinicos fase Ill con quimioterapia convencional + rhuMAb HER2 en
pacientes con cancer metastasico sin tratamiento previo que sobreexpresen
HER-2/neu.

1.5.6.2. - RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una
glicoproteina transmembrana de 170 kd, codificada por un gen que se
localiza en la banda 921 del cromosoma 7. EIl EGFR se ha identificado
mediante varios métodos, basicamente por inmunohistoquimica y
enzimoinmunoanalisis; normalmente esta presente con bajos niveles en el
epitelio mamario normal, pero esta sobreexpresado en el 35-60% de los
tumores primarios de mama. Practicamente todos los estudios han
demostrado una relacion negativa entre el EGFR y los receptores
esteroideos, también son habituales la relacion con un grado alto y con

indices de proliferaciéon elevados. Solo pocos estudios han hallado
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correlacion con la edad, el estado menopausico, el tipo histoldgico, el
tamafno tumoral, o el estado de los ganglios axilares. Varios estudios
sugieren una relacidon con la sobreexpresion del p53 y con los factores de
angiogenesis®.

2% ha revisado los

El valor prondstico de EGFR es controvertido; Fox
resultados de varios estudios, con mas de 3000 pacientes en global, aunque
varias publicaciones son meramente actualizaciones de una misma serie'**
7 |La mayoria de estos estudios muestran una relacion significativa entre el
EGFR vy la supervivencia libre de enfermedad o la supervivencia global en el
analisis univariado, sin embargo en los estudios con largo seguimiento, la
separacion inicial de las curvas tienden a disminuir con el tiempo; en pocos
estudios se realiza un analisis multivariado. Otra variable que aumenta la

confusion es el tratamiento adyuvante que muchas pacientes han recibido.

En resumen, el EGFR es probablemente un factor prondstico
importante en el cancer primario de mama, pero la falta de estandarizacién
de la metodologia de su determinacion, el escaso numero de pacientes y el
corto seguimiento en muchos de los estudios, y la falta de estudios

multivariados hacen imposible establecer conclusiones firmes sobre su valor.

Por otra parte, el papel de EGFR como factor predictivo de respuesta
al tratamiento hormonal esta mejor definido. Varios grupos han mostrado
claramente que los tumores que expresan EGFR son mas resistentes al
tratamiento hormonal®’. Como en el caso del HER-2/neu, el EGFR esta
siendo usado como diana terapéutica mediante anticuerpos monoclonales

especificos®®.
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1.5.6.3. - BCL-2

El protooncogén Bcl-2, descubierto inicialmente en los linfomas no
hodgkinianos foliculares, esta relacionado con el control de la apoptosis. El
producto de este gen se puede detectar por inmunohistoquimica en muchos
tipos de tejidos humanos normales, incluyendo el epitelio glandular mamario,
asi como en muchos tipos de tumores humanos, incluyendo el cancer de

mama>*,

La positividad para Bcl-2 en los carcinomas mamarios se asocia
habitualmente con tumores de bajo grado, indice de proliferacién bajo, con

receptores hormonales positivos y sin sobreexpresion de p53*°.

Varios estudios han analizado el valor prondstico de la baja expresion
de la proteina Bcl-2, tanto en ganglios positivos como en ganglios

negativos®***,

Aunque frecuentemente muestra valor en el analisis
univariado, este invariablemente desaparece en el analisis multivariado,

normalmente desplazado por la expresiéon de la p53.

1.5.6.4. - p53

El gen p53 abarca de 16 a 20 kb de DNA celular, situado en el brazo
corto del cromosoma 17. Este gen codifica una fosfoproteina de 393
aminoacidos implicada en la regulacién de la proliferacion celular.

La importante investigacion biomédica sobre el gen p53 de los ultimos
afos sugiere que la pérdida de la funcién normal del p53 se asocia con la
transformacioén celular in vitro y con el desarrollo de neoplasias in vivo. Las
alteraciones del gen p53 o de su proteina son los cambios mas frecuentes
identificados en los tumores malignos humanos®*.

Desde su modesta entrada en el mundo cientifico en 1979, el p53 ha

alcanzado la situacion de gen relacionado con el cancer mas importante, y
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su estudio se ha convertido en uno de los campos mas activos en la
investigacidon del cancer, consiguiendo, en 1993, el honor de ser nombrada
la “molécula del afio” por la revista Science®”.

Ademas del increible progreso en la biologia molecular del gen p53,
los abundantes datos de investigacion clinica sugieren que los cambios en el
gen o su proteina podrian usarse en la Oncologia clinica para el diagnéstico
precoz, la evaluacién prondstica, la planificacion del tratamiento, y para

valorar la respuesta al tratamiento*.

ESTRUCTURA Y FUNCION DEL GEN P53.

El gen p53 abarca de 16 a 20 kb
de DNA en el brazo corto del
cromosoma 17, en la posiciéon 17p13.1

(figura 1.3). Este gen se compone de

11 exones, el primero de los cuales es

no codificante y se localiza a una

distancia de 8 a 11 kb de los exones 2

a 11. En la comparacion inter-
especies, la proteina p53 muestra 5

exones altamente conservados (en

mas de un 90%), por lo que se

considera que estos dominios

conservados en la evolucidon son

esenciales en la funcion del p53%*.

Figura 1.3: Cromosoma 17.
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El producto del gen p53 es una fosfoproteina nuclear de 393

aminoacidos de un peso molecular aproximado de 53 kd (figura 1.4).
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Figura 1.4: Proteina p53

Esta proteina se identificé en 1979**" porque formaba un complejo con
al Ag-T del SV40 (antigeno tumoral grande del simio 40). Se determind que
la proteina p53 era de origen celular y que se encontraba en muy baja
cantidad en las células normales, pero que se podian detectar cantidades
mayores (de 5 a 100 veces) en las células transformadas de cultivo, asi

como en tumores humanos®.

Las primeras investigaciones parecieron
confirmar que p53 era un oncogén dominante, como c-myc, y que contribuia
a la tumorogénesis cuando se expresaba, al proporcionar un estimulo al

crecimiento celular®®,

Este paradigma de la funcién de p53 cambié radicalmente cuando se
descubrié que los clones de p53 que se usaron para muchos de los estudios
anteriores codificaban versiones mutadas de la proteina p53. De hecho, la
proteina p53 salvaje (no mutada) fue capaz de suprimir el fenotipo
tumorogénico®’. La caracterizacion genética de tejidos tumorales demostré
que la mutacién del gen p53 (con la pérdida de heterocigosidad
concomitante en el locus 17p13 que codifica el otro alelo de p53) es la
alteracion genética mas frecuente en el cancer humano***°. El papel

potencialmente importante de la disfuncion de p53 en la tumorogénesis
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humana fue apoyado también por la demostracion de la transmision de la
linea germinal de alelos de p53 mutantes en pacientes con el sindrome de
predisposicion al cancer de Li-Frameni®" %>, Asi, se demostré que, en lugar
de ser producto de un oncogén, p53 era miembro de una nueva clase de
proteinas, la de los productos de genes supresores de tumores. Las
investigaciones se centraron rapidamente en intentar comprender el
mecanismo molecular por el que p53 ejercia su efecto supresor de tumores

en las células.

Pese a que no estan firmemente establecidos, los mecanismos por los
que actua p53 incluyen la regulacion de la transicion de la fase G a la fase S
del ciclo celular y un papel importante en la determinacion de la muerte
celular por apoptosis®*®*°. Estas funciones reguladoras parecen estar
mediadas por las interacciones de la proteina p53 con secuencias
especificas del DNA, que puede permitir la regulacion de otros genes al nivel
de transcripcion, o tal vez por iniciacion de la replicacion de DNA*®,

En la presencia de dafo al DNA, se aumentan los niveles de la
proteina p53 y se dispara la cascada genética de los genes WAF1/Cip 1,
cuyo producto es una proteina, la p21, que se une a las quinasas ciclin-
dependientes e inhibe su actividad. De esta manera el ciclo celular se
detiene antes de la sintesis de DNA y se da a la célula la oportunidad de
reparar el DNA dafado. Si esta reparacion no ocurre con éxito, la presencia
de p53 normal puede alternativamente inducir la muerte celular programada
(apoptosis)**. Esta conjunto de funciones protectoras del dafio al DNA es el

que ha otorgado al gen p53 el calificativo de “guardian del genoma”*,

Sin embargo, estos procesos no ocurren en las células tumorales, en
que el gen p53 esta ausente o esta inactivado por mutacion o por unién a
oncoproteinas virales. Existe una evidencia considerable que implica a la
disfuncién de p53 en el paso de una funcion celular normal a la
tumorogénesis. La alteracion del gen p53 en un porcentaje alto de tumores

sugiere la importancia de la incapacitacion de las vias dependientes de p53
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para conseguir la transformacioén celular. Los trastornos de la funcién de p53
pueden contribuir al desarrollo de un fenotipo transformado en dos
maneras®’: 1) en tipos celulares en que p53 media la detencion en G, tras el
dafo al DNA, la pérdida de la funcién de p53 y la subsiguiente pérdida de la
detencién en G4 resultan en la replicacion de un patron de DNA danado y
posiblemente en el desarrollo de cambios genéticos hereditarios en las
células hijas. ; y 2) la pérdida de la funcién de p53 y del desarrollo de las
sefiales que llevan a la apoptosis tras el dafio al DNA conduce a la
supervivencia de células en situaciones fisioldgicamente inapropiadas. Esta
ultima situacion puede ser particularmente negativa, ya que la célula
sobrevive a pesar del dafo en su DNA. Puesto que la célula con p53
mutante tampoco tendria la sefal de detencion en G4, esta sobreviviendo al
dano y esta todavia replicando un patron dafado. Por lo tanto, estos dos
mecanismos pueden, de hecho, trabajar en comun para contribuir a la

inestabilidad genética del tejido humano tras el dafo al DNA.

ALTERACIONES DEL GEN p53 EN LAS NEOPLASIAS HUMANAS.

La pérdida de la funcion normal de p53 se puede alcanzar por varios
mecanismos?** 2°%2%9;

1) Cambios genéticos en el gen p53, como las mutaciones en la
linea germinal, mutaciones somaticas, delecciones vy
reestructuraciones gendmicas. El cambio en el gen p53 mas
habitual en las neoplasias malignas humanas es la mutacion
puntual, que da lugar a una proteina alterada. Las mutaciones
del gen p53 se encuentran en todos los grupos histogénicos;
aproximadamente la mitad de los canceres de colon, estdmago,
pulmén, eséfago, higado, mama, sistema reticuloendotelial y
tejidos hematopoyéticos contienen mutaciones del gen p53.
Mas del 90% de las mutaciones presentes en tumores malignos
humanos se acumulan entre los exones 5 y 8; en estas

regiones, conservadas en la evolucion, se han identificado al
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menos 4 puntos frecuentes de mutacion en los aminoacidos
175, 248, 273 y 282. El coddn 248 es también un punto habitual
de mutacion en células germinales®.

2) Formacion de complejos con oncoproteinas virales®',
demostrada con el SV40, el virus de la hepatitis B y el Epstein-
Barr-Virus entre otros.

3) Una tercera via es la amplificacion del gen p53 via MDM2, con
sobreproduccion de la proteina, inactivando la funcién normal
de p53*%. Esta via se ha demostrado en los sarcomas
humanos®®.

4) El cuarto mecanismo es la localizacion anémala de la proteina
p53 en los compartimentos celulares. En algunos canceres de
mama, la proteina es secuestrada en el citoplasma, siendo
incapaz de pasar al nucleo donde debe realizar su funcion

reguladora®®.

Estos datos confirman la idea de que p53 es una diana celular
habitual en la carcinogenésis humana, mediada por factores endégenos y

carcinoégenos exdgenos, asi como por varios virus tumorales.

La sensibilidad para detectar las mutaciones de gen p53 varia mucho
segun sea el método empleado, éstos incluyen la secuenciacion del DNA
(normalmente por amplificacibon mediante PCR —polimerase chain
reaction)®®, el analisis del DNA por SSCP (single-strand conformation
polymorphism)**, y midiendo la acumulacién o sobreexpresion de la proteina

266 LOS

mutante, estabilizada y no funcional mediante inmunohistoquimica
analisis serologicos para detectar alteraciones de p53 estan todavia en su

infancia®’.




Introduccién — 48

Los métodos de analisis genético (secuenciacion y amplificacion)
permiten la identificacion de las mutaciones del gen p53 con una alta
sensibilidad (figura 1.5). Pero son muy laboriosas y dificiimente aplicables a

la rutina diagnostica®®.

ND D ND D NHD D

single __
strand

douhle_
strand

-

1 2 3 4 5 6

Figura 1.5: Ejemplo de PCR-SSCP de DNA tumoral para los exones 8 y 9 del gen p53
bajo condiciéon desnaturalizantes (D) y no desnaturalizantes (ND). Las bandas 1 a 4
muestran los patrones migratorios de la proteina salvaje en dos canceres de mama. Las
bandas 5 y 6 son de un cancer de mama con una mutacién en la p53 que se manifiesta
como patron migratorio aberrante (una banda extra) vista en condicion desnaturalizante
(flecha).

Desde el punto de vista clinico, la inmunohistoquimica parece ser el método
mas util y practico para determinar las alteraciones de p53 en las lesiones
premalignas y malignas humana. Esta técnica permite localizar e identificar
las células que exhiben alteraciones de la proteina p53, sin embargo no
puede detectar la pérdida completa del gen p53 o las mutaciones nonsense
que introducen codones de parada prematuros; de todas maneras, como se
ha discutido antes, las mutaciones puntuales no son el unico mecanismo por
el que la proteina p53 puede estabilizarse. El tratamiento de las células con

agentes que dafien el DNA también aumenta la estabilidad y el nivel de la
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proteina p53. Por tanto, los resultados positivos en la inmunohistoquimica de

la proteina p53 deben interpretarse con cuidado.

p53 EN CANCER DE MAMA.

Como en otros muchos tumores humanos, el cancer de mama
presenta una alta tasa de mutaciones en el gen p53. Las regiones mutadas
son, en general, las mismas que para el conjunto de neoplasias humanas
(figura 1.6).

18 7 273

13 1 BREAST 175 248

12

10 +

a 4

E 5

4 b 2

ﬁ 1 L1 1l 1l | 1 |
| Il 1] 1Y v
— —— — AW

T RIS Fe—— IR— - T ——

r— Jrem— rom— e

Figura 1.6: Regiones del gen p53 mas frecuentemente mutadas en

El cancer de mama.

En una revisién de Allred*®, la tasa de mutaciones de p53 en el cancer de
mama primario se cifra en un 34% (14-42%) cuando se determina por SSCP
y del 27% (15-50%) cuando la determinacién es por inmunohistoquimica en
material parafinado. La determinacién por inmunohistoquimica en tejido
congelado da unas tasas de mutacion sensiblemente mas altas que en
material de archivo, sugiriendo una mayor sensibilidad. En el carcinoma
intraductal, las tasas de positividad rondan el 15-20%*°?"°. Las amplias
diferencias observadas entre los multiples estudios son faciimente
explicables por las importantes diferencias en anticuerpos, métodos de
tincion, preparacion de las muestras y otros factores técnicos empleados®”’,

tanto en un método como en otro, lo que hace necesario una futura
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estandarizacion dado el importante papel que la determinacion de las

alteraciones de p53 jugara probablemente en la oncologia clinica.

Hay una importante controversia en cuanto a la especificidad de la
Inmunohistoquimica, nacida de los estudios en que se compara esta técnica
con las de analisis genético en las mismas muestras®*?”®, Habitualmente la
tasa de mutaciones por analisis genético es mas baja, hallando un minimo
porcentaje de tumores que son negativos por inmunohistoquimica y positivos
por analisis genético, que corresponden probablemente a las delecciones
que no se traducen en una proteina anomala®*, y un porcentaje mas
importante de tumores positivos por inmunohistoquimica y negativos por
analisis genético. En esta situacion es mas dificil explicar la discordancia; en
la mayoria de los casos la tincion positiva es de menor intensidad y en un
porcentaje mucho menor de células que en los casos en que ambas técnicas
concuerdan, por lo que se puede suponer que las tinciones débiles
corresponden a falsos positivos verdaderos. La confirmacién de ésta
hipbtesis viene dada por el analisis de las caracteristicas proliferativas y de
evolucion clinica de estos casos, muy similares a la de los casos negativos
por ambos métodos en cuanto a la ploidia y fase S y a la supervivencia libre
de enfermedad y global®> #°. Aunque esta hipotesis no es concluyente,
parece demostrado que la inmunohistoquimica mide correctamente la

acumulacién de proteina p53 mutada o no funcionante y estabilizada.

p53 Y PRONOSTICO EN CANCER DE MAMA

Dado el importante lugar que ocupa el gen p53 en el cancer de mama,
y el momento histérico en que hizo su aparicion en la investigacion

oncoldgica, pronto aparecieron estudios en que se analizaba su relacién con

266

los diferentes factores prondsticos conocidos®™, y su propio papel como

factor prondstico en esta neoplasia, especialmente en el grupo de las

pacientes con ganglios axilares negativos®”’.
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La sobreexpresion de p53 es relativamente independiente del estado
menopausico”® “°  aunque varios autores han hallado una relacion

)% Pese a que

importante con la edad muy joven (menor de 35 afios
cabria esperar una expresibn mayor en tumores mas agresivos al
diagndstico, no parece que haya una relacion significativa con la afectacion
de los ganglios axilares®'?* y la relacion con el tamafo tumoral es débil*"® %%,

220,266,276,277,284,285

La correlacion con el mayor grado histolégico , la negatividad

220,266,276,277,280,281,285 280,286

de los receptores hormonales , la aneuploidia , la fase
S275276.286287 o 31| |25 elevados y la positividad para Ki67'® es importante y
constante practicamente en todos los estudios. En cuanto a la presencia de
mutaciones para el HER-2/neu, la mayoria de los autores hallan una relacién

estadisticamente significativa entre la positividad para ambos genes®”

221,276,282

Desde 1992 se han publicado multiples estudios analizando el papel
de las alteraciones de p53 como factor pronéstico en el cancer de mama,
muchos de ellos en pacientes con ganglios axilares negativos. La revision de
los que poseen mayor poder estadistico (mayor niumero de enfermos, mayor
seguimient)?3#2%9243.275-280,262:284, 280288290 myestra que en la mayoria de ellos se
demuestra que la p53 es un factor prondstico importante e independiente.
Incluso al introducir factores prondsticos de proliferacion (como la fase S) la
p53 mantiene habitualmente su valor independiente en el estudio

multivariado®® 27°,

Estos hallazgos sugieren que, a pesar de la intensa
correlacién entre la acumulacion de p53 mutante y los biomarcadores de
proliferacion, el gen p53 tiene otras funciones biolégicas ademas de las de

regulacion del ciclo celular *°.

Al menos 13 anticuerpos monoclonales distintos, inducidos por la
proteina p53, estan disponibles para la investigacion. El analisis comparativo
entre ellos, muestra una tasa de positividad que varia del 18 al 45%, entre

los diferentes anticuerpos el Pab1801 y el Pab240 son los que producen una
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mayor tasa de positividad y los que mejor se correlacionan con la evolucion

clinica de las pacientes®" *2,

La asociacién entre la determinacion de la proteina p53 por
inmunohistoquimica y el pronéstico en las enfermas con cancer de mama es
impactante y es tentador anadir la p53 a la lista de biomarcadores que se
deben determinar rutinariamente en las pacientes para decidir las opciones
terapéuticas. Sin embargo, todavia hay mucho que aprender sobre la funcion
de p53 y de sus interacciones con otros genes y sus productos. Deben
desarrollarse métodos estandarizados y de control de calidad antes de

introducir la determinacion de la p53 en la practica médica habitual.

1.5.6.5. - GEN DEL RETINOBLASTOMA.

El primer gen supresor que fue clonado es el gen del retinoblastoma
(Rb), que codifica una fosfoproteina nuclear de 105 kd. Se sabe que en los
pacientes con retinoblastoma familiar un alelo de este gen esta mutado en
sus ceélulas somaticas, en los retinoblastomas de estos pacientes el segundo
alelo esta también inactivado por deleccion o mutacion. EI gen Rb es un
prototipo de gen supresor tumoral que controla el ciclo celular en la fase Gy,
la proteina Rb es ciclicamente fosforilada y desfosforilada durante el ciclo

celular, jugando un papel regulador importante.

Pese a que no hay una mayor incidencia de las neoplasias de mama
en las familias con retinoblastoma hereditario, se han hallado cambios
estructurales en el gen Rb en un 10-25% de las lineas celulares de cancer

de mama o de tumores primarios de mama?*.

Escasos estudios han investigado la expresion y el hipotético valor
pronostico de la proteina Rb mediante inmunohistoquimica en el cancer de

mama. Los hallazgos muestran que la proteina se expresa en un altisimo
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porcentaje de las células neoplasicas. La expresion anormal es la baja
expresion, que se asocia con la ploidia, la fase S, el grado y la negatividad

de la p53. No parece tener valor prondstico independiente®* 2%,

1.5.6.6. - NM23.

El gen nm23 fue originalmente identificado en librerias de c-DNA de
lineas celulares de melanoma con diverso potencial metastasico. Se ha
propuesto que el gen nm23 tendria la funcion de gen supresor para las
metastasis. Varios estudios han encontrado una relacién significativa entre la
expresion del nm23 y una supervivencia libre de enfermedad y global mas
elevada en pacientes con cancer de mama primario, sin embargo, ninguno

de estos estudios incluian un analisis multivariado®® %”,

1.5.7. — ANGIOGENESIS TUMORAL

Una evidencia experimental importante indica que el crecimiento
tumoral depende de la induccibn de nuevos vasos sanguineos o
angiogenesis. Después de que un nuevo tumor ha crecido unos milimetros,
el posterior crecimiento de la poblacién celular tumoral requiere una
neovascularizacion. Aunque las células endoteliales estan activamente
proliferando dentro del tumor, la densidad de microvasos intratumoral y la
proliferacion endotelial son independientes entre si y también de la
proliferacion celular tumoral®. Varios investigadores han propuesto que
contar la formacion de microvasos en los tumores podria ofrecer informacién
prondstica para predecir la recurrencia a distancia. La neovascularizacion
asociada a los tumores se ha determinado por diferentes métodos,
incluyendo el marcaje inmunohistoquimico con un anticuerpo policlonal
contra antigenos relacionados con el factor VIII o, mas especificamente, con

un anticuerpo monoclonal que reconoce la molécula de adhesion CD31. Se
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estan evaluando actualmente anticuerpos mas especificos como el E-9 o el
TEC-11%2,

Tras el articulo pionero de Weidner*®, aparecido en 1991, se han
publicado una veintena de estudios retrospectivos correlacionando el contaje
de microvasos y el prondstico en el cancer de mama primario. La mayoria de
los autores confirman una significativa asociacion entre la
neovascularizacion y la afectacion ganglionar axilar. Gran parte de los
estudios hallan que la angiogenesis es un factor prondstico significativo
independiente para la supervivencia libre de enfermedad y para la

supervivencia®®® 3003

. Sin embargo, parte de los ultimos estudios publicados
no encuentran esta asociacion® *®, lo que ha llevado a una, probablemente
prematura, descalificacion por parte de la comunidad de patélogos

norteamericanos®”.

En resumen, a pesar de que no se ha hallado el método 6ptimo para
determinar la actividad angiogénica en la patologia humana, la mayoria de
los estudios clinicos han confirmado los hallazgos experimentales, que
asocian la elevada neovascularizacion con la agresividad biologica del
tumor. La angiogenesis tumoral es particularmente de interés como posible
factor prondstico dado que parece ser un marcador de la invasion, mas que
de la diferenciacion o de la proliferacién, como son la mayoria de los factores

pronosticos actualmente disponibles®™.

1.6. MODELOS DE FACTORES PRONOSTICOS.

El numero y la diversidad de los potenciales factores prondsticos
dificultan la labor de sintetizarlos e integrarlos. Los modelos de integracion
incluyen la escala simple de suma de puntuacion para cada factor adverso

(como en el caso del grado histologico), las ecuaciones de regresion




Introducciéon — 55

multiple, normalmente derivadas de los modelos de Cox (por ejemplo el
indice prondstico de Nottingham), y los arboles de decisiéon (como el que da
lugar a la clasificacién pronéstica de St. Gallen). Por sofisticado que pueda
ser el modelo, su validez vendra dada por la calidad de los datos con que se

ha construido y validado®.

La mayor parte de la informacién de la que disponemos se basa en
estudios retrospectivos que incluyen relativamente pocos nuevos factores.
Algunos de estos estudios cuentan con un gran numero de pacientes, pero
lo mayor parte tienen pequeio o modesto tamafo de muestra con un
seguimiento relativamente corto. Los estudios en cancer de mama con
ganglios negativos, en que aproximadamente un 30% de las pacientes van a
recurrir, precisan de un alto numero de pacientes y de un seguimiento muy
prolongado. Cada estudio tiene sus particulares sesgos y en la mayoria de
ellos deben tomarse precauciones en su interpretacion. De particular
importancia es la falta de estudio multivariado en la evaluacion de los
potenciales factores prondsticos. Muchos de estos factores estan
relacionados entre si, y pueden reflejar diferentes manifestaciones del
mismo fendmeno bioldgico; sin ajustar estadisticamente estas correlaciones
los resultados del estudio univariado pueden llevar a conclusiones erréneas.
La pregunta debe ser siempre si el nuevo factor prondstico puede afadir
alguna informacion a lo que se puede obtener de los factores prondsticos

clasicos.

Por una parte, la investigacion en los nuevos factores prondsticos
puede parecer descorazonadora. A pesar de la plétora de potenciales
factores prondsticos, la lista de factores establecidos es corta y no ha
variado apreciablemente en la ultima década. Por otra parte, muchos de
estos estudios han contribuido a dar luz en el complejo sistema molecular
que regula el cancer de mama humano. En estos momentos empezamos a
experimentar en el uso de nuevas terapéuticas que han sido posibles como

producto colateral de la investigacion en los biomarcadores.
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El reto del futuro no es solo determinar que pacientes deben recibir
tratamiento complementario, sino, con mas importancia, que tratamiento

especifico es el dptimo para una determinada paciente.




2.- Objetivos.
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En un grupo de pacientes con cancer de mama, sin afectacion
ganglionar axilar, sin tratamiento sistémico complementario y con

seguimiento homogéneo se estudiara:

1.- La ploidia tumoral y la fase S por técnicas de citometria de
flujo.

2.- El porcentaje de tumores que presentan expresion de la
proteina producto del oncogén HER-2/neu.

3.- El porcentaje de tumores que presentan expresion de la
proteina producida por el gen p53.

4.- Las relaciones y asociaciones de la expresion de las proteinas
de los genes HER-2/neu y p53 y los factores determinados por
citometria de flujo, entre si y con los factores clinico-patologicos
clasicos.

5.-  El valor prondstico individual de los factores pronodsticos mas
conocidos, clinicos y patoldgicos.

6. - El valor prondstico de la expresion de la proteina HER-2/neu,
proteina p53, ploidia y fase S.

7.- La comparacion del valor pronéstico de estos factores con los
factores clinicos e histopatoldgicos clasicos mediante el analisis
multivariado.

8.- Las \variaciones temporales de los diferentes factores

pronosticos.




3.- Pacientes y métodos.
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3.1. - POBLACION SOMETIDA A ESTUDIO.

Se consideraron para el estudio todas aquellas pacientes diagnosticadas y
tratadas por céncer infiltrante de mama en el Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, y con estudio anatomopatoldgico realizado en el hospital, entre los
afios 1976 y 1986, ambos incluidos. El estudio incluyd solo a las pacientes
en cuya pieza histolégica no hubiera afectacion ganglionar axilar, con un
minimo de 5 ganglios estudiados, que no hubieran recibido tratamiento
sistémico postoperatorio de ningun tipo y que tuvieran un seguimiento clinico

superior a 3 afos.

De las 280 pacientes que habian cumplido los criterios clinicos de
inclusion no fue posible localizar las preparaciones histolégicas ni los
bloques de parafina en tres casos, por lo que fueron excluidas del estudio;
en dos casos el seguimiento clinico, estando vivas y libres de enfermedad,
era inferior a 2 afos, siendo también excluidas del estudio inicial. Otras
cuatro pacientes fueron excluidas posteriormente, al efectuar el estudio
histoldgico, una por carecer de tumor (adenosis esclerosante), dos por ser
un carcinoma intraductal, sin evidencia de microinfiltracion, y una por
presentar invasion tumoral microscépica de un ganglio, descubierta durante

la revision patolégica.

Una vez seleccionada la poblacion se pas6 al desarrollo de la
investigacion. La informacion clinica se obtuvo de revisiones sucesivas de
las historias clinicas. La informaciéon patolégica se obtuvo mediante una
revision exhaustiva de las preparaciones histolégicas. Tras seleccionar uno o
varios bloques de parafina que fueran representativos de tumor, se realizo la
citometria de flujo y la determinacion de las proteinas HER-2/neu y p53.
Cada una de las lineas de estudio se desarroll6 de forma coordinada pero
paralela, sin que los diferentes investigadores conocieran los resultados de

las otras lineas. A medida que se obtenia la informacién, esta era codificada
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y almacenada en una base de datos informatica, no siendo analizada hasta

que se efectud el analisis estadistico final.

3.2. - DATOS CLINICOS Y SEGUIMIENTO.

Una vez seleccionados los 271 casos se efectud una primera revision
de las historias clinicas, recogiendo todas las caracteristicas en el momento
del diagndstico, asi como aquellos sucesos (recaida, muerte) que habian
ocurrido hasta aquel momento. Posteriormente se realizaron sucesivas
revisiones, en las que se amplid la informacion de base, actualizando el
seguimiento de todas las pacientes. La ultima revision se efectué en Junio
de 1998.

En las pacientes cuyos datos clinicos no fueron completos mediante
la revisiébn de las historias clinicas, se intentd conocer su situacion clinica
mediante llamadas telefOnicas directas 0 consultas con sus respectivos
meédicos en otros centros hospitalarios. Solo en aquellos casos en que la

informacion fue fiable se actualizaron los datos.

Las caracteristicas clinicas de las pacientes registradas fueron:

— Edad de la paciente en el momento del diagnaostico.

— Estado menstrual , segln la clasificacion siguiente™:

- premenopausica, cuando al diagndstico estaba menstruando
activamente o cuando habia pasado menos de 1 afio de la
menopausia espontanea.

- premenopausica, cuando habian pasado de 1 a 5 afios desde la
menopausia espontanea o de una ooforectomia.

- postmenopausica, cuando habian pasado mas de 5 afios desde la

menopausia espontanea o de una ooforectomia.
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— Localizacion del tumor , entre las siguientes posibilidades:

cuadrante su peroexterno

cuadrante inferoexterno

- cuadrante superointerno

- cuadrante inferointerno

- unién de cuadrantes externos

- union de cuadrantes internos

- union de cuadrantes superiores
- unién de cuadrantes inferiores
- retroareolar

- desconocido

— Tipo de cirugia realizado , dada la extension a lo largo del tiempo
que incluye el estudio, las posibilidades de tratamiento quirdrgico
incluyen las siguientes:

- mastectomia radical tipo Halsted

- mastectomia radical modificada

- mastectomia simple

- tumorectomia con vaciamiento  ganglionar  (tratamiento

conservador)

— Tratamiento con radioterapia complementaria , en los casos en
gue se realizd y que podia incluir:

- solo pared toracica

- pared toracica y areas ganglionares

- tratamiento complementario en caso de cirugia conservadora.

Para el seguimiento de las pacientes se utilizo la fecha de cirugia como
fecha base a la que referir los intervalos de supervivencia. Se recopilaron los
siguientes datos para la creacion de intervalos sobre los que realizar el

estudio:
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— recurrencia Yy fecha de recurrencia , para obtener el intervalo libre de
enfermedad

— estado de ultimo control y fecha del dltimo control , para obtener la
supervivencia global y la especifica por cancer de mama

— recidiva local , como primera manifestacion de enfermedad recurrente,
y fecha de recidiva local para el estudio de factores prondsticos en la
recidiva local

— primera metastasis , sea 0 no la primera manifestacion de enfermedad
recurrente, su localizacion y fecha de primera metastasis , para
obtener la supervivencia libre de enfermedad a distancia

— segunda neoplasia Yy fecha de segunda neoplasia

3.3. - DATOS HISTOPATOLOGICOS.

En primer lugar se revisaron los informes anatomopatolégicos de las
271 pacientes incluidas, de los que se obtuvo los datos macroscopicos como
el tamafio del tumor y el nidmero de ganglios disecados en la pieza
quirdrgica.

Se estudiaron de nuevo, por personal cualificado y especialista, las
preparaciones histologicas de las pacientes recuperando el material del
archivo del Departamento de Anatomia Patoldgica. En los casos en que las
preparaciones presentaban una calidad deficiente, se volvié a obtener cortes
de 4-6 micras de los bloques de parafina seleccionados, que se tifieron con
hematoxilina-eosina, sin efectuar otras técnicas. El material utilizado estaba
fijado en formol al 10%.

Los parametros histoldégicos convencionales, de interés prondstico,
analizados fueron:

— Tipo histolégico : se aplicaron los criterios expuestos en la

Segunda edicién de la Clasificacion Histolégica de los Tumores de

Mama, editada por la Organizaciéon Mundial de la Salud®*®.
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— Tamafo patolégico : Se recogio el tamafio tumoral patolégico

(méximo didmetro) en milimetros, y luego se clasific6 segun la

clasificacion TNM.

— Numero de ganglios disecados en la pieza de vaciamiento

ganglionar.

— Grado histolégico : Se siguio el método semicuantitativo propuesto

por Scarff-Bloom-Richardson y modificado por Elston y Ellis. Para ello

se tuvieron en cuenta tres parametros morfolégicos y a cada uno se le

asignd una puntuacion:

Formacion de tubulos: Se revisaron todas las preparaciones del
tumor y se evaluaron las zonas que formaban estructuras
glandulares (tubulares o papilares). Debian ser visibles las luces,
procurando tener en cuenta los artefactos de fijacion. Cuando mas
del 75% del tumor formaba tlubulos se asign6 1 punto, a aquellos
entre el 10 y el 75% se les asigno 2 puntos, y a los que tenian
menos del 10%, 3 puntos.

Pleomorfismo nuclear: Cuando el nucleo era pequefio, con poca
variabilidad de tamafno y ligeramente superior al de las células
epiteliales ductales normales, limites bien definidos y cromatina
homogénea, se le asigno 1 punto. Dos puntos cuando su tamario
era mayor que el de las células normales, con nucleo vesicular
abierto y moderada variabilidad en cuanto al tamafo y la forma. Si
el nucleo era vesicular con el nucleolo prominente, en ocasiones
multiples nucleolos, marcada variabilidad de tamafio y forma
especialmente grande y grotesca, se otorgaron 3 puntos.

indice mitético: El indice mitético se define como el nimero total
de figuras de mitosis en 10 campos de gran aumento en las zonas
mas celulares. En general, se valoraron en la periferia del tumor,
que es la zona mas activa de crecimiento. Solo se consideraron

mitosis aquellas que claramente estaban en metafase, anafase o
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telofase, excluyendo los nucleos hipercromaticos o apoptoicos. La

valoracion fue hecha con un microscopio Olympus a 400

aumentos. Una o menos mitosis por campo se valoré como 1

punto; de 1 a 2 mitosis por campo, 2 puntos; tres 0 mas mitosis

como tres puntos.

El grado global se obtuvo sumando los puntos obtenidos en la
valoracion de los distintos parametros referidos de la manera
siguiente:

- 3 ab puntos: grado 1 o bien diferenciado.
- 6y 7 puntos: grado 2 o moderadamente diferenciado.
- 8y 9 puntos: grado 3 o mal diferenciado.

Teniendo en cuenta que este método, al igual que otros utilizados
ampliamente en la literatura, tiene un gran componente subjetivo,
aproximadamente un 10% de los casos fueron revisados por otro
patélogo experto y un 5% vueltos a revisar al azar. En los casos en
los que no habia acuerdo se realizé una valoracion consensuada.

Las figuras 3.1 y 3.2 muestran ejemplos de tumores con grado 1y
grado 3

— Invasién vascular venosa : Se valoré la presencia de invasion
vascular en la periferia del tumor y en el estroma circundante. Sélo se
consider6é como validos aquellos casos en los que se observaba la
presencia de células tumorales en la luz de conductos que poseian
también hematies, coagulos de fibrina, y/o endotelio en su superficie
interior, siempre que no hubiera desmoplasia en torno a la supuesta
luz vascular, para excluir asi los posibles nidos de células tumorales

con artefacto de retraccion.

— Invasion vascular linfatica : Investigada también en la periferia del
tumor o en el estroma circundante, se interpretd que existia invasion
linfatica Unicamente si se observaban agregados de células tumorales

en espacios rodeados por un endotelio claramente identificable, sin
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eritrocitos en su interior y sin desmoplasia a su alrededor. Tanto en
este caso como en el anterior no se utilizaron técnicas especiales
para detectar endotelio.

La figura 3.3 muestra un ejemplo de invasion linfatica.

— Desmoplasia : Se consideraron tres categorias teniendo en cuenta
si la retraccion del estroma circundante al tumor era focal 0 escasa;
moderada con predominio del componente celular tumoral; y marcada

0 extensa.

— Componente Inflamatorio : ElI componente inflamatorio asociado
con linfocitos y células plasmaticas se valoro tanto en el centro como
en la periferia del tumor, resefiandose si era nulo, focal o poco

marcado o, por el contrario, muy abundante.

— Necrosis : No se diferencié entre la necrosis de tipo infarto o de tipo
comedo, considerandose solamente la del componente infiltrante. No
se tuvo en cuenta la necrosis focal o individual de células, los nucleos
con picnosis 0 las areas edematosas o mixoides que sugirieran
necrosis. Se considerd positiva cuando, al menos, su extension era
mayor del 25% de campos de gran aumento (x400) y en un minimo de
dos campos.

La figura 3.4 muestra un ejemplo de necrosis tumoral.

— Componente de carcinoma intraductal asociado  : Se registré este
dato segun el porcentaje de dicho componente respecto al tumor, de
manera que se dividié en dos subgrupos segun fuera menor o mayor
del 25% del total.

La figura 3.5 muestra un ejemplo de componente intraductal asociado.
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Figura 3.1: Carcinoma ductal infiltrante grado 1 (3+1+1).

Figura 3.2: Carcinoma ductal infiltrante grado 3 (3+3+3).
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Figura 3.4: Necrosis tipo infarto con hemo  rragia.

Figura 3.5: Componente intraductal asociado tipo co medo.
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3.4. - RECEPTORES HORMONALES.

Se determinaron los valores de los receptores de estrégenos y de
progesterona en todos los pacientes. En aquellos casos en los que ya se
disponia del valor de los receptores de estrogenos en el momento del
diagnéstico, este se determind por la técnica semicuantitativa. Dado que
esta técnica se puso en marcha en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau a
partir del aflo 1980, en un amplio porcentaje de pacientes en que no se
disponia de receptores estrogénicos, estos se determinaron por técnicas de
inmunohistoquimica. Los receptores de progesterona se determinaron en
toda la poblacion estudiada por técnica de inmunohistoquimica sobre cortes
preparados desde la pieza parafinada del tumor; se valoré el porcentaje de
células marcadas: < 5% (negativos), del 5 al 20%, del 20 al 50% y >50%.

Las figuras 3.6 y 3.7 muestran ejemplos de tumores RE y RP positivos

por inmunohistoquimica.

3.5. — ANALISIS DE LA CINETICA CELULAR.

La determinacion de la ploidia y de la fase S se realiz0 por citometria
de flujo, mediante un citofluorimetro de flujo EPICS V (Coulter Electronics),
equipado con un laser de argbn de 5 W y un sistema de adquisicién y
analisis de datos multiparamétrico MDADS.

Para ello se seleccionaron los bloques de parafina correspondiente a
la parte més indiferenciada y mas celular del tumor. A continuacién se
obtuvieron 2 o 3 cortes gruesos de cada bloque seleccionado, por medio de
un microtomo ajustado manualmente a unos 40 um de espesor. Los cortes
se desparafinan por inmersion en xileno, con varios lavados por decantaciéon
cada 15 minutos, durante dos horas. Posteriormente se elimina el xileno con
un minimo de tres lavados con etanol absoluto.

El segundo paso es la rehidratacion del tejido, mediante pases
sucesivos en etanol al 100%, 95%, 75%, 70% y 50%, durante 10 minutos en
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Figura 3.6: Inmunohistoquimica mostrando positivida d para los receptores
estrogénicos.

Figura 3.7: Inmunohistoquimica mostrando positivida d para los
receptores de progesterona.
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cada concentracién, con lavados por decantacion en agua destilada. La
hidratacion es un factor muy importante para obtener una buena celularidad.

Después de una hidratacién 6ptima, los cortes de tejido parafinado
deben presentar un aspecto blando y extendido. La disgregacién mecanica
se realiza con un bisturi hasta obtener una pasta homogénea. El tejido asi
dispersado se sumerge en una solucion de pepsina al 0,5% disuelta en CINa
al 0,9% a pH 1,5, y se incuba a 37°C durante 60-100 minutos con agitacion
suave y constante. De esta manera se obtiene una suspension de nucleos,
libres de estructuras celulares. Se separa el sobrenadante mediante pipeta,
desechando el sedimento, y se filtra la solucion con una malla de nylon de
50 um de didmetro a fin de eliminar los restos de estroma tisular que no
hayan sido digeridos.

Se centrifuga durante 2 minutos a 2.050 r.p.m. y se comprueba la
rigueza de nucleos de la dispersion obtenida mediante microscopia Optica,
se vuelve a centrifugar durante 2 minutos a 2.050 r.p.m. y se ajusta la
concentracién de nucleos a unos 1-3 x 10%ml, que es la necesaria para
lograr una tinciéon éptima.

Se resuspende el sedimento en una solucién de ribonucleasa al 0,5%
en PBS, dejandola incubar durante 30 minutos a 37°C, para eliminar el RNA
libre. Se aflade yoduro de propidio a la solucién anterior, ajustandolo a una
concentracion de 20 um/ml, y se deja actuar durante 20 horas a 4°C. Al dia
siguiente se dispone ya de los nucleos tefiidos con el fluorocromo, aptos
para ser analizados. Finalmente se filtra con una malla de nylon de 50 pm.

Tras completar estos pasos se procede al analisis en el citometro de
flujo. Se irradian los nucleos con el laser sincronizado a una longitud de onda
de 488, con una potencia de 100 mW. Se selecciona la fluorescencia roja del
yoduro de propidio, con un filtro de absorcion de 610 nm, eliminandose la luz
del laser con un filtro de interferencia de 515 nm. Se mide la fluorescencia en
escala lineal, en un minimo de 20.000 nudcleos para cada caso estudiado.

Se estudia la distribucion de frecuencias de las intensidades de

fluorescencia de los nucleos, que representan el contenido de DNA de los
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nacleos en las distintas fases del ciclo celular. Para ello se uso el programa
PARA1 (Coulter Electronics), incorporado al sistema MDADS. Se
identificaron los picos correspondientes a las fases G,/G; y G»/M de cada
poblacién celular hallada, y se calcularon la distribucién del ciclo celular y el
indice de DNA (DI). El coeficiente de variacion fue calculado en la base del
pico de fase Go/G; de la poblacion diploide.

Como poblacion celular de control para el célculo de la ploidia se
utilizaron las células inflamatorias y del estroma peritumoral que se hallaban
presentes en el propio espécimen conservado en parafina, y que habian sido
procesadas junto con las células tumorales.

Cuando existe un Unico pico de fase Go/Gi, el contenido de DNA de
las células tumorales equivale al de las células benignas acompafantes, y
por tanto el tumor es diploide, con un DI=1. Cuando hay mas de un pico de
fase Go/G; se considera que uno corresponde a las células normales y el
otro (0 los otros), a las células tumorales, y que por tanto el tumor es
aneuploide. En tal caso se obtiene el DI calculando la relacion entre ambos
picos (normalmente el primero corresponde a la poblacion diploide). Para
que un pico aneuploide fuese tenido en cuenta debia contener al menos un
10% de los ndcleos.

Como parametros de posible valor prondstico se evaluaron el indice
de DNA vy la fraccion celular en fase S. Como medida de calidad de los
histogramas se registro el coeficiente de variacion.

La figura 3.8 muestra varios ejemplos de los diferente histogramas

obtenibles.
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Figura 3.8: Ejemplos de histogramas obtenibles por

citometria de flujo.
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3.6. — SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA p53.

La determinacion de la sobreexpresion de la proteina producto del
gen mutado p53 se realiz6 mediante técnica de inmunohistoquimica usando
el método de la avidina-biotina peroxidasa en material parafinado. La técnica
consiste en adherir cortes de 5 micras de espesor del material parafinado en
un portaobjetos, con un tratamiento previo con poli-L-lisina para incrementar
la adhesividad. Las muestras fueron desparafinadas mediante sucesivos
pases en xileno, alcohol absoluto y alcohol de 95°.

Posteriormente los portaobjetos se incubaron en buffer tris durante 5
minutos y se trataron con microondas en una solucién de citrato durante 10
minutos, para incrementar la penetracién de los distintos reactivos. Una vez
finalizado este proceso se incubaron secuencialmente en buffer tris durante
5 minutos, y por ultimo se incuba con perdxido de hidrogeno al 3% para
bloquear la actividad peroxidasa enddgena.

Posteriormente se incubaron las muestras en camara oscura con una
solucion de ovoalbumina al 10% y suero anticabra al 10%, para bloquear la
unidon inespecifica con proteinas tisulares, y después con el anticuerpo
monoclonal anti-p53 Pab 1801 (Biogenex, California) a dilucion 1/40 en
buffer PBS y suero de cabra al 10% durante 2,5 horas.

Una vez finalizada la incubacion y eliminado el exceso de anticuerpo
especifico, se procedia a incubar las muestras con un segundo anticuerpo
antiproteinas de raton a la dilucion de 1/20 durante treinta minutos y después
con la soluciéon del complejo avidina-biotina durante otros treinta minutos.
Finalizada la incubacion y eliminado el exceso de complejo avidina-biotina,
se incubaban las muestras con tetroxido de osmio al 0,1% durante 30
segundos, para incrementar la sefal obtenida. Posteriormente se realizaba
la contratincion con verde metilo durante dos minutos, se eliminaba el
exceso de colorante con agua desionizada, se deshidrataba con alcoholes
de distinta graduacion, se limpiaba con xileno y se cubria con un
cubreobjetos.

Para la valoracion de los resultados, las muestras fueron observadas

independientemente por dos observadores, y los casos con discrepancias se
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revisaban. Se considerd positiva toda tincion nuclear en mas del 5% de las
células malignas. Las muestras positivas fueron clasificadas en cuatro
grupos segun el porcentaje de células positivas: del 5 al 20%, del 20 al 40%,
del 40 al 60% y mas del 60%, y en tres grupos segun la intensidad de la
tincion nuclear: débil, moderada e intensa.

Para comprobar la reproducibilidad de la técnica se incluyé cada vez
que se realiz6 dos controles positivos, uno positivo débil y otro positivo
intenso, y un control negativo. En el caso de diferencias en los resultados de
los controles se repitid el procesamiento de las muestras.

La figura 3.9 muestra un ejemplo de positividad para p53.

3.7. -SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/neu.

La determinacion de la oncoproteina HER-2/neu se determind
también mediante inmunohistoquimica, empleando un método similar al
descrito con la p53. Las diferencias fundamentales radican en la ausencia de
tratamiento con microondas, el anticuerpo especifico utilizado, que fue un
anticuerpo policlonal (dilucion 1/20) obtenido en conejos (LanderDiagnostica)
y el segundo anticuerpo especifico antiproteinas de conejo.

Al igual que se realiz6 con la p53, se empledé como control de calidad
de la técnica un control positivo y otro negativo. Se considerd como positivas
las muestras con tincion especifica a nivel de la membrana citoplasmatica en
al menos un 5% de las células malignas.

La figura 3.10 muestra un ejemplo de la positividad para HER-2/neu.
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Figura 3.9: Inmunohistoquimica mostrando positivida d para la proteina p53.

Figura 3.10: Inmunohistoquimica mostrando positivid ad para la proteina HER-2/neu.
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3.8. — ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos en el estudio fueron introducidos y almacenados
en una base de datos informéatica. El analisis estadistico se realizé con el
paquete SPSS-PC para Windows.

Para los analisis de supervivencia las variables categoéricas, como el
grado histolégico o la sobreexpresion de los oncogenes, se convirtieron en
dicotomicas tras encontrar el punto de corte 6ptimo. Determinadas variables
como la edad, el indice de DNA y la fase S se analizaron como variables
dicotomicas, si se hallaba un punto de corte 6ptimo, y como variables
continuas, aplicando, si era necesario, distintas transformaciones,
basicamente logaritmicas y cubic spline.

La comparacion entre variables categoricas se hizo mediante el test
del x?, y entre variables continuas mediante el test de Spearman.

Las curvas de supervivencia se realizaron segun el método actuarial
de Kaplan-Meier. La comparacién entre dos 0 mas curvas de supervivencia
se realiz6 mediante el test de Log-rank de Mantel-Cox, confirmado mediante
el test de Breslow para datos censurados. El riego relativo (RR) y su
intervalo de confianza del 95% (IC 95%) fue estimado usando el modelo de
Cox con una sola variable. El riego relativo se define como la probabilidad
de no recurrir o no morir con relacion a la probabilidad de recurrir o de morir.

La fecha que se utilizé como base para la obtencién de intervalos de
supervivencia fue la fecha de cirugia. Para la obtencion del intervalo de
supervivencia libre de enfermedad se consider6 la fecha en que ocurrié la
primera recurrencia, fuera esta local o metastasica; para la supervivencia
libre de metéastasis, la fecha en que ocurrid la primera manifestacion
metastasica, independientemente que hubiera una recidiva local previa. En
el estudio de la recidiva local solo se consideraron las recidivas locales
aisladas y como primera manifestacion de enfermedad recurrente.

La supervivencia global se obtuvo con la fecha de muerte por
cualquier causa; en la supervivencia especifica por cancer de mama, las
muertes por otra causa se consideraron sucesos truncados en el momento

de ocurrir.
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El andlisis multivariado se realiz6 mediante el método de regresion
multiple de Cox. Se buscé el modelo que mayor verosimilitud obtuviera,
intentando a su vez utilizar las variables mas objetivas y menos dificiles de
obtener en la practica diaria. En el andlisis multivariado se introdujeron las
variables con un riesgo relativo en el estudio univariado significativamente
diferente de 1. Empezando con un modelo inicial que incluyera todas las
variables significativas en el andlisis univariado se obtuvo un modelo final
mediante un proceso de seleccion backward LR.

Dado que las variables no son independientes, el resultado de los
analisis univariado y multivariado pueden ser diferentes. Por esta razon,
todas las variables que no fueron significativas en el analisis univariado
fueron afadidas individualmente en el modelo final de regresion para evitar
prescindir de algun factor pronostico importante.

Tanto en el analisis univariado como en el multivariado se considera

la categoria de referencia la de mejor prondéstico putativo.




4 .- Resultados.
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4.1. — ANALISIS DESCRIPTIVO Y UNIVARIADO.

4.1.1. - EVOLUCION DE LA SERIE.

Un total de 271 pacientes cumplieron los criterios de inclusion en el
estudio. Fueron intervenidas con cirugia radical del 1 de enero de 1976 al 31
de diciembre de 1986.

En el momento de cerrar el estudio, el seguimiento medio de las
pacientes vivas en el ultimo control es de 12,2 afos (rango 4,5 — 20,8 afos).
El 75% de las pacientes vivas en el ultimo control tiene un seguimiento
superior a los 10 afos.

De las 271 pacientes habian recaido 95 pacientes (35,1%); la primera
manifestacion de enfermedad fue la recidiva local en 27 pacientes (28,4%),
metastasis a distancia en 63 (66,3%) y ambas simultdneamente en 5 casos
(5,3%).

Nueve pacientes con recidiva local aislada presentaron
posteriormente enfermedad diseminada, con lo que el numero de pacientes
que han presentado metastasis durante el seguimiento es de 77 (28,4% de
todas las pacientes). La localizacion de la primera metastasis se describe en
la tabla 4.1.

Localizacién Numero %

Partes blandas 19 24,7
Hueso 14 18,3
Pleuropulmonar 29 37,6
Higado 4 52
S.N.C. 1 1,2
Multiple 10 13

Tabla 4.1: Localizacion de la primera metastasis
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En el momento del ultimo control clinico, 155 pacientes estaban vivas
sin evidencia de enfermedad (57,2% del total de pacientes), de ellas 14 tras
haber sufrido una recidiva local y 2 tras enfermedad a distancia (fosa
supraclavicular homolateral); 7 pacientes (2,6%) estaban vivas y con
enfermedad metastasica activa. Un total de 68 enfermas (25,1%) habian
muerto a consecuencia de su enfermedad, y 22 (8,2%) habian fallecido por
otras causas. 19 pacientes habian sido perdidas de control sin evidencia de
enfermedad, con un seguimiento medio de 6 afos (rango 4,5 — 13 anos).
Solo el 3% de las recurrencias y el 6% de las muertes ocurren después del
duodécimo afno.

La supervivencia especifica por cancer de mama es del 69,3% a los
15 afios. La supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia libre de
metastasis a los 15 afios es respectivamente del 62,71% y 65,97% (tabla
4.2, figuras 4.1 y 4.2).

Suceso 5 anos 10 anos 15 anos
Supervivencia libre de enfermedad 75,43% 67,00% 62,71%
Supervivencia libre de metastasis 80,27% 72,26% 65,97%
Supervivencia especifica 89,75% 76,65% 69,30%

Tabla 4.2: Tasas de supervivenciaa 5, 10 y 15 anos.

Tras cualquier recurrencia, la supervivencia media es de 2,77 afos,
con un 23% de pacientes vivas a los 5 afios; tras la aparicion de metastasis
estas cifras bajan a 2,1 afios de supervivencia media y un 14% de

supervivientes a los 5 afos.
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Metastasis

Recurrencia

Afios

Figura 4.1: Supervivencia libre de metastasis y libre de recurrencia.

Afios

Figura 4.2 Supervivencia especifica de toda la serie.
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Un total de 26 pacientes han presentado una segunda neoplasia
(tabla 4.3). 13 de ellas una segunda neoplasia mamaria en la mama
contralateral, con una media de tiempo de aparicion de 61 meses (rango 7 —
129 meses). Entre las segundas neoplasias hay que destacar un sarcoma de

pared toracica, probablemente radioinducido.

Localizacion Numero

Mama contralateral 13

Colon

Sarcoma

Ovario

Endometrio

Laringe

Melanoma coroides
Piel

Al Al Al Al N WD

Tabla 4.3: Localizacion de las segundas neoplasias

4.1.2. - CIRUGIA Y RADIOTERAPIA.

El tipo de cirugia que se realizo en las 271 pacientes se detalla en la
tabla 4.4. Se administré radioterapia en pared y/o areas en 21 pacientes
sometidas a mastectomia, y radioterapia complementaria en todos los casos
de cirugia conservadora. La mediana de ganglios axilares que se disecaron
fue de 12 (rango 5 — 32), solo en 25 pacientes el numero de ganglios fue de
5 0 6. Ni el tipo de cirugia, ni la administracion de radioterapia, ni el numero

de ganglios estudiados tienen valor prondstico.
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Procedimiento Numero %
Mastectomia radical 17 6.3
Mastectomia radical modificada 229 84.5
Mastectomia simple 5 1.8
Cirugia conservadora 20 7.4

Tabla 4.4: Procedimientos quirargicos realizados.

4.1.3. - LOCALIZACION TUMORAL.

En 267 casos se pudo conocer la localizacion de la lesion primaria en

la mama, se describe en la tabla 4.5.

Localizacion Numero %
Cuadrante superoexterno 108 39.9
Cuadrante inferoexterno 29 10.7
Unidn de cuadrantes externos 14 5.2
Linea media 56 20.5
Cuadrante supero interno 37 13.7
Cuadrante inferointerno 16 5.9
Unidn de cuadrantes internos 7 2.6
Desconocido 4 1.5

Tabla 4.5: Localizacion del tumor primario.

Agrupandolos, de los 267 casos en que era conocida la localizacion

tumoral, 207 pacientes (77,5%) tenian tumores en cuadrantes externos o

linea media, y 60 pacientes (22,5%) en cuadrantes internos. Este factor no
se correlaciona con ningun otro del estudio.

En el estudio de su valor prondstico, no es factor significativo para la

supervivencia especifica ni para la supervivencia libre de metastasis,
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quedando en el limite de la significacion en la supervivencia libre de
enfermedad (log-rank, p=0,0703; Breslow, p=0,0492). Este valor prondstico
se debe enteramente a su influencia en la recidiva local (figura 4.3), donde si
es un factor pronéstico significativo: log-rank, p=0,025; RR 2,294 (IC 95%,
1,082 — 4,86) para cuadrantes internos vs. Cuadrantes externos y linea

media.

100 -w y linea media
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Figura 4.3: Supervivencia libre de recidiva local, segun la localizacion

Del tumor primario (p=0.025).

4.1.4. - EDAD Y MENOPAUSIA.

La edad media de la poblacién estudiada era de 56 afios (rango 27 —

81 afios). La distribucidén por grupos de edades se describe en la figura 4.4.
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Figura 4.4: Distribucion del nimero de casos por grupos de edades.

El 30,6% de las pacientes era premenopausica al diagnéstico; el
12,5% era perimenopausica y el 56.9% postmenopdausica. La edad media de
las pacientes pre y perimenopausicas es de 47 afios, y de 63,5 afios en

postmenopausicas.

El estado menstrual se correlaciona con el componente intraductal
asociado (mayor presencia en pacientes pre y perimenopausicas,
p=0,00017), los receptores de estrogenos y de progesterona (mayor tasa de
negatividad en pacientes pre y perimenopausicas, p=0,017 y p=0,007
respectivamente) y hay una tendencia a que las pre y perimenopausicas se
correlacionen con la positividad para HER-2/neu (p=0,07). Esta variable no

es factor prondstico para ningun suceso.
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La edad al diagnostico es una variable continua, al buscar un punto
de corte ideal, este no se encontrd para la supervivencia libre de enfermedad
(ya sea para cualquier tipo de recaida o para metastasis), ni para la
supervivencia especifica, aunque en este caso se acerco a la significacion al
separar los grupos en la edad de 65 afios. Por tanto se opt6 por introducirla
en el estudio como una variable continua. Del estudio de las tasas de
recurrencias para los diferentes grupos de edad, se concluyé que la
transformacién que mejor predecia el comportamiento prondstico era el
cubic spline

Introducida en el analisis con la transformacion cubic spline, la edad al
diagndstico es un factor pronéstico significativo para la supervivencia libre de
enfermedad (p=0,0013), la supervivencia libre de metastasis (0,0196), y la
supervivencia especifica por cancer de mama (0,013). La representacion

grafica del riego relativo segun la edad se puede observar en la figura 4.5.

Riesgo Relativo
: .: &
Riesgo Relativo

Edad Edad

A B

Figura 4.5: Representacion de la transformacién cubic spline con relacion a la edad y
el riesgo relativo de recurrencia (A) y de mortalidad (B). La transformacion para el

riesgo relativo de metastasis es superponible a la de mortalidad.

Como se puede observar, el riesgo relativo de padecer una
recurrencia de la enfermedad es minimo alrededor de los 60 anos,

elevandose al nivel de 1,5 — 2 para el grupo de edad mas joven, y hasta 4
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para las edades mayores. Para la supervivencia libre de metastasis y para la
supervivencia global, el riego relativo es bajo para las edades jovenes,
discretamente mas alto en el grupo de edad media, y se eleva francamente

a partir de los 70 afos.

Como en el caso de la localizacion tumoral, las diferencias entre
recurrencia y mortalidad se deben a la influencia de la recidiva local (Figura
4.6). Esta es significativamente mas frecuente en las pacientes menores de
45 afos que en las mayores (p=0,02); cuando se elimina este factor,
analizando solo las metastasis, la curva de riesgo relativo se iguala a la de la

mortalidad.
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Figura 4.6: Supervivencia libre de recidiva local segun la edad (p=0,02).

Dada su intensa relacion con el estado menstrual, los factores con los
que se correlaciona la edad son los mismos, con mayor significacion

estadistica: componente intraductal (p=0,001), negatividad de RE (p=0,002),
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negatividad de RP (p=0,005), y positividad para la oncoproteina HER-2/neu
(p=0,031).

4.1.5. - TIPO HISTOLOGICO.

La gran mayoria de las pacientes tenian un carcinoma ductal
infiltrante, 256 casos (94,4%), solo 14 pacientes (5,2%) fueron
diagnosticadas de un carcinoma lobulillar infiltrante y una paciente (0,4%) de

un carcinoma papilar. No fue factor pronéstico para ningun suceso.

4.1.6. —- COMPONENTE DE CARCINOMA INTRADUCTAL ASOCIADO.

En 111 pacientes (41%) se objetivo un componente intraductal mayor
del 25% del tumor. Como ya se ha descrito, esta presencia se correlaciona
con la edad y la menopausia. Es destacable su relacion con la expresion de
las oncoproteinas: el 25,5% de los tumores con componente intraductal
asociado muestran sobreexpresion de la HER-2/neu, frente al 14,1% de los
que no tienen componente intraductal (p=0,024); no hay correlacion con la
sobreexpresion de la proteina p53. El componente intraductal asociado no

tiene valor prondstico para ningun suceso.




Resultados - 90

4.1.7. - TAMANO TUMORAL PATOLOGICO.

La media del tamafio tumoral patoldgico fue de 30 milimetros, con un
rango de 5 a 80 mm. La distribucion segun categorias de la clasificacion

TNM se observa en la tabla 4.6.

pT Numero %
pT1a-b 21 7,7
pT1ic 81 29,9
pT2 149 55
pT3 29 7.4

Tabla 4.6: Distribucion del tamafio tumoral segun categorias pT.

El tamafio tumoral se correlaciona significativamente con los tedricos
factores de proliferaciéon y desdiferenciacion. A medida que aumenta el
diametro tumoral hay mayor proporcion de grados Il y Il (p=0,002), mayor
presencia de necrosis (p=0,011), mas tumores con RE negativos (p=0,0001)
y RP negativos (p=0,0001), mayor proporcion de aneuploidia (p=0,04),
mayor fase S (p=0,0001) y mayor positividad para la proteina p53 (p=0,004).

Para dicotomizar la variable se ha hecho un estudio de la significacion
(figura 4.7), hallando que el punto de corte que resulta en un mayor valor

pronostico es el de 2 centimetros.
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Figura 4.7: Grado de significacion para los diferentes tamanos
tumorales. Haciendo cortes cada 5 mm, cualquier tamafio entre los 10
y los 40 mm muestra valor significativo, sin embargo, tanto para la
supervivencia libre de enfermedad como para la supervivencia

especifica, la maxima significaciéon se halla en los 2 cm.

Empleando este punto de corte (pT1 vs pT2-3), el tamaho tumoral es
un factor prondstico significativo para la supervivencia libre de enfermedad,
supervivencia libre de metastasis y supervivencia especifica (tabla 4.7). En
las figuras 4.8 y 4.9 se representan la supervivencia libre de enfermedad y la

supervivencia especifica.

Suceso Categoria RR IC 95% p
pT1 1

Supervivencia libre de enfermedad <0,0001
pT2-3 2,971 (1,811 -4,872)
pT1 1

Supervivencia libre de metastasis <0,0001
pT2-3 4,202 (2,267 - 7,788)
pT1 1

Supervivencia especifica <0,0001
pT2-3 5,162 (2,553 - 10,436)

Tabla 4.7: Riesgo relativo (RR) y significacion para el tamaino tumoral (pT1 vs pT2).
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Las tasas de supervivencia a los 5, 10 y 15 afios se reflejan en la tabla 4.8.

Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
pT1 88,21% 82,78% 81.24%
Supervivencia libre de enfermedad
pT2-3 67,18% 56,78% 50,95%
pT1 94,10% 88,64% 88,64%
Supervivencia libre de metastasis
pT2-3 71,44% 61,86% 53.33%
pT1 98,01% 93,54% 88,64%
Supervivencia especifica
pT2-3 82,20% 66,81% 57,33%

Tabla 4.8: Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 afios para el tamafo tumoral.

Al analizar el subgrupo de los tumores pT1, las diferencias entre los pT1a-b
y pT1c también son importantes (tabla 4.9), pero dado el escaso numero de

eventos en el grupo de pT1a-b, las diferencias no alcanzan la significacion.

Suceso Categoria S5anos 10anos 15 anos
pTia-b 90,48% 90,48% 90,48%
Supervivencia libre de enfermedad
pTic 87,61% 80,67% 78,80%
pTia-b 95,24% 95,24% 95,24%
Supervivencia libre de metastasis
pTic 93,80% 86,81% 86,81%
pTia-b 100% 94,74% 95,24%
Supervivencia especifica
pTic 97,49% 93,13% 86,81%

Tabla 4.9: Tasa de supervivencia a 5, 10 y 15 afos para los tumores pT1.
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pT1

pT2-3

Figura 4.8: Supervivencia libre de enfermedad seguin el tamaifo tumoral (p < 0,0001)

pT1

pT2-3

Figura 4.9: Supervivencia especifica segun el tamafo tumoral (p < 0,0001)
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4.1.8. - GRADO HISTOLOGICO.

De las 271 pacientes, 67 (24,7%) se evaluaron como grado 1; como
grado 2,133 (49,1%); y como grado 3, 71 pacientes (26,2%). Para
dicotomizar la variable se agruparon los casos con grado 2 y grado 3, dado

que su evolucion clinica es muy similar en esta serie.

El mayor grado histolégico se correlaciona con la presencia de
necrosis tumoral (p=0,0001), con la presencia de invasion linfatica y vascular
(p=0,036), con la negatividad para los RE (p=0,015) y para los RP (p=0,027).
El 42% de los tumores grado 2 y 3 son aneuploides, mientras que solo lo son
el 24,6% de los tumores grado 1 (p=0,012); los grados altos, también
presentan una fase S media mas elevada; en cuanto a la positividad para la
p53, el 37,2% de los grados altos presentan positividad, frente al 11,9% de
los grados 1 (p=0,0001).

El grado histolégico es un factor pronostico significativo para la
supervivencia libre de metastasis y especifica, no alcanza la significacion

para la supervivencia libre de enfermedad (Tablas 4.10y 4.11, Figura 4.10).

El analisis de los distintos componentes que forman el grado
histolégico (diferenciacion tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitético),
muestra que todos ellos tienen una significacion nula o marginal en los
diferentes sucesos. En ningun caso, su valor pronéstico supera el del grado

histologico global.
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Suceso Categoria RR IC 95% p
Grado 1 1

Supervivencia libre de enfermedad 0,156
Grado2y3 1,426 (0,870 - 2,335)
Grado 1 1

Supervivencia libre de metastasis 0,020
Grado2y3 2,045 (1,104 - 3,786)
Grado 1 1

Supervivencia especifica 0,017

Grado2y3 2206 (1,127 - 4,319)

Tabla 4.10: RR y significacion para el grado histologico (grado 1 vs. grado 2 y 3).

Suceso Categoria 5anos 10anos 15 anos
Grado 1 86,54% 75,41% 67,48%
Supervivencia libre de enfermedad
Grado2y3 71,47% 64,01% 61,03%
Grado 1 92,54% 83,46% 77,55%
Supervivencia libre de metastasis
Grado2y3 75,96% 68,42% 65,22%
Grado 1 98,51% 89,96% 80,14%
Supervivencia especifica
Grado2y3 84,84% 72,87% 65,73%

Tabla 4.11: Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 aios para el grado histolégico.

Grado 2y 3

Afios

Figura 4.10: Supervivencia especifica segun el grado histolégico (p=0,017).
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4.1.9. — INFILTRADO LINFOPLASMOCITARIO.

El 54,2% de las pacientes no presentaban un infiltrado linfoplasmocitario, el
47.8%, un infiltrado moderado o importante. Su presencia se correlaciona
con el grado (p<0,00001), necrosis (p<0,00001), negatividad de RE
(p=0,0008) y RP (p=0,041), y con positividad para HER-2/neu (p=0,043) y

p53 (p=0,004). No es factor prondstico para ningun suceso.

4.1.10. - DESMOPLASIA.

La revisidn histolégica mostré que 9 pacientes (3,3%) no presentaban
desmoplasia apreciable, 125 (46,1%) una desmoplasia moderada, y 137
(50,6%) una desmoplasia importante. Dado el escaso numero de casos sin
desmoplasia, se agruparon con el grupo que presentaba desmoplasia

moderada.

No se correlaciona significativamente con ningun otro factor asociado,
solo hay una tendencia a correlacionarse con la ausencia de componente
intraductal. La presencia de desmoplasia importante tampoco es un factor

pronéstico significativo para ningun suceso estudiado.

4.1.11. — INVASION LINFATICA Y VASCULAR.

En esta serie, 47 pacientes (17,3%) presentaban invasion linfatico-
vascular, mientras 224 (82,7%) no la presentaban. Este factor solo se
correlaciona con el grado histologico. Pese a que hay una tendencia para
que los tumores con invasién linfatico-vascular tengan peor evolucion clinica,

estas diferencias no alcanzan la significacion estadistica.
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4.1.12. - NECROSIS TUMORAL.

La presencia de necrosis tumoral se distribuyé de la siguiente manera:
170 casos (62,7%) no presentaron necrosis, 58 (21,4%) presentaron
necrosis moderada y 43 pacientes (15,9%) necrosis tumoral importante.
Para dicotomizar la variable se agruparon la presencia vs. la no presencia de
necrosis. La presencia de necrosis se correlaciona con el mayor tamafio
tumoral (p=0,0002), el grado mayor (p=0,00001), la presencia de infiltrado
linfoplasmocitario (p<0,00001), la negatividad de RE (p=0,001) y RP
(p=0,02). El 42,9% de los tumores con necrosis presentaban sobreexpresion
de la proteina p53, mientras que solo la presentaban el 23,6% de los

tumores sin necrosis (p=0,004).

Pese a las diferencias, siempre a favor de la ausencia de necrosis,
solo para la supervivencia especifica alcanzoé significacion estadistica (tablas
4.12 - 4.13, y figura 4.11).

Suceso Categoria RR IC 95% P
No 1

Supervivencia libre de enfermedad 0,127
Si 1,374 (0,911 -2,073)
No 1

Supervivencia libre de metastasis 0,103
Si 1,455 (0,924 - 2,291)
No 1

Supervivencia especifica 0,033
Si 1,675 (1,037 - 2,706)

Tabla 4.12: RR y significacion para la necrosis tumoral (no vs si).
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Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
No 81,49% 69,70% 62,49%
Supervivencia libre de enfermedad
Si 64,95% 62,47% 58,38%
No 82,67% 75,96% 68,78%
Supervivencia libre de metastasis
Si 69,79% 65,98% 65,98%
No 93,47% 82,21% 71,31%
Supervivencia especifica
Si 77,96% 68,07% 65,84%

Tabla 4.13: Tasa de supervivencia a 5, 10 y 15 afios para la necrosis tumoral.

80 No necrosis

60 - Necrosis

Figura 4.11: Supervivencia especifica segun la necrosis tumoral (p=0,033).
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4.1.13. - RECEPTORES HORMONALES.

La determinaciéon por métodos bioquimicos de los receptores de
estrégenos se conocia en 208 casos; en los casos restantes y los
receptores de progesterona para todas las pacientes, se determinaron por
inmunohistoquimica, no siendo posible obtener un resultado valido en 10

casos, por tanto, los RE y RP son conocidos en 263 casos

4.1.13.1. — Receptores de estrogenos.

En los casos determinados por método bioquimico se definieron como
positivos los valores > 10 fmol/mg, con este corte fueron negativos 98 casos
y positivos 110 casos, el valor medio fue de 41, 8 fmol/mg (rango 3 — 508);
para la inmunohistoquimica, los negativos (menos del 5% de las células
marcadas) fueron 25, y los positivos 28. La variable es desconocida en 10
casos. En resumen, 123 (47,1%) pacientes tenian RE negativos y 138
(52,9%) RE positivos. Dentro del grupo de RE positivos, 42 pacientes (16,1%
del total) tenian valores altos de RE (>100 fmol/mg o >50% células

positivas).

La positividad de los RE se correlaciona significativamente con la
edad mayor (p=0,004) y el estado postmenopausico (p=0,01), con el menor
tamano tumoral (p<0,0001), el grado menor (p=0,004), la menor infiltracion
linfoplasmocitaria (p=0,002), y la ausencia de necrosis (p=0,005). El 28,5%
de los tumores RE positivos son aneuploides, mientras que en los tumores
RE negativos la tasa de aneuploidia es del 47,5% (p=0,001), también se
correlaciona con la fase S, siendo esta menor en los tumores RE positivos
(p<0,0001). Hay también una correlacién entre la positividad de los RE y la
negatividad para p53 (p=0,0004). La relacion con los receptores de

progesterona es directa e intensa (p<0,0001).
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Hay una clara tendencia a que los RE negativos tengan peor
evolucion clinica que los RE positivos; esta tendencia es valida para todos
los sucesos analizados, pero en ninguno de ellos alcanza la significacion
estadistica. Las tasas de supervivencia se describen en la tabla 4.14, y en la
figura 4.12 se puede observar como la diferencia inicial entre las curvas

desaparece conforme aumenta el seguimiento.

Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
Positivos 78,84% 69,82% 61,18%
Supervivencia libre de enfermedad
Negativos 71,9% 63,27% 60,03%
Positivos 82,77% 74,06% 71,04%
Supervivencia libre de metastasis
Negativos 77,69% 70,06% 63,62%
Positivos 91,01% 78,99% 71,74%
Supervivencia especifica
Negativos 88,43% 74,39% 66,48%

Tabla 4.14: Tasa de supervivencia a 5, 10 y 15 ahos para los receptores de

estréogenos.

100 -

7 RE+

Afios

Figura 4.12: Supervivencia libre de enfermedad segun los receptores

estrogénicos (p=N.S.)
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Llama la atencion el comportamiento de los tumores con valores mas
altos de RE. Estas 42 pacientes, de las cuales el 83% son
postmenopausicas, el 66% con un tamafio mayor de 2 cm y el 45%
aneuploides, tienen un comportamiento clinico similar a las de los receptores
negativos, con un pronostico mucho peor que el de las pacientes con valores
positivos mas bajos (figura 4.13), tanto para la supervivencia libre de
enfermedad (p=0,010) o de metastasis (p=0,015), como para Ila

supervivencia especifica (p=0,016).

100 -

a0 - RE + bajos
60 -

=S ] RE + altos
40 -
20 -

0 T T T T T T T T T T T T T T |
0 3 6 9 12 15

Afios

Figura 4.13: Supervivencia libre de enfermedad segun el nivel de positividad
de los RE (p=0,010).

4.1.13.1. — Receptores de progesterona.

Todos las determinaciones de RP se realizaron por técnica de
inmunohistoquimica, siendo desconocido el valor de 10 casos. En 167

pacientes (64%) los RP fueron negativos, y en 94 (36%) positivos.
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Como en el caso de los RE, la positividad de los RP se correlaciona
con la edad mayor (p=0,006) y la post-menopausia (p=0,007), menor tamano
tumoral (p<0,0001), grado menor (p=0,02), menor infiltrado linfoplasmocitario
(p=0,04), ausencia de necrosis (p=0,02), menor porcentaje de aneuploidia
(p=0,002) y menor fase S (p<0,0001). Los receptores de progesterona se
correlacionan con la positividad para la proteina p53, el 26,7% de los
tumores RP positivos son positivos para la p53, frente al 47,3% de los
tumores RP negativos (p=0,02).

Como en el caso de los RE, la tendencia es que los RP positivos
tengan mejor pronostico que los RP negativos (figura 4.14), pero tampoco
alcanza la significacion estadistica en ningun suceso, aunque se acerca ella
para la supervivencia libre de metastasis (p=0,07) y la supervivencia
especifica (p=0,07). El efecto de los altos niveles de positividad no aparece

en los receptores de progesterona.

100 -

80 - RP+

1 RP-
60 -
a2 A
40 -
m ]
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0 3 6 9 12 15

Afos

Figura 4.14: Supervivencia libre de metastasis segun los receptores
de progesterona (p=0,07).
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4.1.13.3. — Valor conjunto de los receptores.

La tabla 4.15 muestra la determinacion conjunta de los receptores de

estrégenos y de progesterona.

RP
Positivos Negativos
Positivos 92 46
RE
Negativos 2 121

Tabla 4.15: Determinacion conjunta de RE y RP.

El grupo de RE positivos y RP negativos tiene un comportamiento

pronaostico igual al del grupo RP negativos, por lo que la valoracidon conjunta

de ambos receptores no parece afadir valor a la determinacion aislada de

los receptores de progesterona.

4.1.14. - CITOMETRIA DE FLUJO.

4.1.14.1. — Ploidia.

La determinacién de la ploidia no se pudo realizar por problemas

técnicos en 13 casos; el histograma de la distribucion del indice de DNA (Dl)

se puede ver en la figura 4.15.
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Mimeno de casos

BB 88EREEZ

<1 1 112 1214 14181618 182 222 =>22
indice DNA

Figura 4.15: Distribucion de nimero de casos segun el indice de DNA.

La media de indice de DNA para la poblacién aneuploide fue de 1,52
(rango 1,08 — 3,28)
La distribucién por categorias se hizo siguiendo las recomendaciones

de Wenger'?, y se describe en la tabla 4.16.

Categoria DI Numero %

Hipodiploide <1 1 0,4
Diploide 1 149 57,8
Near-diploide 1,01-1,2 12 4,7
Hiperdiploide 1,21-1,85 64 24,8
Tetraploide 1,86-2,05 13 5

Hipertetraploide > 2,05 9 3,5
Multiploide * 10 3,9

(* mas de una poblacion celular)

Tabla 4.16: Distribucion de la ploidia.
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Para dicotomizar la variable se agruparon los diploides y near-
diploides, dado su idéntico comportamiento clinico, vs. el resto de
aneuploides, quedando por tanto 151 casos euploides (62,5%) y 107
aneuploides (37,5%).

Como ya se ha descrito anteriormente, la euploidia se correlaciona
con el menor grado histolégico y con la positividad de los RE y RP. No se

correlaciona con la expresion de la proteina HER-2/neu o de la proteina p53.

Con la dicotomizacion en euploides y aneuploides, la ploidia es un
potente factor prondstico para todos los sucesos (tablas 4.17 y 4.18, figuras
4.16y 4.17).

Suceso Categoria RR IC 95% P
Euploide 1

Supervivencia libre de enfermedad 0,008
Aneuploide 1,716 (1,145-2,572)
Euploide 1

Supervivencia libre de metastasis 0,0002
Aneuploide 2,268 (1,449 - 3,550)
Euploide 1

Supervivencia especifica <0,0001

Aneuploide 2,634 (1,630 - 4,256)

Tabla 4.17: RR y significacion para la ploidia (euploide vs aneuploide).

Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
Euploide 81,20% 72,42% 65,48%
Supervivencia libre de enfermedad
Aneuploide 62,46% 53,83% 53,83%
Euploide 87,38% 79,40% 73,20%
Supervivencia libre de metastasis
Aneuploide 65,96% 57,08% 54,88%
Euploide 93,70% 84,49% 76,57%
Supervivencia especifica
Aneuploide 77,82% 62,04% 54,22%

Tabla 4.18: Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 afios para la ploidia.
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Euploide

Aneuploide

Afios

Figura 4.16: Supervivencia libre de enfermedad segun ploidia (p=0,008).

Euploide

Aneuploide

Figura 4.17: Supervivencia especifica segun ploidia (p<0,0001).
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Al igual que con la variable edad, el indice de DNA es una variable
continua, por lo que se ha testado su valor prondstico como tal. Entre las
transformaciones probadas, también el cubic spline es la que mejor se
adecua al valor pronéstico, para la supervivencia libre de enfermedad
(p=0,0005), la supervivencia libre de metastasis (p=0,0002) y supervivencia
especifica (0,0001). Sin embargo, en esta variable la introduccion en el
analisis del valor continuo con la transformacion cubic spline, no afade un

valor prondstico importante al de la dicotomizacion.

La figura 4.18 muestra la relacion del indice de DNA con
transformacién cubic spline con el riesgo relativo de recurrencia y de
mortalidad. El riesgo relativo de la zona near-diploide es similar al de los
tumores diploides, aumenta hacia un pico maximo alrededor del DI 1,4-1,6,
disminuye ligeramente en la zona tetradiploide, para aumentar luego de
manera importante. La observacion de ésta curva apoya la dicotomizacion

realizada en el analisis previo.

6 - 2,5

1,5 ]

Riesgo Relativo
w
Riesgo Relativo

0,5 |

o o
1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2 2,4

indice de DNA indice de DNA

A B

Figura 4.18: Representacion de la transformacién cubic spline con relacién al indice
de DNA y el riesgo relativo de recurrencia (A) y de mortalidad (B). La transformaciéon

para el riesgo relativo de metastasis es superponible a la de mortalidad.




Resultados - 108

4.1.14.2. — Fase S.

La determinacion de la cinética celular solo se pudo realizar en 162
casos (59,8%). En el resto de los casos, el exceso de desechos celulares o
la falta de muestra representativa de tumor hizo que el resultado de la

cinética celular no fuera valido.

La poblacién seleccionada por el hecho de disponer de Fase S no
muestra diferencias significativas en ninguna de las caracteristicas clinicas
patologicas o de expresion de oncogenes, respecto a toda la poblacion
estudiada. La unica caracteristica con minimas diferencias es la tasa de
tumores euploides, que es del 57,8% para toda la serie frente al 63% de la
poblacién con fase S valida, resultado por otra parte légico ya que es
habitual que sea en los tumores aneuploides donde se concentren al

maximo las dificultades técnicas para poder realizar la fase S.

La mediana del coeficiente de variacién en los 162 casos fue de 7,8%
(rango 4 — 9,9%). La fase S media de todos los casos validos fue de 13,84%
(rango 3,12 — 29,5%). Para la poblacién euploide la media fue de 10,4%
(rango 3,12 — 28,6%), y para la poblacion aneuploide de 16,9% (4,26 —
29,5%).

Las fases S altas se correlacionan con el mayor tamafo tumoral
(p=0,0001), mayor grado histoldgico (p=0,001), mayor necrosis (p<0,0001),
negatividad de RE (p<0,0001) y RP (p<0,0001), indice de DNA mas alto
(p<0,0001), y positividad de p53 (p=0,003).

La busqueda del punto de mejor corte para toda la poblaciéon con fase
S conocida (figura 4.19) concluyo en con el valor del 14% como mejor

discriminador pronéstico.
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Figura 4.19: Grado de significacion para diferentes puntos de corte de la fase S.

Con esta dicotomizacién, la fase S es factor prondstico para la

supervivencia libre de enfermedad, supervivencia libre de metastasis y

supervivencia especifica (tablas 4.19y 4.20, figuras 4.20y 4.21).

Suceso Categoria RR IC 95% P
Baja 1

Supervivencia libre de enfermedad 0,0069
Alta 2,011 (1,199 - 3,372)
Baja 1

Supervivencia libre de metastasis 0,0004
Alta 2,790 (1,536 - 5,067)
Baja 1

Supervivencia especifica 0,0001
Alta 3,271 (1,717 - 6,230)

Tabla 4.19: RR y significacién para la fase S (baja vs alta).
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Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
Baja 83,29% 70,91% 69,04%
Supervivencia libre de enfermedad
Alta 63,29% 53,95% 51,88%
Baja 90,91% 84,51% 76,82%
Supervivencia libre de metastasis
Alta 65,71% 57,18% 54,09%
Baja 96,66% 89,07% 79,11%
Supervivencia especifica
Alta 74,5% 59,88% 57,71%

Tabla 4.20: Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 afios para la fase S.

100 -
a0 -
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Figura 4.20: Supervivencia libre de enfermedad segun la fase S (p=0,0069).
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Figura 4.21: Supervivencia especifica segun la Fase S (p=0,0001).

Al ser la fase S una variable continua, también se ha analizado como
tal, introduciéndola de forma lineal. De esta manera, la fase S es también un
factor prondstico para la supervivencia libre de enfermedad (p=0,0058), la
supervivencia libre de metastasis (p=0,0008), y la supervivencia especifica
(p=0,0003). Comparando estos valores con los de la tabla 4.19, no hay una

mejoria notable en su valor pronostico respecto a la variable dicotomizada.

Siguiendo las recomendaciones del Consenso del uso de la

Citometria en cancer de mama'®

, Se busco el punto de corte de maxima
significaciéon pronéstica por separado en los tumores euploides y en los
tumores aneuploides. El mejor punto de corte fue 7,8% en los euploides, con
una significacion de p=0,016 para la supervivencia libre de enfermedad y
p=0,036 para la supervivencia global. En los tumores aneuploides no se
encontré un punto de corte con valor pronostico, probablemente debido al
bajo numero de casos (54 pacientes); con el valor del 14%, solo el 28,7% de

los tumores euploides tenian una fase S baja.
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4.1.15. - SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HER-2/NEU.

La sobreexpresion de la proteina Her-2/neu se pudo determinar en
247 pacientes (90,1%) del total. El porcentaje de células tefiidas se refleja en
la tabla 4.21.

% Tincién N° de pacientes %
NEGATIVO (< 5%) 201 81,4
5-20% 3 1,2
20-50% 15 6,1
> 50% 28 11,3

Tabla 4.21: Porcentaje de tincién celular por Her-2/neu.

Al considerar positiva toda tincion superior al 5%, son negativos para

Her-2/neu 201 pacientes (81,4%), y positivos 36 pacientes (19,6%).

La positividad para HER-2/neu solo se correlaciona con la presencia
de componente intraductal asociado (p=0,024) y el infiltrado
linfoplasmocitario (p=0,04), con una tendencia a que las pacientes pre y

perimenopausicas tengan mas tumores positivos (p=0,07).

La presencia de positividad para la proteina HER-2/neu no es un
factor prondstico significativo en ninguno de los sucesos analizados, sin
presentar tan solo una tendencia estadistica a ello. La busqueda de un mejor
punto de corte que el del 5% de células tefidas tampoco ofrecio resultados

positivos.
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4.1.16. - SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA p53.

La sobreexpresion de la proteina p53 se pudo determinar en 263
casos. La distribucién por intensidad de tincién y porcentaje de células con

tincidon nuclear se describen en las tablas 4.22 y 4.23.

Intensidad tincion Numero %

Negativa 158 60,1
Débil 38 14,4
Moderada 52 19,8
Intensa 15 5,7

Tabla 4.22: Intensidad de tincion por p53.

% tincion Numero %
NEGATIVA (< 5%) 158 60,1
5-20% 24 9,1
20-40% 41 15,6
40-60% 32 12,2
> 60% 8 3

Tabla 4.23: Porcentaje de tincién por p53.

La valoracién de la expresion de la proteina p53 se realizé mediante
un histocore de intensidad + porcentaje, los resultados de esta valoracion de

reflejan en la tabla 4.24.
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Histocore p53 Numero %

0 158 60,1
2 18 6,8
3 19 7,2
4 31 11,8
5 21 8

6 13 49
7 3 1,1

Tabla 4.24: Distribucion del Histocore de la p53.

14.1.16.1. — Correlacion con otras variables.

— Edad y menopausia.

La positividad para p53 no se correlaciona con la edad ni con el
estado menopausico, el 40,9% de las pre y perimenopausicas son p53

positivas frente al 39,2% de las postmenopausicas.

— Receptores hormonales.
El 29,5% de las pacientes RE positivos frente al 51,2% de los RE

negativos, son p53 positivas (p=0,0004); igualmente, el 26,7% de los
tumores RP positivos frente al 47,3% de los RP negativos, son p53 positivos
(p=0,0013).

— Ploidia y fase S.

Hay una tendencia a las diferencias significativas (p= 0,13) en la
positividad para la p53 entre los tumores euploides (36,6%) y los
aneuploides (46,2%). Hay una clara diferencia respecto a la fase S, el 25,8%
de los tumores con fase S baja frente al 55,1 de los tumores con fase S alta,

son positivos para la p53 (p=0,0001). La media de la fase S para los tumores
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p53 negativos es de 10,3% (rango 3,12 — 28,6%), y para los tumores p53

positivos de 15,7 (rango 3,9 — 29,5%).

— Caracteristicas histopatoldgicas.

las

La tabla 4.25 resume las correlaciones de la p53 con
caracteristicas histopatoldgicas.
Casos con
Caracteristica Categoria » P
p53 positiva

Ductal 33,6%

Tipo histologico ] 0,04
Lobulillar 7.1%
< 1cm. 19%

Tamano 1,1-2 cm. 30% 0,004
>2cm. 47,5%

20,9%
Grado histoldgico 4,3% 0,0004
52,9%

No 39,9%

Permeacioén vascular 0,99
Si 40%
No 39,3%

Permeacion linfatica 0,62
Si 43,2%
No 37,1%

Desmoplasia 0,35
Si 42,7%
No 32,4%

Inf. Linfoplasmocitaria 0,004
Si 48,8%
No 33,3%

Necrosis 0,004
Si 51%
No 42,2

Componente intraductal ) 0,36
Si 36,7

Tabla 4.25: Correlaciones de la p53 con las caracteristicas histopatolégicas.

Entre los componentes del grado, el que mejor se correlaciona con la

p53 es el indice mitotico (p=0,0016).
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— Sobreexpresion de la proteina Her-2/neu.

No hay relacién entre la expresiéon de los dos oncogenes, el 30,5% de
los tumores HER-2/neu negativos y el 37,8% de los tumores Her-2/neu
positivos, expresan positividad para la p53 (p=0,93). Solo en 17 casos de los
240 en que se conocen ambos factores, los tumores son positivos para las

dos proteinas.

14.1.16.2. — Valor pronéstico.

El punto de corte para definir la positividad de la sobreexpresién de
p53 se establecid en el valor >2 del histocore de la p53. En este valor se
alcanzaba la maxima significacion prondstica. De hecho, la poblaciéon con un
porcentaje de células marcadas del 5 al 20% e intensidad de tincién leve
(histocore 2), presentan tasas de recurrencia y supervivencia igual a la

poblacion con histocore 0.

Usando este punto de corte, la tasa de positividad para la p53 es del
33,1% (87 pacientes de 263 en que se conoce la variable). La positividad de
la proteina p53 es un importante factor prondstico para la supervivencia libre
de enfermedad, supervivencia libre de metastasis y supervivencia especifica.
(tablas 4.26 'y 4.27, figuras 4.22, 4.23 'y 4.24).

Suceso Categoria RR IC 95% P
Negativo 1

Supervivencia libre de enfermedad 0,0001
Positivo 2,225 (1,473 - 3,359)
Negativo 1

Supervivencia libre de metastasis 0,0001
Positivo 2,447 (1,545 - 3,874)
Negativo 1

Supervivencia especifica 0,0001
Positivo 2,606 (1,594 - 4,260)

Tabla 4.26: RR y significacion para la p53 (negativo vs positivo).
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Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
Negativo 82,74% 74,41% 71,45%
Supervivencia libre de enfermedad
Positivo 62,81% 53,97% 47,06%
Negativo 87,90% 80,36% 76,98%
Supervivencia libre de metastasis
Positivo 67,45% 58,47% 53,51%
Negativo 93,04% 84,87% 77,30%
Supervivencia especifica
Positivo 80,15% 65,30% 55,69%

Tabla 4.27: Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 ainos para la p53.

p53 -

p53 +

Afios

Figura 4.22: Supervivencia libre de enfermedad segun la p53 (p=0,0001).
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Figura 4.23: Supervivencia libre de metastasis segun la p53 (p=0,0001).

Figura 4.24: Supervivencia especifica segun la p53 (p=0,0001).
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Dentro del grupo de tumores p53 positivos, también hay diferencias
pronosticas segun la menor o mayor sobreexpresion de p53, dividiéndola en
histocore 3-5 (+) e histocore 6-7 (++). Con esta division, de los 87 pacientes
p53 positivos, 71 pacientes son p53 + y 16 p53 ++. Las diferencias son
significativas en la supervivencia libre de enfermedad, quedando en la
marginalidad para la supervivencia libre de metastasis y la supervivencia
especifica, probablemente por el escaso numero de casos (tablas 4.28 y
4.29, figura 4.25).

Suceso Categoria RR IC 95% P
+ 1

Supervivencia libre de enfermedad 0,015
++ 2,300 (1,151 - 4,595)
+ 1

Supervivencia libre de metastasis 0,11
++ 1,813 (0,854 - 3,850)
+ 1

Supervivencia especifica 0,12
++ 1,820 (0,845 - 3,918)

Tabla 4.28: RR y significacion para la p53, segin la menor o mayor

expresion (+ vs ++).

Suceso Categoria 5anos 10 anos 15 anos
+ 69,01% 59,93% 51,42%
Supervivencia libre de enfermedad
++ 33,48% 25,11% 2511%
+ 70,21% 61,95% 56,05%
Supervivencia libre de metastasis
++ 54,84% 40,22% 40,22%
+ 82,98% 66,87% 61,18%
Supervivencia especifica
++ 87,10% 69,70% 33,26%

Tabla 4.29: Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 afnos para la p53,

segun la menor o mayor expresion.
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60 - p53 +

P53 ++

Figura 4.25: Supervivencia libre de enfermedad segin la menor o

mayor expresion de p53 (p=0,015).

La expresion de la p53 es el unico factor pronéstico en el subgrupo de
pacientes con tumores pT1 en la supervivencia libre de enfermedad
(p=0,04), supervivencia libre de metastasis (p=0,0013), y supervivencia

especifica (p< 0,0001).
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4.2. — ANALISIS MULTIVARIADO.

En el analisis multivariado, realizado segun el método de Cox, se
realizaron multiples modelos hasta hallar el de mayor ajuste. Inicialmente se
introdujo entre las variables la Fase S como variable dicotomica, pero dado
que no resultaba factor prondstico para ningun suceso, no variaba los
resultados finales, y disminuia el nimero de casos de una manera notable,
los modelos finales se realizaron sin introducir esta variable para mejorar la
significacion estadistica. Para cada suceso se presenta un modelo final
realizado con las variables dicotomicas con valor significativo en el analisis
univariado, e introduciendo la edad como variable continua con
transformacion cubic spline. Los analisis se realizaron sobre un total de 252

pacientes de los que se disponian de todos los datos.

4.2.1. - SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD.

La tabla 4.30 resume las variables con valor significativo en el estudio

univariado.
Variable Categoria p
Edad * 0,0013
Tamano tumoral pT1vs. pT2-3 < 0,0001
Ploidia Euploide vs. aneuploide 0,008
p53 Negativo vs. positivo 0,0001
Fase S Baja vs. alta 0,0069

* Introducida como cubic spline.

Tabla 4.30: Variables significativas en el estudio

univariado para la supervivencia libre de enfermedad.
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El modelo final de la regresidon de Cox (sin incluir la fase S) se refleja
en la tabla 4.31.

Variable Categoria RR IC 95% P
pT1 1

Tamano 0,0002
pT2-3 2,595 (1,564 - 4,301)

Edad Cubic spline 1,475 (1,156 - 1,883) 0,0018
Negativo 1

p53 . 0,0082
Positivo 1,767 (1,158 - 2,696)
Euploide 1

Ploidia 0,036
Aneuploide 1,566 (1,028 - 2,385)

Tabla 4.31: Factores significativos en el analisis multivariado para la

supervivencia libre de enfermedad.

4.2.2. - SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECIDIVA LOCAL.

Los dos unicos factores que tienen valor prondstico significativo en la
aparicion de una recidiva local como primera manifestacién de enfermedad
recurrente son la localizacién de tumor en cuadrantes internos (p=0,025) y la
edad menor de 45 afios (p=0,02). En el andlisis multivariado, ambas

mantienen su valor prondstico (tabla 4.32).

Variable Categoria RR IC 95% p
Externos/linea media 1

Localizacion 0,0086
Internos 2,838 (1,302 - 6,184)
<45 anos 1

Edad 0,0076
> 45 anos 2,961 (1,334 - 6,572)

Tabla 4.32: Factores significativos en el analisis multivariado para la supervivencia

libre de recidiva local, como primera manifestaciéon de enfermedad recurrente.
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4.2.3. - SUPERVIVENCIA LIBRE DE METASTASIS.

La tabla 4.33 resume las variables con valor significativo en el estudio

univariado.
Variable Categoria o]
Edad * 0,019
Tamano tumoral pT1vs. pT2-3 < 0,0001
Grado histologico 1vs. 2-3 0,02
Ploidia Euploide vs. aneuploide 0,0002
p53 Negativo vs. positivo 0,0001
Fase S Baja vs. alta 0,0004

* Introducida como cubic spline.

Tabla 4.33: Variables significativas en el estudio

univariado para la supervivencia libre de metastasis.

El modelo final de la regresion de Cox (sin incluir la fase S) se refleja
en la tabla 4.34.

Variable Categoria RR IC 95% o]
pT1 1

Tamano 0,0001
pT2-3 3,584 (1,915 - 6,705)
Euploide 1

Ploidia 0,0067
Aneuploide 1,895 (1,194 - 3,007)
Negativo 1

p53 . 0,0070
Positivo 1,901 (1,192 - 3,032)

Edad Cubic spline 1,3617 (0,999 - 1,854) 0,0502

Tabla 4.34: Factores significativos en el analisis multivariado para la

supervivencia libre de metastasis.
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4.2.4. - SUPERVIVENCIA ESPECIFICA.

La tabla 4.35 resume las variables con valor significativo en el estudio

univariado.

Variable Categoria P
Edad * 0,013
Tamano tumoral pT1vs. pT2-3 < 0,0001
Grado histologico 1vs. 2-3 0,017
Ploidia Euploide vs. aneuploide < 0,0001
p53 Negativo vs. positivo 0,0001
Fase S Baja vs. alta 0,0001

* Introducida como cubic spline.

Tabla 4.35: Variables significativas en el estudio

univariado para la supervivencia especifica.

El modelo final de la regresion de Cox (sin incluir la fase S) se refleja
en la tabla 4.36.

Variable Categoria RR IC 95% o]
pT1 1

Tamano 0,0001
pT2-3 4,209 (2,056 - 8,618)
Euploide 1

Ploidia 0,0045
Aneuploide 2,051 (1,249 - 3,367)
Negativo 1

p53 . 0,0139
Positivo 1,880 (1,136 - 3,112)

Edad Cubic spline 1,458 (1,032 - 2,060) 0,0321

Tabla 4.36: Factores significativos en el analisis multivariado para la

supervivencia especifica.
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En resumen, el principal factor prondstico para todos los sucesos es el
tamano tumoral patoldgico, seguido por la sobreexpresion de la p53 y la
ploidia, con una tendencia a empeorar el pronodstico por la edad; en la
supervivencia libre de enfermedad, el grupo de edad de menores de 40 afios
y mayores de 65-70 afos; en la supervivencia libre de metastasis y la

supervivencia especifica, el grupo de mayores de 65-70 afos.

4.3. - MODELOS DE FACTORES PRONOSTICOS.

Dado que las tres principales variables prondstica categorizables son
el tamano tumoral, la sobreexpresion de la p53 y la ploidia, se ha realizado

un modelo con estos factores prondsticos para establecer grupos de riesgo.

4.3.1. - GRUPOS DE RIESGO PARA TODA LA SERIE.

Se han clasificado las pacientes en cuatro grupos de riesgo, segun
tengan ninguno, uno, dos o tres factores de riesgo; los factores de riesgo
derivados del analisis multivariado son: tamafio tumoral > 2cm, presencia de

sobreexpresion de la p53, y aneuploidia (tabla 4.37).

i Numero de
Grupo de riesgo
factores adversos

Minimo 0
Bajo 1
Medio 2
Alto 3

Tabla 4.37: Clasificaciéon en grupos de riesgo.
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Esta clasificacion delimita perfectamente cuatro grupos de riesgo con
altas diferencias estadisticas para la supervivencia libre de enfermedad, la
supervivencia libre de metastasis y la supervivencia especifica (tablas 4.38 y
4.39, figuras 4.26, 4.27 y 4.28).

Suceso Categoria RR IC 95% P
Minimo 1
_ o Bajo 2,184 (1,039 - 4,631)
Supervivencia libre de enfermedad ) < 0,0001
Medio 3,935 (1,887 - 8,163)
Alto 7,444 (3,335-16,618)
Minimo 1
Bajo 3,750 (1,291-10,890)
Supervivencia libre de metastasis < 0,0001
Medio 6,951 (2,440-19,800)
Alto 16,736  (5,650-49,578)
Minimo 1
_ ) i Bajo 6,159 (1,428-26,558)
Supervivencia especifica ) < 0,0001
Medio 13,511  (3,206-56,929)
Alto 27,905 (6,435-121,000)

Tabla 4.38: RR y significacion para los diferentes grupos de riesgo.

Suceso Categoria 5anos 10anos 15 anos
Minimo 92,66% 88,67% 88,67%
_ o Bajo 81,49% 69,39% 65,49%
Supervivencia libre de enfermedad )
Medio 66,32% 58,89% 50,74%
Alto 42,31% 29,62% 29,62%
Minimo 98,15% 94,19% 94,19%
) o . Bajo 88,00% 77,35% 70,71%
Supervivencia libre de metastasis )
Medio 71,54% 60,54% 60,54%
Alto 42,31% 33,85% 29,62%
Minimo 100% 97,87% 97,87%
_ _ . Bajo 96,73% 83,98% 75,92%
Supervivencia especifica ]
Medio 77,64% 67,33% 59,87%
Alto 69,23% 41,03% 30,77%

Tabla 4.39. Tasas de supervivencia a los 5, 10 y 15 anos, segun los grupos de riesgo.
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Afios

Figura 4.26: Supervivencia libre de enfermedad segtn la

clasificaciéon pronéstica (p<0,0001).

Figura 4.27: Supervivencia libre de metastasis segun la

clasificaciéon pronéstica (p<0,0001).
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Figura 4.28: Supervivencia especifica segun la clasificaciéon pronéstica (p<0,0001).

4.3.2. - GRUPOS DE RIESGO PARA TUMORES pT1.

El principal factor pronédstico, y de hecho, el que se utiliza en la
practica clinica como primer discriminador a la hora de decidir el tratamiento,
es el tamano tumoral. Por eso se ha realizado un modelo prondstico

diferenciado para los tumores de tamafio < 2 cm.

En el grupo de los tumores pT1 la ploidia carece de valor pronostico.
(p=0,77), por lo que el analisis se centra en el tamafno (pT1a-b vs. pT1c), y la
sobreexpresion de la p53. Al igual que en el modelo previo, se ha realizado
una clasificacion en riesgo bajo, medio y alto, segun tuvieran ninguno, uno o

dos factores adversos.

Nuevamente hay una diferenciaciéon clara entre los tres grupos de

riesgo, lo que se refleja en la tabla 4.40 y las figuras 4.29 y 4.30. No se
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puede calcular el riesgo relativo, ya que en el primer grupo no hay eventos

(supervivencia libre de metastasis y supervivencia especifica).

Suceso Categoria 5afos 10 afios 15 ainos
Bajo 94,12% 94,12% 94,12%
Supervivencia libre de enfermedad Medio 90,42% 85,22% 82,92%
Alto 76,19% 65,19% 65,19%
Bajo 100% 100% 100%
Supervivencia libre de metastasis Medio 96,80% 91,42% 91,42%
Alto 80,49% 68,56% 68,56%
Bajo 100% 100% 100%
Supervivencia especifica Medio 100% 96,38% 91,79%
Alto 90,23% 79,26% 69,35%

Tabla 4.40 Tasas de supervivencia a 5, 10 y 15 anos

para los diferentes grupos de riesgo, en pT1.

Figura 4.29: Supervivencia libre de enfermedad segun
grupos de riesgo en pT1 (p=0,025).
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Figura 4.30: Supervivencia especifica segiin grupos de riesgo en pT1 (p=0,0009).

4.4. — ANALISIS DESCRIPTIVO.

De la misma manera que Silvestrini**®

, Se ha realizado un modelo de
analisis descriptivo (figura 4.31) para investigar de que manera el uso
simultaneo de varios factores puede mejorar el valor predictivo de los

diferentes factores en solitario.

Para ello se seleccionan grupos con un minimo de 15 pacientes con
uno o mas factores prondsticos determinados que definen tasas de
recurrencia, y eliminando los que no afaden informacién prondstica,
adoptando como orden de preeminencia de factores en primer lugar el
tamano tumoral, en segundo la p53, tercero la ploidia, e incorporando en

cuarto lugar la fase S, dado su importante poder en el estudio univariado.
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Recurrencia a 15 afios (%)
0 10 20 30 40 50 60 70

pT1ab psa-
oT1ab |
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pT2
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pT2 ph3+

Figura 4.31: Probabilidad de recurrencia a 15 afos segun las

diferentes variables, solas o en combinacion.
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4.5. — VARIACIONES TEMPORALES DE LOS FACTORES
PRONOSTICOS.

La observacion de las curvas de supervivencia sugiere que hay
factores prondsticos cuyo valor varia a lo largo del tiempo. Varios autores
opinan que el estudio de las variaciones temporales puede informar sobre
los factores que influyen en las recurrencias tempranas y tardias, y por tanto
sobre la agresividad biolégica y la capacidad de metastatizar de los

diferentes tumores, segun sus caracteristicas bioldgicas.

Para estudiar este problema se han utilizado simultaneamente tres
meétodos, primero el estudio de los factores que influyen en la recurrencia
haciendo cortes temporales con seguimiento maximo de 3, 5y 10 afios; para
ello, los pacientes que no han recurrido se consideran eventos censurados a
final del periodo de estudio; segundo, dividiendo el seguimiento en dos
periodos independientes, el primero que cubre los 5 primeros afos del
seguimiento, en el que aparecen 64 recurrencias del total (67%), y un
segundo que cubre los afos posteriores, en que ocurren 18 recurrencias
(33%), y en el que las pacientes que han recurrido en el primer periodo se
excluyen del analisis; y tercero, comparando las tasas de recurrencia
anuales segun los diferentes factores (representando graficamente la

tendencia, para evitar picos aislados).

El estudio de la tasa anual de recurrencia (figura 4.32) para toda la
serie muestra un primer pico de recurrencias en los 2 — 3 primeros afnos, con
un segundo pico menor en los afos 10 — 11. La tasa anual media de
recurrencia en los 5 primeros afos es del 5,6%, mientras que el periodo 5 —

15 afos es del 1,9%.
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Figura 4.32: Representacion de la tasa anual de recurrencia para todas las pacientes.

La edad al diagndstico es un factor que mantiene su valor pronéstico,
tanto al cortar el seguimiento a 5 (p=0,03) y 10 anos (p=0,02), como con el
seguimiento completo (p=0,001). Sin embargo no influye en las recurrencias
ocurridas unicamente en el segundo periodo, ya que las tasas de recurrencia
de los dos grupos (definidos por la transformacién cubic spline) se

superponen a partir del sexto ano (figura 4.33).

— <40 afios y »70 afios
- Resto edades

Tasa anual de recurrencia (%)
[eo]

Figura 4.33: Representacion de la tasa anual de recurrencia segun la edad.
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En el caso de los receptores, los RE no tienen valor prondstico en
ningun corte, mientras que los RP tienen valor a los 3 afios (p=0,0069), que
van perdiendo progresivamente a los 5 (p=0,01) y 10 afos (p=0,07),
desapareciendo al computar todo el seguimiento (p=0,12). En la figura 4.34
se puede observar como las tasas de recurrencia son similares a partir del

tercer afio de seguimiento.

- RP+

Tasa anual de recurrencia (%)

Figura 4.34: Representacion de la tasa anual de recurrencia segun los RP.

El grado histologico y la necrosis tienen un comportamiento similar al
de los receptores, su inicial valor prondéstico disminuye conforme pasan los
afios, desapareciendo al computar todo el seguimiento. En la figura 4.35 se
puede observar como a partir del sexto ano, la tasa de recurrencia de los
tumores con grado 1 supera a la de los grados 2 y 3, sugiriendo que con

mas seguimiento, las tasas de recurrencia globales tiendan a igualarse.
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Tasa anual de recurrencia (%)
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Figura 4.35: Representacion de la tasa anual de recurrencia

segun el grado histolégico.

La ploidia es un factor prondstico con valor en todos los momentos del
seguimiento, sin embargo existe una tendencia a disminuir su potencia a lo
largo del tiempo (p=0,0004 a los 5 afios y p=0,008 al completar el
seguimiento). De hecho no es un factor que influya en las recurrencias

posteriores al quinto afio.

La figura 4.36 muestra que en los primeros 5 afios hay una gran
diferencia entre las tasas de recurrencia de tumores euploides vy
aneuploides, pero que a partir de entonces tienden a igualarse, e incluso a
partir del octavo afio de seguimiento, la tasa de recurrencia de los tumores
euploides se mantiene de forma continua alrededor del 2 - 3% anual,

mientras que es practicamente nula para los tumores aneuploides.
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— Aneuploide
- Euploide

Tasa anual de recurrencia (%)
[eo]

Figura 4.36: Representacion de la tasa anual de recurrencia segun la ploidia.

La fase S sigue el mismo comportamiento que la ploidia, mantiene su
poder prondstico al fin del seguimiento, pero su maximo valor se encuentra
en los 5 primeros anos, en este caso las tasas de recurrencia tienden a

igualarse a partir del séptimo afo (figura 4.37).

—- Fase 5 alta
- Fase S baja

Tasa anual de recurrencia (%)
[eo]

Figura 4.37: Representacion de la tasa anual de recurrencia segun la fase S.
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La sobreexpresion de la proteina p53 tiene valor prondstico en todos
los momentos del seguimiento, tendiendo a aumentarlo conforme pasa el
tiempo (p=0,0008 a los 5 anos y p=0,0001 al final del seguimiento). Es un
potente factor para predecir el comportamiento tumoral en los 5 primeros
afios, y en el segundo periodo de seguimiento se acerca a la significacion
estadistica (p=0,07), sugiriendo que su valor prondstico se extiende a todo el

intervalo del seguimiento (figura 4.38).

16

Tasa anual de recurrencia (%)

Figura 4.38: Representacion de la tasa anual de recurrencia segun la p53.

El tamafio tumoral es el factor que presenta un maximo valor como
factor pronéstico a lo largo de todo el seguimiento, manteniéndolo a lo largo
del tiempo y siendo el unico factor que tiene significacién estadistica para
predecir las recurrencias tardias (p=0,015). En la figura 4.39 se ve que la
tasa de recurrencia de los tumores mayores de 2 cm es siempre superior a
la de los tumores mas pequefios; en los 5 primeros afos, la tasa media de
recurrencia de los tumores pT2-3 es 7,75% mientras que es 2,5% para los
tumores pT1, en el periodo posterior a los 5 afos, es 3,5% para los pT2-3 y

0,8% para los pT1.
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12 | — pT2-3

Tasa anual de recurrencia (%)
[eo]

Figura 4.39: Representacion de la tasa anual de recurrencia segun el tamafio tumoral.

En resumen, la mayoria de los factores prondsticos solo son capaces
de predecir las recurrencias precoces. Los que tienen mas poder prondstico
inicial lo mantienen al final del seguimiento, a pesar que en la mayoria de
ellos las tasas de recurrencia de los diferentes grupos a partir del quinto o
sexto afo se igualan. Solo el tamafio tumoral y, con menor poder estadistico,
la sobreexpresion de la p53 mantienen su valor prondstico a lo largo del
tiempo, y son ademas capaces de predecir que pacientes recurriran a partir
del quinto afio. La tasa de recurrencia del factor adverso (pT2-3 o p53 +)

siempre es superior al del factor de bajo riesgo (figura 4.40).
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Figura 4.40: Representacion de la tasa anual de recurrencia segin

el tamano tumoral y la expresiéon de la p53.




5.- Discusion.
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5.1.- CONSIDERACIONES GENERALES.

En el momento actual, cuando una gran parte de las pacientes con
cancer de mama con ganglios axilares negativos reciben tratamiento
complementario, debemos recordar la pregunta que se hacia hace varios
afios uno de los principales investigadores en este tema: ;realmente
necesitamos factores prondsticos para el cancer de mama? *®.

Tras la Alerta clinica del NCI¥, y la publicacién de los resultados
preliminares de los ensayos que demostraban un beneficio del tratamiento
complementario en este grupo de pacientes®*', gran parte de la comunidad
oncologica empezd a tratar sistematicamente a muchas pacientes con

310

ganglios negativos El metaanadlisis del Early Breast Cancer Trialist’

Collaborative Group®"

concluyd que la quimioterapia complementaria puede
prolongar significativamente la supervivencia libre de enfermedad y la
supervivencia global, reduciendo la tasa anual de mortalidad en un 16%, y
que el Tamoxifeno la reducia en un 17%; estos resultados, independientes
del estado de los ganglios axilares, acabaron con las reticencias que se
pudieran tener con el tratamiento adyuvante en el cancer de mama ganglios
negativos, muchas veces independientemente de los factores pronosticos®".

Esta posicion se refuerza con los ensayos clinicos de prevencion de
cancer de mama en grupos de riesgo, en que se randomiza entre tamoxifeno
y placebo. Sin embargo, la probabilidad de desarrollar un cancer de mama
entre estas mujeres de alto riego es menor que la que tiene una paciente
con cancer de mama tratado de tener una recurrencia de su enfermedad; si
es ético administrar tamoxifeno a una mujer para intentar prevenir el cancer
de mama, no menos ético sera prescribir tamoxifeno adyuvante a una mujer
con cancer de mama para prevenir una recurrencia de su enfermedad.

La situacion actual cambia el enfoque del tema de los factores
pronosticos en el cancer de mama ganglios negativos. A principios de la
década de los 80 se pensaba que el prondstico de las pacientes con cancer
de mama ganglios negativos era tan bueno que no se justificaba la

necesidad del tratamiento complementario, dada su toxicidad®”. La
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apreciacion posterior de que las tasas de supervivencia no eran tan
aceptables, y la demostracion de la efectividad del tratamiento
complementario, llevd a una frenética busqueda de factores que nos dijeran

que pacientes debian ser tratadas**'.

En la actualidad, cuando no es
infrecuente el tratamiento con quimioterapia en tumores menores de 1
centimetro con ganglios negativos, la respuesta a la pregunta que
encabezaba este capitulo ya no es tan sencilla.

Probablemente la respuesta sea que sigue siendo necesario conocer
los factores prondsticos, pero no para saber a que pacientes tratar, sino para
saber, por una parte, a quien no debemos tratar, ya que su pronostico es
excelente, y por otra parte, con que intensidad debemos tratar a las otras
pacientes, dada la variacion en la evolucion clinica de los diferentes

subgrupos de pacientes con ganglios axilares negativos.

Aunque determinados parametros como el tamafo, el status
ganglionar, el grado y los receptores hormonales parecen bastar para tomar
decisiones terapéuticas, varios factores convierten la situacion en mas
compleja:

1.- La baja capacidad de discriminacién de subgrupos prondsticos en
las pacientes con ganglios negativos que se consigue con los factores
clasicos.

2.- El uso de la quimioterapia primaria puede alterar el tamafio tumoral
y la positividad de los ganglios axilares, dejandonos asi huérfanos de los
principales factores prondsticos actuales, y por tanto sin criterios para
posteriores tratamientos complementarios.

3.- El frecuente diagndstico de la enfermedad en programas de
diagndstico precoz, con menor tamano y menor afectacién axilar que cuando
el diagnostico es clinico. Hakama et al.*" estudian las diferencias entre los
tumores diagnosticados mediante programas de diagndstico precoz y los
diagnosticados clinicamente; tanto los casos diagnosticados en la primera
ronda de mamografias como en las sucesivas son de tamafio menor y con

menor afectacion ganglionar que los diagnosticados mediante palpacion, sin
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embargo, cuando se estudian variables biolégicos como la ploidia y la tasa
de proliferacion mediante la fase S, los tumores diagnosticados en las
rondas sucesivas y los diagnosticados clinicamente se asemejan entre si,
diferenciandose de los de primera ronda. Estos resultados hacen pensar
que, una vez descartados los tumores con baja tasa de proliferacion que se
diagnostican al iniciar el programa de diagndstico precoz, los diagnosticos
posteriores son de tumores con un mejor prondstico tedrico por tamafio y
estado de los ganglios axilares, pero con unas caracteristicas biolégicas de
agresividad mayor, y que podemos no valorar correctamente.

El estudio de los factores prondsticos moleculares puede ayudarnos a
solucionar estos problemas, afiadiendo informacion a la que suministran los

factores clasicos, cuando estos son insuficientes.

La realizacion de estudios sobre factores prondsticos esta sometida al
riesgo de realizar sesgos por diferentes motivos, dificultando su
interpretacion. McGuire® ha sugerido la manera de evitarlos, cumpliendo
unos requisitos minimos que se describen en la introduccion. Creo que el
presente estudio los cumple: el estudio del valor de la sobreexpresion de la
oncoproteina p53, se basa en la demostrada importancia de la funcién de
este gen en las neoplasias en general y en el cancer de mama en particular;
es un estudio confirmativo con un tamafo de muestra sobradamente
superior al de los 150 casos recomendados, con una poblacion con minimos
sesgos, ya que recoge practicamente todos los casos diagnosticados
consecutivamente en un periodo de 11 afos, sin tratamiento complementario
sistémico. El estudio estadistico abarca el analisis univariado y multivariado,
estudiando las variables en forma categorica, pero también en forma
continua cuando el comportamiento del factor asi lo sugeria; asimismo se
introduce el analisis temporal de los factores prondsticos que probablemente
ayude a comprender mejor su comportamiento. La determinacion de todos
los factores prondsticos evaluados se ha efectuado siguiendo métodos vy

criterios ya descritos y comprobados en otros estudios.
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Una cuestion importante es el tiempo de seguimiento. En el cancer de
mama, especialmente en el subgrupo de ganglios negativos, es necesarios
un minimo de 10 afios para hablar de resultados concluyentes®®. Los efectos
observados en las porciones iniciales de las curvas de supervivencia no son
solo prematuros, sino que incluso pueden ser erréneos. El seguimiento
medio de esta serie de pacientes supera los 12 afos, lo que permite que
sean pocas las recurrencias por observar, aumentando de esta manera el

valor clinico de las significaciones estadisticas.

5.2. — EVOLUCION DE LA SERIE.

La tasa de supervivencia especifica por cancer de mama es del
69,3% a los 15 anos. Hay publicadas pocas series que engloben todo el
grupo de pacientes con ganglios negativos y que reporten supervivencias
con este seguimiento; Ciatto et al.*'” en una serie de 5.623 pacientes cifra en
el 72% la tasa de supervivencia para el grupo de ganglios negativos; en la
serie de Joensuu et al.*®® con solo 186 pacientes con ganglios negativos
demostrados patolégicamente, pero con un seguimiento de 27 anos, la tasa
de supervivencia a 15 afnos es del 68%; finalmente, en un estudio
epidemioldgico de Gamel et al.*", con mas de 150.000 pacientes de la base
de datos de la SEER reporta una tasa de “curacion” de las pacientes con
ganglios negativos del 66% a 20 afos. La tasa de supervivencia de nuestra
serie es comparable a estos resultados, lo que refuerza la idea de la
ausencia de sesgo por seleccion. La comparacidon con otras series con

719%9 muestra tasas similares, tanto de supervivencia

menor seguimiento
como de recurrencia, a diferentes intervalos temporales. Otras series
importantes describen tasas mayores, como la del Fox Chase Cancer
Center®, con una supervivencia libre de enfermedad del 81% a 10 afios, sin
embargo, la alta tasa de tumores pequefios en esta serie (un 60% de pT1)

desvirtua estas cifras.
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Prolongando la curva tedrica de supervivencia hasta los 20 afios, la
supervivencia con este seguimiento seria del 65%; dada la baja tasa de
mortalidad que tiene el cancer de mama después de los 20 afios (menor del
1%), podemos suponer que un 60-62% de las pacientes seguiran vivas tras
unos 25 afos de seguimiento, representando la fraccion de pacientes

curadas, tasa similar a la descrita en los estudios citados anteriormente.

Tras los 12 primeros afos, tanto la tasa de recurrencia como de
mortalidad es muy baja, pero no inexistente. De hecho, en la presente serie,
la dltima recurrencia aparece a los 16 afios de seguimiento. Para la
mortalidad el seguimiento todavia debe ser mayor, ya que se ha descrito que
el 25% de la mortalidad se produce en la segunda década de seguimiento®,
describiéndose mortalidad por cancer de mama hasta los 27-30 afos de

seguimiento®®.

La curva de supervivencia se retrasa unos dos afios y medio respecto
a la de recurrencia durante gran parte del periodo de seguimiento del
estudio. Esta situacidn es consistente con las estadisticas publicadas de la
expectancia de vida tras la recaida en ganglios negativos, con una

supervivencia media tras la recurrencia de 30 meses®*%.

5.3. — FACTORES CLINICOS.

5.3.1. — CIRUGIA Y RADIOTERAPIA.

El predominio de la mastectomia radical en nuestra serie se
corresponde con los usos habituales en el periodo del estudio. En esos afos
no estaba claro el papel de la radioterapia complementaria en este grupo de

pacientes, por lo que su utilizacién es irregular y escasa, tendiendo a
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disminuir con el paso de los afios. Es ya un axioma de la Oncologia que el
tipo de cirugia en cancer de mama no influye en la aparicion de metastasis ni
en la supervivencia®, y asi pasa en esta serie. La administracion de
radioterapia tras la mastectomia es menor del 10% en el presente estudio, y
tampoco influye en ningun suceso, incluyendo la aparicion de una recidiva

local.

5.3.2. - NUMERO DE GANGLIOS ESTUDIADOS.

Analizando los casos de nuestra serie, en la que mas del 90% de
pacientes tiene mas de 6 ganglios axilares estudiados con una mediana de
12, no hemos hallado ninguna relacion entre este parametro y el prondostico
de las pacientes. Para pocos autores el numero de ganglios disecados es un

factor importante, Arriagada et al.™

, estudiando mas de 3.000 pacientes con
ganglios negativos, hallan que cuando el numero de ganglios estudiados es
inferior a 5 aumentan significativamente las recaidas, indicando
probablemente una insuficiencia del vaciamiento axilar o de la técnica

histopatoldgica.

5.3.3. — LOCALIZACION TUMORAL.

La localizaciéon de los tumores en los cuadrantes de la mama es la
habitual en la literatura, con un predominio de los cuadrantes externos sobre
los internos y la linea media'**'"°, Como es también habitual, la localizacion
inicial del tumor no se ha asociado a ninguna otra caracteristica clinica o

patologica.

Segun nuestros resultados, la localizacién del tumor no tiene relaciéon
con la mortalidad, aunque existe una relacion, marginalmente significativa,

entre la localizacién en cuadrantes internos y la recurrencia, que se debe
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enteramente a su influencia en la aparicion de una recidiva locorregional. En
este caso si que se alcanza la significacion estadistica (p=0,025). Los datos
de la larga serie del American College of Surgeons'® sugieren un
prondstico ligeramente peor para los tumores de cuadrantes internos. Sin
embargo otros autores no confirman estos resultadios'***', y para Fisher*”,
la falta de valor prondstico de la localizacién en cuadrantes internos y la nula
influencia de la radioterapia en prevenir la aparicion de metastasis en estos
tumores es uno de los principales argumentos para atacar la teoria de
Halsted. En todo caso, la mayor tasa de recidivas locorregionales en los
tumores internos que aparece en nuestra serie, y que se mantiene al
ajustarla por la edad, se debe probablemente a una mayor proporcion de

afectacion de la cadena mamaria interna.

5.3.4.— EDAD Y ESTADO MENSTRUAL.

La edad media de las pacientes de esta serie (56 afios) se situa
dentro de los valores habitualmente referidos en otros trabajos que analizan
pacientes con cancer de mama y ganglios negativos. Los valores extremos
de edad media descritos en dichos trabajos son de 54 aiios para el minimo'"°
y 62 afios el maximo™'. En nuestra serie el 20% de las pacientes tiene una
edad igual o menor de 45 afios (solo un 3% tiene 35 afios o menos), y, al no
ser una serie seleccionada por criterios de ensayo clinico, el 15% son

mayores de 70 afos.

El 43% es pre o perimenopdusica. La edad y el estado menstrual se
correlacionan intensamente, con los 55 afios como punto divisorio, por
debajo de él, el 90% de las pacientes son pre o perimenopausicas, por
encima de él, el mismo porcentaje son postmenopausicas. Esta relacion
hace que los factores con que se asocia el estado menstrual sean los

mismos que para la edad. El estado menstrual, como para la mayoria de los
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autores, no es un factor pronéstico por si solo, reflejando groseramente el
valor de la edad.

En nuestra serie la edad joven solo se correlaciona significativamente
con el componente intraductal extenso y la negatividad de los receptores
estrogénicos. No hemos encontrado referencias en la literatura sobre el
componente intraductal, mientras que la correlacion de la edad y los
receptores es un hallazgo practicamente universal para todos los autores

G5.68.77.7981,137.166.168 A diferencia de otros autores, no

que la han analizado
hemos encontrado una asociacion entre la edad joven y el grado®®" 989 gl
tamafio tumoral®™® la invasion linfatico-vascular®’, la necrosis®, la
aneuploidia™™", la fase S alta’™', ni la sobreexpresion de la p53°%7%%°,
Probablemente se deba a que la mayoria de los autores que analizan este
tema fijan el limite de edad joven en los 35 afos, dado el bajo porcentaje de
casos en nuestra serie con esta edad, no podemos confirmar estos
hallazgos. En nuestra serie hay una tendencia a que la edad joven se asocie

a la expresion de la proteina del gen HER-2/neu, Tandom et al.**

, en una
amplia serie, hallan una relacion significativa entre la edad joven y la

expresion de HER-2/neu, no asi otros autores®**",

No hemos hallado un punto de corte que divida a las pacientes en
dos grupos con prondsticos claramente diferenciados. Sin embargo, el
estudio de este factor como una variable continua nos muestra una
interesante variacion del nivel de riesgo. Las pacientes jovenes
(aproximadamente menores de 40 anos) doblan el riesgo relativo de tener
una recaida de su enfermedad respecto de las edades medias. Para las
pacientes mayores de 70 afos este riesgo se eleva rapidamente de una
forma lineal. Cuando analizamos la supervivencia libre de enfermedad a
distancia y la supervivencia especifica por cancer de mama, el mayor riesgo
de las mujeres jovenes practicamente desaparece, persistiendo el mayor
riesgo para las pacientes con edades mayores de 65 — 70 afos. La
explicacion la hallamos en las recaidas locorregionales, mucho mas

frecuentes en las pacientes menores de 45 afos. La ausencia de un
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aumento del riesgo de metastasis o0 muerte en estas pacientes sugiere una
escasa importancia de la recidiva locorregional pura en el prondstico de las
enfermas con ganglios axilares negativos. Dado que las pacientes de edad
avanzada no parecen tener tumores mas agresivos, el importante
incremento en la mortalidad por cancer hace pensar que quizas estos casos
sean tratados de forma mas conservadora, o que tengan una mayor
mortalidad cuando aparezcan complicaciones derivadas de la enfermedad o

del tratamiento.

En la literatura médica, el valor prondstico de la edad en el cancer de
mama es fuente de una notable controversia, apareciendo frecuentemente
resultados contradictorios. Esta situacion se puede explicar en buena parte
por problemas metodoldgicos’. En muchos estudios el niUmero de casos es
pequeino; en otros la poblacidn esta seleccionada por el hecho de participar
en un ensayo clinico o de pertenecer a un centro de referencia, lo que
normalmente excluye a las pacientes de edad avanzada; y otras veces los
estudios se basan en registros poblacionales, con la consiguiente inexactitud
en la definicién exacta de la causa de muerte. Por otra parte, en muchos
estudios los grupos de edad se forman de una forma arbitraria, basandose
en la edad de 50 afios o en la edad media. Otro factor de confusion es el
estudio de la mortalidad por todas las causas que se hace en unos estudios,
o de la mortalidad especifica por cancer de mama que se hace en otros.

En general, se atribuye a la edad joven un mal pronéstico' %%

, pero
también hay estudios que no hallan ningun valor prondstico a la
edad*®®*™*">" o que adjudican el mal prondstico a las pacientes de edad

avanzada® .

Varios estudios basados en los registros poblacionales
escandinavos han demostrado una relacién no lineal entre la edad al
diagndstico y la supervivencia de las pacientes, siendo ésta mucho peor en
las pacientes mas jévenes (menores de 40 anos) y de edad mas avanzada
(mayores de 70 afios)”'™. Varios trabajos analizan concretamente el valor

prondstico de la edad en pacientes con ganglios negativos, ya sea como
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factor principal a estudio, o como un factor mas en los estudios multivariados
en referencia a otros factores®'°260:6791125127133,137.17528 | 5 mayoria de ellos no
hallan una relacién entre la recurrencia o la mortalidad y la edad; en el
estudio de Sigurdsson et al.” aparece una relacion entre la edad mayor de
75 anos y una mayor tasa de mortalidad, pero al haber analizado la
supervivencia global, los autores no la atribuyen a una mayor mortalidad por
cancer. En dos estudios, que incluyen analisis multivariado, la edad joven es
un factor de mal prondstico, pero en ambos casos se trata de series
seleccionadas, la de Rosner et al.’' tiene una proporcion muy alta de tumores
pequefios y corto seguimiento; en el caso de Elledge et al.*®, solo se
incluian enfermas con tumores entre 1 y 3 centimetros, pertenecientes a un
banco de tumores y también con un seguimiento corto. Por tanto, la opinién
generalizada parece ser que la edad no influye en el prondstico de las
pacientes con cancer de mama y ganglios negativos. Sin embargo, los
estudios basados en registros poblacionales del norte de Europa sustentan
los hallazgos de nuestra serie, ya que invariablemente describen un
pronéstico notablemente peor para las enfermas de edades avanzadas.
Como en muchas otras ocasiones, los pacientes de mayor edad son un
grupo poco estudiado en la Oncologia y frecuentemente olvidado en los

322

analisis estadisticos. La aplicacion de transformaciones cuadraticas®™ o

323

cubicas™ a la edad resaltan los diferentes niveles de riesgo, ayudando a

entender mejor la influencia de la edad en el prondstico del cancer de mama.

Parece haber acuerdo en la mayor tasa de recidivas locorregionales
en las pacientes jovenes, especialmente en el tratamiento conservador®. En
los ultimos afos se ha estudiado intensamente un subgrupo de pacientes
muy concreto, el de las menores de 35 afos, atribuyéndole un particular mal
pronostico. La discusion se centra en si este mal prondstico se debe a la
mas frecuente presencia en estas pacientes de factores patologicos
adversos®™®" o si el prondstico es independiente de esta asociacion®™*,
implicando una mayor inestabilidad genética en las pacientes con cancer de

mama y edad temprana’.
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5.4. - FACTORES HISTOPATOLOGICOS.

5.4.1. — TIPO HISTOLOGICO.

En nuestra serie la incidencia del tipo histolégico “ductal” sin mas
especificacion es del 94%, mayor que en otras, en las que oscila entre el
65% y el 80%. La proporcién de carcinomas lobulillares es la habitual
(alrededor del 5-10%); y por el contrario la incidencia de los otros tipos
(tubular, medular, papilar, ...) es minima en comparacién al 5-10%
normalmente reportado®*. Las variaciones apreciadas pueden ser debidas a
la variabilidad entre series, pero también a diferencias en la aplicacion de los
criterios que definen cada tipo histolégico. En nuestro caso se considerd, con
rigor, que para clasificar un tumor dentro de uno de los tipos especiales el
patrén histologico debia aparecer en el 100% de la extensidén del tumor. De

no ser asi, el tumor era clasificado como simplemente ductal NOS.

A causa de la escasez de tipos histologicos distintos al ductal NOS,
en este estudio no hemos podido detectar ninguna relacién entre el tipo
histologico y otras caracteristicas. En la literatura hay pocos datos respecto a
estas asociaciones, siendo la mas destacable la relacion entre el tipo ductal

y la presencia de invasién vasculo-linfatica'®.

El reducido numero de tumores de tipo histolégico diferente al ductal
NOS ha impedido la evaluacién de su valor prondstico. Algunos trabajos han
descrito que la existencia de un carcinoma tubular, mucinoso, papilar o
medular se asocia a una evolucion mas favorable que cuando el tipo es
ductal®*®*%%% egpecialmente cuando su tamafio es inferior a dos
cemtimetros®, manteniendo su valor en el andlisis multivariado. Asi pues,
parece que la determinacion del tipo histolégico puede ser util de cara a

evaluar el pronostico de un tumor, puesto que existen algunos tipos que
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tienen una evolucién especialmente favorable. Ahora bien, el hecho de que
estos tipos histologicos sean infrecuentes limita la utilidad de este factor a

unos PoCOosS Casos.

5.4.2. - COMPONENTE INTRADUCTAL ASOCIADO.

En un 41% de las pacientes, el componente intraductal asociado era
extenso (mas del 25% de la neoplasia). Como ya se ha descrito, esta
presencia se correlaciona con la edad y la menopausia, apareciendo mas
frecuentemente en pacientes jovenes. El 255% de los tumores con
componente intraductal asociado expresan sobreexpresion de HER-2/neu,
frente al 14,1% de los que no tienen componente intraductal, siendo esta
asociacion significativa. Este hallazgo es compatible con lo descrito por otros
autores®®?"*, Allred®® describe que esta asociacion se limita al carcinoma
intraductal tipo comedocarcinoma, y disminuye conforme lo hace la
proporcién de CDIS en la lesién, desde el 56% en CDIS puro, al 22% en
carcinomas ductales infiltrantes con componente intraductal asociado, hasta
llegar al 11% del carcinoma ductal infiltrante sin componente intraductal

asociado. Nuestros porcentajes son superponibles a los de este autor.

En nuestra serie, el componente intraductal asociado no tiene valor
prondstico para ningun suceso. Varios autores han observado una tendencia
de los tumores con componente intraductal extenso ha tener un mejor
pronostico’'®, aunque frecuentemente su valor desaparece en el estudio
multivariado®™. Aunque la distribucién del componente intraductal dentro y
alrededor del tumor primario parece correlacionarse con el riesgo de
recurrencia local tras el tratamiento quirdrgico conservador, este hecho no
parece relacionarse con un mayor riesgo de recurrencia sistémica'”'. El
escaso numero de cirugias conservadoras en nuestras pacientes, no permite

sacar conclusiones sobre este aspecto.
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5.4.3. - INFILTRADO LINFOPLASMOCITARIO.

Aproximadamente un 48% de las pacientes presentaban un infiltrado
linfoplasmocitario moderado o importante. La frecuencia con que se describe

107

en la literatura es variable, oscilando entre un 47% y un 80%"’, indicando

probablemente una disparidad en los criterios empleados.

Su presencia se correlaciona significativamente con una serie de
caracteristicas histopatoldgicas indicadoras de agresividad neoplasica, como
son el grado, la necrosis, y la negatividad de receptores estrogénicos y de
progesterona. Estas asociaciones han sido descritas directa o
indirectamente en la literatura'*****®, También hemos hallado una relacién
directa entre la presencia de infiltrado linfoplasmocitario y la positividad para
las proteinas HER-2/neu y p53, hecho también descrito en varios

estudios?"#'®,

En nuestra serie la infiltracion linfoplasmocitaria no es factor
prondstico significativo para ningun suceso. El valor prondstico del infiltrado
linfoplasmocitario en el estroma tumoral no queda claro en la literatura. Los
resultados publicados sobre su valor prondstico no son concluyentes.
Algunos autores han asociado el infiltrado linfocitario a una evolucién mas
favorable en los carcinomas de mama medulares®*; menos claro es que la
misma asociacion se pueda atribuir al infiltrado linfoplasmocitario en los
carcinomas ductales infiltrantes no medulares. Varios investigadores han

214,326

descrito un relativo mejor prondstico por su presencia , mientras que

otros no encuentran diferencias significativas, o bien, un prondstico

peor33,75,110
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5.4.4. - DESMOPLASIA.

La desmoplasia se considerd inicialmente como una reaccion de
defensa del huésped frente al tumor, aunque posteriormente este significado
se ha puesto en duda®. Es un hallazgo habitual en los tumores infiltrantes de
mama®, pero los tumores varian considerablemente en la cantidad y las
caracteristicas cualitativas de su estroma. Los extremos estan representados
por el carcinoma medular y las variantes celulares de los carcinomas
ductales, que practicamente no tienen desmoplasia, y los carcinomas
escirros, caracterizados por una importante colagenizacidon. En muestra
serie, la desmoplasia moderada o importante aparecia en casi todos los
casos. Su mayor presencia no se correlacionaba significativamente con
ningun otro factor, ni tiene valor prondéstico alguno. Estos resultados

concuerdan con los de la literatura®°®*,

5.4.5. — INVASION LINFATICA Y VASCULAR.

En esta serie, un 17% de las pacientes presentaban invasion linfatica
y/o vascular; basicamente a costa de la invasion linfatica, ya que solo 5
pacientes de la serie presentaban invasion vascular clara. Esta incidencia se
encuentra dentro de los reportados normalmente en la literatura, que van del

31,88,106,117,130,288,327 EStaS

7 al 30% en las pacientes con ganglios negativos
variaciones en su frecuencia se deben probablemente al hecho que la
identificacion histolégica de la invasion vascular y linfatica es altamente
subjetiva. La frecuencia con que se halla aumenta notablemente cuando se
usan tinciones especiales para la elastina o] métodos

inmunohistoquimicos'".

Varios estudios han hallado una correlacion entre la invasion vascular

y linfatica y el grado histologico alto*""® que también hallamos en nuestra
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serie. Bosari et al.™ halla una correlacién con la presencia de una fase S
alta que nosotros no hemos podido confirmar.

La significacion pronostica de este factor es controvertida en las pacientes
con ganglios negativos. Varios estudios han mostrado su valor como factor
independiente de otras variables histoldgicas'*"'"'%?%327 Rosen limita este
valor para las pacientes con T1IN0*®, Otros autores no han podido confirmar
este hecho®*', 'y en algun caso'”, una cuidadosa revisidon histologica
disminuye considerablemente el valor demostrado inicialmente. Nuestros
resultados muestran una tendencia a que los tumores con invasion linfatico-
vascular tengan peor evolucion clinica, cifrando la diferencia en la tasa de
recurrencia en un 8% a los 15 afos de seguimiento y en la tasa de
mortalidad en un 7%, sin embargo estas diferencias no alcanzan la

significacion estadistica.

5.4.6. —- NECROSIS TUMORAL

El 47% de nuestras pacientes presentaban en el estudio histolégico
una necrosis moderada o importante, no se hizo ningun intento en
diferenciar la necrosis tipo “‘comedo” de la del tipo ‘“infart-like’. Esta
frecuencia es similar a la de otras serigs®% 1011112169326

Al igual que en las series de Fisher et al.****** y Carlomagno et al.***
en nuestras pacientes la presencia de necrosis se asocia significativamente
con el mayor tamano tumoral, los grados histoldgicos altos y la negatividad
de los receptores hormonales, lo que sugiere que se trata de un indicador de
proliferacion tumoral, indicando algun autor que la necrosis tumoral
representa una forma simplificada del grado histolégico'”. No hemos podido
hallar la relacion con la aneuploidia y la fase S que encuentran Joensuu et
al.”®. En nuestra serie, los tumores con necrosis muestran una positividad
para la p53 que dobla la de los tumores sin ella. Esta asociacion solo esta

descrita en un reciente articulo de Fresno et al*®.
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Al igual que en la invasion linfatico-vascular, hay una diferencia entre
el prondstico para los tumores segun la necrosis, siempre a favor de la
ausencia de necrosis. En este caso las diferencias entre las tasas de
recurrencia y mortalidad al final del seguimiento se cifran en el 5% - 6%,
pero el mayor numero de casos con presencia de necrosis permite alcanzar
la significacion estadistica para la supervivencia especifica (p=0,03). Cuando
estudiamos su valor prondstico con menor seguimiento, la significacion es
mayor. La observacion de las curvas de supervivencia nos muestra que hay
una divergencia inicial que empieza a igualarse a partir del quinto afo, para
finalizar con esta minima diferencia. Este patrén de comportamiento, similar
al de otros factores, y que se discutira mas adelante, nos sugiere que su
valor se limita a los primeros anos del seguimiento. Una situacién similar ya
ha sido descrita por Gilchist'™ en un grupo de pacientes con ganglios
positivos; dada la evolucion clinica mas rapida en este grupo de pacientes, el
cambio en la tendencia ocurria en el tercer afno. Este factor temporal puede
explicar la significacion independiente hallada por varios autores''®"'***  ya
que en estas series el seguimiento no supera los 6 afos. En la serie de
Fisher et al. de 581 pacientes del ensayo NSABP B-04, el valor hallado a los
5 afios de seguimiento, desaparecia al actualizar la serie con 5 afios mas de

seguimiento®.

5.4.7. —- GRADO HISTOLOGICO.

De las 271 pacientes el 24,7% tenian un grado 1, el 49,1% un grado
2, y el 26,2% un grado 3. Estos porcentajes son similares a los que
describen varios autores, siempre empleando el mismo esquema de
gradacion®''*"%* Rosen et al.*® solo hallan un 10% de tumores grado 1,
pero es una serie en la que solo se analizan tumores pequenos. Para poder
analizar este factor se han agrupado los casos con grado 2 y grado 3. Este
dicotomizacion, ya realizada por otros autores’™'® se basa en que la

evolucion clinica de ambos grupos es muy similar en esta serie. Para evitar
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sesgos, todos los analisis estadisticos realizados se repitieron con la variable
categorizada en sus tres valores y dicotomizada en grado 1+2 vs. grado 3.
La significacion estadistica obtenida en el ultimo caso era ligeramente
superior en el analisis univariado, pero su comportamiento en el analisis

multivariado era idéntico al de la agrupacion en grado 1 vs. grado 2+3.

El grado histolégico se ha convertido, desde que fue propuesto por
Bloom y Richardson, en uno de los pilares basicos de la valoracion
prondstica en las pacientes con cancer de mama. Su aceptacion es
practicamente universal desde mediados de la década de los 80, y desde
hace afos es recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud, dada
su utilidad y su facil aplicacion a la clinica'”. Este hecho ha motivado una
extensa literatura que analiza sus relaciones con otras variables clinico-
patologicas, asi como su valor prondstico, especialmente en las pacientes

con ganglios negativos.

En nuestro caso, el mayor grado histolégico se correlaciona
significativamente con todos los factores histopatoldégicos de
desdiferenciacion y agresividad, presencia de necrosis tumoral, presencia
de invasion linfatica y vascular, y negatividad para los RE y para los RP. La
mayoria de los autores que analizan las asociaciones del grado hallan los
mismos resultados®®%11%1%324 También hallamos una asociacion entre los
grados altos y la aneuploidia, este hecho ha sido descrito tanto para el
cancer de mama en general™*®® como para el subgrupo de ganglios
negativos ', aunque en algin caso, como el de Muss et al.”® no se
encuentra esta correlacién, sin embargo, esta serie es corta (101 casos) y
esta probablemente seleccionada, a juzgar por la baja tasa de recurrencia
(menor al 20%); la asociacidon del grado con la fase S si esta presente en

%0 nuestros resultados confirman esta relacion.

este estudio, asi como otros
La correlacion del grado alto con la positividad de la p53 que muestran

nuestros resultados confirma la de varios estudios, tanto los que analizan la




Discusioén - 158

p53 por inmunohistoquimica, como los que lo hacen por analisis

gen ético160,266,276,277,284

En nuestras pacientes, el grado histolégico es un factor pronostico
significativo en el analisis univariado para la supervivencia libre de
metastasis y especifica, no alcanzando la significacion para la supervivencia
libre de recurrencia. En el analisis multivariado este valor desaparece a
causa de la inclusion en el modelo de la p53, si esta ultima variable no se
analizara, el grado tumoral mantendria un valor significativo marginal
(p=0,06) como factor prondstico para la aparicion de metastasis y para la
mortalidad por cancer de mama. Esta situacion la hallamos también en la
literatura; los estudios que hallan valor para el grado tumoral en el analisis
multivariado no analizan la expresion de la p53 528°8991:99102175.178228325. o1 ando
la expresion de la proteina p53 es un factor prondstico independiente, el

Valor del grado desaparece 275, 277, 279, 280,284, 290, 303, 328

Aunque el sistema de gradacién otorga igual valor a cada
componente, varios autores hallan mayor significacion estadistica para la

98, 100, 101, 105, 174 fe H
, 0 el indice

diferenciacion tubular '*'*, el pleomorfismo nuclear
mitético '°. Piera ' halla un valor prondstico importante e independiente de
otros factores a la actividad mitética, al analizar el niumero maximo de
mitosis por campo de gran aumento, asi, los tumores con mas de 10 mitosis
por campo presentan un riesgo relativo de muerte 4 veces mayor que en el
caso contrario. En nuestro estudio, el analisis de los distintos componentes
que forman el grado histologico muestra que todos ellos tienen una
significaciéon marginal en los diferentes sucesos. En ningun caso, su valor
prondstico supera el del grado histolégico global, aunque no se ha analizado

en detalle la actividad mitoética.

La principal critica al uso del grado tumoral se basa en su baja

109

reproducibilidad'®, aunque hay estudios que demuestran una

reproducibilidad entre diversos centros no familiarizados con su uso, la
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determinacion del grado histolégico mantiene un amplio porcentaje de

subjetividad.

5.4.8. TAMANO TUMORAL.

En los afios 70 y en la primera mitad de los 80, afios que abarca la de
inclusion de casos en nuestra serie, el uso de la mamografia para el
diagndstico precoz no estaba fuertemente implantado en nuestro medio, de
ahi que podamos considerar que nuestros casos se diagnosticaron
mayoritariamente por presentar una tumoracién palpable. Esto explica la
distribucion por tamanos que encontramos, con un 37,5% de casos con
tumores pT1, un 55% de pT2 y un 7,5% de pT3, con menos de un 8% del
global de las pacientes con tumores de diametro menor a 1 centimetro. Esta
situacién es similar a la descrita por un estudio de la SEER ™ con casi
13.500 casos con ganglios negativos, diagnosticados entre 1977 y 1982, que
reporta un 7,7% de pT1a-b, un 34,8% de pT1ic, un 51,4% de pT2 y un 6,1%
de pT3. En 177 pacientes con ganglios negativos, diagnosticadas
consecutivamente en un solo centro, mas cercano a nuestro medio y en un
periodo de inclusion similar, Courdi et al."® describen un 35% de tumores en
estadio pT1, un 60% de pT2 y un 5% de tumores mayores de 5 cm. Cifras
similares son las descritas por Aaltomaa et al.**® en 251 pacientes con
ganglios negativos consecutivas. Estas proporciones han variado en la
ultima década a causa del diagnéstico precoz, con tasas de tumores

pequefios mucho mas elevadas*™.

En nuestra serie, como en otros estudios * "> ¥

, el mayor tamafo
tumoral se asocia al grado, a la necrosis y a la negatividad de receptores
hormonales. Con respecto a la relacion entre el tamano y la ploidia hay
divergencia de resultados entre los distintos autores, unos los relacionan "

133

y otros no ", en nuestro caso encontramos una deébil correlacion entre los

tumores mayores de 2 cm y la aneuploidia. También en nuestros casos hay
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una asociacion entre el tamafio mayor y una fase S mas alta, al igual que en
otros trabajos ' > ¥, También hallamos una clara relacion entre el mayor
diametro tumoral y la positividad para la proteina p53, al igual que Isola et al.

?® y Marks et al. ®, que la determinan por inmunohistoquimica, y que

280

Elledge et al. que la determinan por analisis genético, aunque en este

caso la serie esta limitada a tumores de 1 a 3 cm.

La relacién entre el tamafio tumoral y el prondstico en el cancer de
mama es un tema recurrente en la literatura médica desde el trabajo de
Fisher et al. ¥, publicado hace 30 afios. En esta serie de 2578 pacientes se
describia que el incremento del tamafo tumoral se relacionaba con la
probabilidad de recurrencia, particularmente en los tumores con ganglios
negativos. En nuestro estudio, al dividirlo en tumores iguales o menores de 2
cm vs. tumores mayores de 2 cm, el tamafio es el principal indicador del
pronostico, tanto en el analisis univariado como en el multivariado. Este
punto de corte es el que mayor significacién estadistica ofrece, y ademas
coincide con la division que establece el sistema TNM, por lo que resulta de
gran utilidad clinica. Las diferencias entre los tumores pT2 y pT3 son

minimas, por lo que se ha optado por unir las dos categorias.

El riego relativo de recurrencia se multiplica por 2,5 para las pacientes
con tumores pT2-3 con relacidn a las pacientes con tumores pT1, mientras
que el riego de morir se cuadriplica. Las diferencias entre ambos grupos se
inician ya en el primer afo, y las curvas siguen divergiendo durante todo el

periodo de seguimiento.

El valor pronéstico del tamafo tumoral en las pacientes con ganglios
negativos se confirma en la mayoria de los estudios que reunan un numero
importante de enfermas y un amplio seguimiento. Asi, Ficher et al.**' en su
anadlisis de la poblacion incluida en el estudio NSABP B-04, con un
seguimiento medio de 15 afnos, encuentra que el tamafno mayor de 2 cm es

uno de los principales indicadores pronésticos, resolviendo las dudas que los
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mismos autores se planteaban al analizar las mismas pacientes con un
seguimiento menor *; resultados similares son descritos por numerosos
autores en series con mas de 100 pacientes y un seguimiento mayor de 5
aﬁOS 51, 86, 91, 106, 136, 137, 146, 147, 163, 175, 177, 181, 228, 230, 276, 288, 325’ en eStOS eStUdiOS el
tamafno tumoral mantiene su valor pronodstico en el analisis multivariado
frente a todo tipo de factores prondsticos, ya sean histopatoldgicos clasicos
0 nuevos factores biolégicos y moleculares (HER-2/neu, Ploidia y fase S,
p53, PCNA, y angiogenesis). En la mayoria de los estudios el punto de corte
se determina en los 2 cm, ya sea por busqueda de nivel de significacién o
por practica clinica, aunque en algunos, como los de O'Reilly et al.”® y

Arriagada et al.”' se halla que el mejor valor discriminatorio es el de 1 cm.

Pocos autores no hallan un valor prondstico independiente para el
tamano tumoral en pacientes con ganglios negativos. Entre ellos Sears et
al.®®, aunque en su serie de 275 pacientes dominan ampliamente los
tamafios mayores de 3 cm y Courdi et al."*, donde solo se analiza la

recurrencia.

Dado el incremento actual de los tumores diagnosticados con un
tamano igual o menor a 2 cm. , merced al auge de los programas de
diagnodstico precoz, este subgrupo de pacientes merece un analisis
especifico. Al comparar los tumores mayores o0 menores de 1 cm. Hallamos
diferencias notables en la evolucion clinica, aunque el escaso numero de
casos con tumores pT1ab y los pocos sucesos (20 recurrencias y solo 9
muertes) no permiten hallar diferencias significativas. El prondstico de los
tumores pT1ab es excelente, con una supervivencia especifica superior al
95% a los quince anos de seguimiento, y una supervivencia libre de
enfermedad superior al 90%. Los tumores pT1c tienen una tasa de
supervivencia inferior en nueve puntos porcentuales. Esta diferencia entre
los tumores pT1ab y pT1c ya ha sido descrita por Rosen et al.”® en su serie
de 474 pacientes con tumores pT1NO, donde la diferencia de supervivencia

es de 17 puntos, también a 15 afos, aunque en este caso se trata
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mortalidad por todas las causas; este autor estima la curacion estadistica en
el 80% de los tumores pT1ab y en el 70% en los tumores pT1c. Leitner et
al.** y Arnesson et al.** analizan el prondstico concreto de los tumores
pT1ab en 218 y 248 pacientes respectivamente, ambos coinciden en el
excelente prondstico del grupo, hallando que el principal factor prondstico en
este subgrupo seria el grado histolégico. En nuestra corta serie, la
determinacién del grado no ofrece informacion prondstica, por contra, la
sobreexpresion de la proteina p53 es el unico factor capaz de delimitar el
prondstico, con un 100% de supervivencia especifica en los 17 casos con

tumores pT1ab y p53 negativos.

5.5. —- RECEPTORES HORMONALES.

5.5.1. - RECEPTORES ESTROGENICOS.

En el 79% de los casos en que se conocian, los receptores de
estrégenos se determinaron per método bioquimico; en el 21% restante se
determinaron por inmunohistoquimica, método que ha demostrado ser
equiparable a la determinacion por los métodos habituales® %,
Considerando positivos los valores > 9 fmol/mg y > 5% de células marcadas,
la tasa de positividad de los receptores estrogénicos es del 52,9%. Esta tasa
es ligeramente inferior a la media de las reportadas por varios estudios en
paCienteS con gangliOS negatiVOS 52, 91, 145, 170, 178, 181, 207, 212, 228, 236, 276, 288’ CentradOS
0 no en este factor, que van del 51 al 71%. Esta importante variacion es
atribuible a los distintos métodos empleados, los distintos puntos de corte
para definir la positividad, y al hecho que en muchas series el porcentaje de

RE desconocidos es muy amplio, llegando al 40% en alguna serie.
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En nuestra serie, los receptores estrogénicos positivos se relacionan
significativamente con la edad mayor y el estado postmenopausico, con
menor tamafo, menor grado, y ausencia de necrosis. Estas asociaciones

son corroboradas por la literatura ™" "% ¢

, Y sugieren que los receptores de
estrogenos pueden ser considerados marcadores biologicos del grado de
diferenciacién tumoral . También hemos hallado una clara relacién con la
euploidia y menor fase S, ya establecida por Wenger et al."? en una
amplisima serie de 127.000 casos, y por otros autores > " ', No hemos
podido confirmar la correlacién con la expresion de la proteina HER-2/neu
que hallan varios autores *** 2 #1%2% " an cambio, si es altamente significativa
la relacién con la expresion de la p53, al igual que en las series de Cattoretti

et al.*®, Isola et al.”’®, Marks et al.”® y Rosen et al.””®.

La relacion entre los receptores de estrogenos y el prondstico en el cancer
de mama es un tema muy controvertido. En nuestras pacientes, con mas del
95% de valores conocidos y un largo seguimiento, no hallamos valor
prondstico significativo, si bien la diferencia global en la supervivencia se
cifra en un 5% a favor de los RE positivos. La observacién de la curva de
recurrencia nos muestra que la diferencia a 5 afios de seguimiento es del 7 -
8%, pero que va disminuyendo conforme pasa el tiempo hasta ser minima a
los 15 afos. Esta situacion explica que, cuando el seguimiento es limitado,

34, 36, 146, 171

los RE sean frecuentemente un factor prondstico importante , pero

cuando el seguimiento es superior a los 5 afios, no tienen valor prondstico '

176, 278, 290 52, 85, 137, 144, 145, 288

o éste se pierde en el estudio multivariado Pichon et
al."®, estudiando 2.257 casos con un seguimiento medio de 8,5 afios, hallan
que los receptores estrogénicos mantienen su valor pronostico
independiente en el estudio multivariado, pero aplicando analisis
dependientes del tiempo, el valor predictivo de los RE baja
aproximadamente un 20% por afio, perdiendo su valor tras ocho afios de

seguimiento.
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Thorpe et al.”® en un estudio donde analizaba el valor de los
receptores de estrogenos en 952 pacientes postmenopausicas, descubrio
que las pacientes con valores altos de RE (>100 fmol/mg) tenian un
prondstico diferenciado del resto de las pacientes RE positivos, y similar al
de los casos con RE negativos. En nuestro estudio, el comportamiento de
este subgrupo de pacientes es el mismo; las 42 pacientes con valores
superiores a 120 fmol/mg o porcentaje de tincidén por inmunohistoquimica
superior al 50% de las células tumorales, mayoritariamente
postmenopausicas, tienen una evolucion clinica particularmente agresiva.
Sancho-Garnier et al."®® confirman los resultados, y sugieren que este
comportamiento clinico se debe a la presencia de un producto modificado

del gen que codifica los RE.

5.5.2. - RECEPTORES DE PROGESTERONA.

En todos los casos, la determinacion de los receptores de

progesterona se realizd6 mediante técnicas de inmunohistoquimica. Al igual

337, 338

que con los RE, esta técnica produce resultados equiparables 0

339

superiores a la determinacion por métodos bioquimicos. La tasa de

positividad del 36% es similar a la descrita en otras series de pacientes con

ganglios negativos % 18".207. 23

Los factores con que se correlacionan los receptores de progesterona
son los mismos que con los receptores de estrégenos, edad, menopausia,
tamano tumoral, grado, necrosis, aneuploidia, fase S y proteina p53,
asociandose siempre la positividad con los factores favorables. Diversos

autores encuentran las mismas relaciones 2% 137 147, 160,276,290

Al igual que pasa con los RE, en nuestra serie los tumores con
receptores de progesterona positivos tienden a tener un mejor prondstico, en

este caso hay una significacion marginal para la supervivencia libre de
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enfermedad a distancia y para la supervivencia especifica. El papel
pronostico de los receptores de progesterona en las pacientes con ganglios
axilares negativos queda poco claro en la literatura, ya que pocos trabajos
analizan la cuestion. En general, los resultados son similares a los obtenidos
con los RE; varios autores hallan un valor prondstico independiente para los
RP, especialmente en estudios con seguimiento corto 3¢ 3% 137, 145,148, 178, g
otras ocasiones, las diferencias iniciales van perdiendo valor con el tiempo,
desapareciendo al realizar el analisis multivariado °* 8 32 165 174,175,176, 183, 230, 288,
aunque en este caso su valor pronodstico parece mantenerse durante un
periodo mas prolongado " '°. De hecho, el valor pronédstico de los RP tiende
a superar el de los RE ™ ™" 14 1 | g interaccion entre positividad de
receptores y la respuesta a un ulterior tratamiento hormonal cuando la
enfermedad recurra, puede amplificar el valor prondstico de los receptores
hormonales, especialmente al analizar la supervivencia especifica por

cancer >,

La determinacion conjunta de los receptores de estrogenos y de
progesterona no parece aumentar su valor prondstico, el subgrupo RE+RP-
se comporta clinicamente igual que los RP negativos, y la poblacion mas
conflictiva, los tumores RE-RP+, es muy escasa, impidiendo sacar

conclusiones sobre su comportamiento.
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5.6. — CITOMETRIA DE FLUJO.

Aunque la citometria de flujo es una técnica estandarizada, existen
diferentes aspectos técnicos que pueden dificultar la interpretacion de los
resultados obtenidos. Generalmente se acepta que el analisis de las
muestras parafinadas reduce la calidad de los histogramas, por lo que se
aceptan coeficientes de variacion mas elevados que al estudiar tumores
congelados . Pese a ello, una parte sustancial de las muestras no ofrecen
resultados de ploidia o de cinética celular aceptables. La tasa de analisis no
validos varia en la literatura revisada, y en muchos casos no se reportan *>
128, 132134329 gnalizando todos los factores prondsticos solo en los tumores
con muestras validas para la citometria de flujo, lo que supone un importante
sesgo por seleccion de pacientes. Los trabajos que siguen las
recomendaciones del la Conferencia de Consenso en citometria de flujo ™, y
por tanto describen el porcentaje de histogramas no validos "> 12 30 131135, 136,
138,140 reportan una tasa de analisis de DNA validos que varia entre el 85 y el
96% y una tasa de obtencion de fase S, aceptable técnicamente, del 61 al
86%. En nuestro estudio, los histogramas validos para el estudio de la
ploidia son el 95%, pero la fase S solo es aceptable en el 60% de los casos.
Este ultimo porcentaje se debe a la gran cantidad de detritus celulares
presentes en las muestras, probablemente debido al deterioro de muchas de
las muestras archivadas, algunas de ellas con 15 anos de antigledad, y a
que no se aceptaron como validos los histogramas con coeficientes de
variacion superiores al 10%. Pese a que el analisis de la poblacion en la que
no se dispone de fase S no muestra diferencias significativas, excepto en la
ploidia, respecto a la poblacion en que se dispone resultados validos, esta
alta tasa de valores desconocidos resta fiabilidad al analisis de la serie con

relacion a este factor.
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5.6.1. — PLOIDIA.

La distribucién de las distintas categorias respecto a la ploidia de
nuestra serie muestra un 57,8% de tumores diploides, un porcentaje de
tumores near-diploides (DI mayor de 1 y menor de 1,2) del 4,7%, siendo el
total de aneuploides el 42,2% de los tumores. Estos resultados se aproximan

.2 en el andlisis de mas de 127.000 casos;

a los obtenidos por Wenger et a
el hecho de que en esta serie se realizara en material congelado explica el
mayor porcentaje global de aneuploidia en esta larga serie (47%), ya que en
muestras parafinadas es muy dificil identificar los tumores hipodiploides .
El porcentaje de aneuploides de nuestra serie cae dentro del rango de 41 —
49% que se extrae de varios de los trabajos publicados en pacientes con
ganglios negativos ¥ " ¥ sj bien en otros estudios el porcentaje es mas
alto, incluso superando el 60% ' ** 33" Sin embargo en muchas de estas
series hay una clara seleccion de pacientes; asi en la serie de Fisher et al.
'?® basada en las pacientes del ensayo NSABP B-04, de las 1.665 pacientes
que fueron randomizadas solo habia material histoldgico disponible en la
mitad, y de estas solo se pudo realizar la citometria en 398 pacientes, por
tanto, los resultados se basan en solo una cuarta parte de la poblacion
estudiada; el sesgo que supone esta seleccion hace poco extrapolable los

resultados.

Para analizar el factor ploidia se han agrupado los tumores near-
diploides con los diploides. Esta agrupacion se basa en la evolucion clinica
del grupo de pacientes con tumores cuyo DNA esta comprendido entre 1 y
1,2 y es una de las conclusiones de la Conferencia de Consenso '*. Con
esta dicotomizacién, el porcentaje de tumores euploides en nuestra serie es
del 62,5% y el de aneuploides del 37,5%.

Como en varios estudios ' 27 128 130 192,13, 329 " nestros resultados
muestran una relacion significativa entre los tumores euploides y el menor

grado histologico, asi como con la positividad de los receptores estrogénicos
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y de progesterona. Estas asociaciones sugieren que la ploidia es también un

marcador de diferenciacion tumoral. No hemos podido encontrar la

|."”# y Fisher et al.” hallan con el

133, 137

asociacion que autores como Wenger et a
tamano tumoral, si bien esta resultado no es comun en otros estudios
Tampoco, en nuestra serie, hay una relacidon con la edad y el estado
menstrual, o con la expresion con la expresion de las proteinas HER-2/neu y
p53 que si describen otros autores 2% ¥:2%%.2%.26  Como en el caso de la tasa
de aneuploides, la seleccion de pacientes que se hace en muchos estudios
hace dificil sacar conclusiones definitivas. La correlacion con la fase S se

discutira mas adelante.

En nuestras pacientes, la presencia de la aneuploidia comporta
claramente un mal pronostico para todos los sucesos analizados,
manteniendo su valor en el analisis multivariado, donde es el segundo factor
en importancia para la supervivencia especifica tras el tamafio tumoral. Las
pacientes con tumores aneuploides tienen un riesgo de morir por su
enfermedad que dobla el de las pacientes con tumores euploides. El estudio
del indice de DNA como variable continua con transformacién “cubic spline"
muestra que este riego se centra basicamente en los tumores con indice de
DNA situado entre 1,4 y 1,9. Este hecho da soporte a la agrupacion de

tumores diploides con los near-diploides.

Sin embargo, el estudio de las curvas de supervivencia nos permite
apreciar un fendmeno similar al que ocurre con los receptores hormonales; a
partir del octavo afio de seguimiento las curvas de supervivencia libre de
enfermedad correspondientes a tumores euploides y aneuploides tienden a
converger, diminuyendo progresivamente la amplia diferencia porcentual
entre ambas que se puede observar entre el cuarto y el octavo afio, de
hecho, a partir del octavo afio no recurre ninguna de las pacientes con
tumores aneuploides que permanecen en ese momento libres de
enfermedad. Este efecto no es todavia apreciable en la curva de

supervivencia especifica, probablemente por el tiempo que transcurre entre
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recurrencia y muerte. Parece l6gico pensar que con un seguimiento mas
amplio, las diferencias de supervivencia entre euploides y aneuploides
disminuyan todavia mas, si bien es dificil que lleguen a converger.

La conferencia de Consenso'*

establecié que, pese a las diferencias
halladas en varios estudios, la determinacién de la ploidia no parecia tener
suficiente discriminacién prondstica en el cancer de mama como para
recomendar su uso en la practica clinica. Probablemente fue una conclusion
precipitada, pero tuvo como consecuencia que desde entonces sean muy
pocos los articulos publicados que analicen el valor de la ploidia. Este hecho
justifica que la mayoria de los estudios sobre esta cuestion sean de finales
de los afnos 80 y primeros afios 90; en estos estudios todavia no estaban
incorporados a la practica investigadora los estrictos criterios que rigen el
analisis de los factores prondsticos en el cancer de mama, con lo que los
sesgos por seleccion de pacientes son importantes. Esto explica las
marcadas diferencias entre al valor adjudicado a la ploidia por diversos

autores.

En el subgrupo de pacientes con ganglios negativos varios trabajos
dan valor a la ploidia en el analisis multivariado. Ellis et al.**', en una corta
serie de 128 pacientes con un seguimiento medio de 10 afos, hallan que la
aneuploidia es un factor de mal prondstico para la supervivencia especifica,
con un riesgo relativo de 2,25; Yuan et al.*??, Lewis "’ y Kallioniemi et al.**
describen resultados similares, pero el numero de pacientes con ganglios
negativos es también bajo; el articulo de Clark et al.*** que halla valor
prondstico a la ploidia es un estudio piloto con informacién y seguimiento
muy limitados, y esta basado en material congelado de banco de tumores. El
mismo grupo de trabajo ha publicado otros estudios, basandose también en
el material del banco de tumores de San Antonio refiriendo resultados
completamente diferentes al aumentar el nimero de pacientes ™" "> '3 por
otra parte, aumentan también el sesgo al seleccionar pacientes de particular

buen prondstico (tumores RE+ y menores de 3 cm). Otros estudios
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negativos son el de Sigurdsson et al.” en el que el seguimiento es corto y
buena parte de las pacientes con ganglios negativos recibieron tratamiento

complementario; los de Keyhani-Rofagha et al.’*® y de Toikkanen et al.**,

con menos de 100 pacientes analizados. Finalmente Merkel et al.**®

y Witzig
et al."* publican estudios mas amplios y con un mayor seguimiento en los
que la ploidia tampoco es un factor prondstico independiente, pero en ambos
casos la citometria de flujo se analiz6 en una poblacién seleccionada por la

disposicion de material.

Probablemente la determinacion de la ploidia es un factor prondstico
de interés en el cancer de mama con ganglios negativos, pero la dificultad de
estandarizacién de metodologias y los multiples sesgos de los estudios
publicados hacen dificil extraer conclusiones definitivas sobre su valor

concreto en el largo listado de factores prondsticos.

5.6.2. - FASE S.

La determinacién de la fase S solo fue satisfactoria en el 59,8% de las
pacientes, como ya se ha descrito, la causa fue la ausencia de suficiente
tejido tumoral en la muestra (era necesario un minimo del 20%) vy
especialmente a la frecuente presencia de residuos celulares que interferian
el andlisis. Este problema, habitual en las muestras parafinadas, puede
solucionarse en parte mediante sofisticados paquetes de software que
permiten eliminar estos residuos, sin embargo, en el momento de realizar el
analisis de las muestras no estaban disponibles. La poblacion seleccionada
por el hecho de disponer de fase S valida solo difiere de la general en una
mayor proporcion de tumores diploides, ya que las principales dificultades

técnicas se centran en los tumores hipodiploides y poliploides.

El valor medio de fase S obtenido en nuestro estudio es similar al

descrito por Muss et al."®, pero mas alto que los habitualmente descritos en
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la literatura; las dificultades técnicas y las variaciones ya descritas en la
seleccion de las pacientes pueden explicar este hecho.

La Fase S se correlaciona estrechamente con la ploidia ' 23" 133. 135
137.13%8.34%6 " de ahi que los valores medios obtenidos en euploides y aneuploides
sean muy distintos en nuestro estudio. La fase S elevada se correlaciona
también con los factores sugestivos de agresividad neoplasica, tamanio,
grado, necrosis, negatividad de receptores y positividad de la p53, hallazgos

todos habituales en la literatura 22 129131, 133. 137, 275, 276.

El analisis de la fase S separando tumores euploides y aneuploides,

4 resultd en valores

segun lo aconsejado en la Conferencia de Consenso "
poco o nada significativos, por lo que, al igual que otros autores "% 40 27634
se ha preferido buscar un punto de corte comun . El analisis como variable
continua tampoco mejoré los resultados obtenidos con la dicotomizacién

usando el valor del 14% para todo el grupo.

Con las limitaciones ya citadas de la cinética celular en nuestro
estudio, los resultados muestran un importante valor prondstico de la fase S
en el analisis univariado, sin embargo su valor desaparece en el analisis
multivariado, desplazada probablemente por la ploidia y la p53, dada su
intensa correlacion. En este analisis el numero de pacientes incluidos era
limitado, por lo que no se puede descartar que con un numero mas amplio
de casos la variable desplazada fuera la ploidia, como sucede en otros

eStudIOS 125, 136, 137, 140

En general se acepta que la fase S es un buen discriminador

pronostico en las pacientes con cancer de mama y ganglios negativos ' "**

135:140, 230, 276 Gin embargo, la valoracién que se hace de su utilidad varia
mucho; para varios autores solo tiene valor en tumores diploides ' ' o en
aneuploides ™¢; Stal et al."™ limitan su valor en tumores pT1, y Merkel et al.**®

en tumores con grados 2 y 3.
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Como en el caso de la ploidia, la fase S parece ser un buen factor
prondéstico, pero en este caso la complejidad técnica hace mas dificil la
estandarizacion de su uso, y la recomendacion es que cada centro

determine sus propios valores de corte '*.

5.7. - SOBREEXPRESION DE HER-2/neu.

El 19,6% de los tumores estudiados presentaron sobreexpresion del
oncogén HER-2/neu per técnicas de inmunohistoquimica (> 5% de células
tefidas). Este porcentaje de positividad en pieza parafinada esta dentro de
los porcentajes descritos en la literatura para el grupo de ganglios negativos
201, 207, 215, 218, 227, 228, 288 ' quie oscilan entre el 15% y el 23,9%, si exceptuamos el
sorprendente 44% obtenido por Rosen et al.*’°. Por método de amplificacion
genética > 2> 2. 222 |3 tasa de positividad es ligeramente superior (21 —

30%).

En nuestra serie, la sobreexpresion de HER-2/neu solo se
correlaciona significativamente con la presencia de componente intraductal
extenso y con la presencia de infiltrado linfoplasmocitario, mostrando una
tendencia a asociarse con edades jovenes. La sobreexpresion de HER-
2/neu en tumores con extenso componente intraductal practicamente dobla
el de los tumores sin él. Esta asociacion es frecuente en la literatura 2°2%% 2%,
y en ella se basa Allred et al.*® para hipotetizar que la disfunciéon del gen
tiene especial importancia en los primeros pasos de la tumorogénesis en el
epitelio mamario. La relacién con la presencia de infiltrado linfoplasmocitario

214

ha sido menos referida en la literatura “*, y es dificil encontrar una

explicacion biologica. La relacion con edades jovenes o con la

I 208, 209

premenopausia no es habitua , Y en la mayoria de las series no se

confirma 20 %" 212.218.227- No hemos hallado ninguna correlacion con el tamario,
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grado, receptores hormonales, ploidia, fase S o expresion de p53, presentes

en diferentes pub|icaCi0neS 202, 207, 209, 210, 212, 214, 218, 228, 230

La sobreexpresion de HER-2/neu no ha tenido ningun valor prondéstico
en nuestro estudio. Tampoco hubo diferencias al analizar niveles mas altos
de sobreexpresion que la del 5% de células marcadas. Solo en dos estudios
con un seguimiento mayor de 5 afios, con un numero suficiente de
pacientes, y que incluyan un analisis multivariado, se halla valor prondstico
para la sobreexpresion de HER-2/neu en el cancer de mama con ganglios
negativos. Kallioniemi et al.**, en 174 pacientes (pertenecientes a un grupo
total de 319 casos) y con un seguimiento medio cercano a los 10 afos,
demuestran un valor prondstico independiente para el oncogén solo en la
supervivencia global. Quénel et al.**® analizan un grupo de 942 pacientes con
un seguimiento medio de 7 anos, de ellos 382 no tienen afectaciéon
ganglionar, en el analisis multivariado de la supervivencia libre de
enfermedad hallan que la expresion de HER-2/neu es un factor pronéstico
independiente, aunque con inferior potencia que el tamafio y el grado, no
obtienen el mismo valor para la supervivencia especifica. En el resto de los

estudios, la expresion de HER-2/neu no tiene valor prondstico 2+ 208 214218 223,

288 207, 215, 227, 276

, 0 lo pierde en el analisis multivariado
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5.8.- SOBREEXPRESION DE p53.

5.8.1. - METODOLOGIA DE DETERMINACION. TASA DE POSITIVIDAD.

Las alteraciones del gen p53 se pueden analizar basicamente con dos
métodos. EIl analisis genético por secuenciacion o amplificacion permite un
conocimiento exacto de la tasa de mutaciones y del coddén en que se
producen estas, sin embargo son métodos complejos y costosos y de muy
dificil aplicacion a la practica clinica; otro inconveniente es que no detecta
los casos en que hay una acumulacion de proteina p53 en el nucleo celular,
que no se relaciona con una mutacion en el gen p53, como puede suceder

%1 E| andlisis mediante

cuando se forman complejos con otras oncoproteinas
inmunohistoquimica permite descubrir la acumulacion de proteina andmala
en el nucleo celular, aunque no puede detectar las mutaciones debidas a
delecciones del gen; es un método mas sencillo técnicamente y al que se
esta mas habituado en los laboratorios de Anatomia Patoldgica. Al comparar
los resultados obtenidos por ambos métodos es habitual que la
inmunohistoquimica obtenga unas tasas de positividad un 30% superiores a
las mutaciones detectadas por analisis genético, y que por otra parte un 20 —
30% de las mutaciones no se traduzcan en una sobreexpresion de la

proteina®*3,

sin embargo, el hecho que Ila determinacién por
inmunohistoquimica se correlacione igual o mejor con la evolucién clinica de
las pacientes hace pensar que hay alteraciones de la p53, que no se
detectan por las técnicas habituales de estudio genético, que tienen su
importancia en la funcion de la p53 y por tanto en el prondstico del cancer de

mama 268, 292-

Si nos centramos en la inmunohistoquimica, el método de deteccién
empleado en nuestro trabajo y en la mayor parte de los que estudian el valor

prondstico de la p53, hay que analizar los anticuerpos usados y ciertos
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aspectos de la metodologia. Por lo menos 13 anticuerpos monoclonales
estan disponibles en el mercado y varios estudios han comparado algunos
de ellos ?* #°" 29234 | 5 tasa de positividad varia entre el 17 y el 46,6%; los
que mas altas tasas de positividad ofrecen son el Pab 1801 y el Pab 240,
siendo ademas los que mejor se correlacionan con el prondstico de las
enfermas; el uso conjunto de ambos de ellos consigue mejorar
discretamente los resultados. El anticuerpo monoclonal utilizado en nuestro
estudio es el Pab 1801.

El analisis de las muestras parafinadas tiene como desventaja la
escasa penetracion de muchos reactivos, por lo que las tasas de positividad
suelen ser menores que cuando se utiliza tejido fresco congelado, incluso se
ha demostrado que el almacenamiento incorrecto de los bloques de parafina
disminuye notablemente la tincion para la p53 ?'. Para superar este
inconveniente es necesario realizar un tratamiento del material en
microondas, con lo que se consigue que la penetracion de los reactivos sea
equiparable a la del tejido fresco. Sin este tratamiento, la tasa de positividad
es mas baja y la distribucion de los reactivos irregular, lo que puede

comportar interpretaciones erréneas de los resultados **%°%,

La tasa de positividad obtenida en nuestras muestras ha sido del
39,9%, encontrandose en la parte alta del rango que diversos estudios

reportan para pacientes con ganglios negativos ?"® *7

, que es del 20% al
44%, esta variacion es explicable por las diferentes poblaciones estudiadas,

los distintos anticuerpos utilizados, y las variaciones técnicas ya citadas.
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5.8.2. - CORRELACION CON OTROS FACTORES.

5.8.2.1. — Edad.

En nuestro estudio la sobreexpresion de la p53 no se correlaciona con
la edad o el estado menstrual, esta correlacion solo es descrita por pocos
autores " % % 2% frecuentemente restringiéndola a pacientes de edad

|79

menor de 35 afos, lo que ha llevado a Walker et al.” a postular que esta

asociacion puede indicar inestabilidad genética en estas pacientes.

5.8.2.2. — Factores histopatolégicos.

La baja tasa de positividad que hallamos en los carcinomas
lobulillares coincide con el estudio de Rosen et al.”®, donde solo el 8,5% de
los tumores lobulillares eran positivos, extendiéndose esta baja tasa a los
carcinomas ductales con componente lobular in situ. Este mismo autor,
también halla relacién con la infiltracion linfoplasmocitaria. En nuestro
estudio hay una asociacion entre la positividad para la p53 y el mayor

tamario tumoral que confirma los resultados de Elledge et al.*®

, 'Y Marks et
al.**, Otros autores **#” hallan una significacion marginal a esta correlacion.
La correlacion intensa con el grado o la necrosis esta presente en la mayoria

160, 220, 276-278, 283-286

de las publicaciones , sugiriendo una mayor agresividad

neoplasica en los tumores p53 positivos.

5.8.2.3. — Receptores hormonales.

La relacion entre la expresion de la p53 y los receptores hormonales
es altamente significativa, siendo mucho mayor su sobreexpresion en
tumores RE negativos y/o RP negativos. Al igual que sucede con el grado,
esta asociacion es frecuentemente descrita por la mayoria de autores '** %
276278, 280, 281, 283, 285, 286, 20 Egtg asociacion ha sido observada

independientemente de que la determinacion de los receptores se haya
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realizado por meétodos inmunohistoquimicos o bioquimicos, asi como con

varios métodos para detectar la expresion de la p53.

5.8.2.4. — Citometria de flujo.

No hemos hallado una correlacion entre la expresion de la p53 y la
ploidia, solo Elledge et al.*® en una serie altamente seleccionada, con
tumores de tamafio comprendido entre 1 y 3 cm hallan esta asociacion. La
fase S en los tumores p53 positivos es significativamente mas alta que en
los tumores p53 negativos, estos resultados son consistentes con los de los
autores que incluyen este factor en el analisis > *® **° corroborando las
caracteristicas agresivas y rapidamente proliferativas de los tumores que

sobreexpresan p53.

5.8.2.5. —- HER-2/neu.

Varios autores hallan una correlacidn entre la sobreexpresion de
HER-2/neu y sobreexpresion de p53 #'* %% ?® En nuestro estudio esta

asociacion no esta presente, y la tasa de doble positividad es muy baja (7%).

5.8.3. — VALOR PRONOSTICO.

La valoracion del nivel de positividad de la p53 es fundamental para
estudiar su hipotético valor prondstico. Nosotros hemos optado por utilizar un
histocore en que se valora tanto la intensidad de la tincibn como el
porcentaje de células marcadas. Esto permite realizar un analisis buscando
un punto de corte 6ptimo; toda puntuacion por encima de 0 se relacionaba
significativamente con la evolucién clinica de las pacientes, sin embargo el
punto de corte Optimo se situaba en el histocore > 2. El analisis de las
pacientes con histocore de 1 mostré que las tasas de recurrencia y

supervivencia de este grupo eran iguales o superiores a las pacientes con
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histocore 0, sugiriendo que ambas forman parte del mismo grupo prondstico,
por lo tanto se ha adoptado como positivos los tumores con un histocore > 2
para realizar los analisis de supervivencia, con este punto de corte la tasa de
positividad es del 33,1%. Este método es el usado por otros autores. Allred
et al.® también usan el mismo punto de corte, aunque en su caso la tasa de
positividad se sitia en el 50% de los tumores. O'Malley et al.*®*, usando
también el histocore hallan la maxima significacion en un histocore mas alto,
resultando positivos solo el 16%. En el resto de los estudios se toma como
positivo un punto de corte arbitrario sobre el porcentaje de células marcadas
que varia entre el 1% y el 75%, obteniendo tasas de positividad muy
variadas; en la mayoria de casos el punto de corte se realiza entre el 10 y el
20% de nucleos positivos. En nuestro caso estas tasas son practicamente
equivalentes al punto de histocore seleccionado, pero no permiten incluir
como positivos tumores con un porcentaje relativamente bajo de nucleos
positivos pero cuya alta intensidad de tincion hace dificil considerarlos

negativos.

Utilizando esta dicotomizacion, la sobreexpresion de la proteina p53
es un factor prondstico significativo en el cancer de mama con ganglios
negativos, tanto en el analisis univariado como en el analisis multivariado. El
riesgo relativo de tener una recurrencia o de morir por cancer para una
paciente con un tumor p53 positivo es respectivamente de 1,7 y 1,8, con
relacion a una paciente con un tumor p53 negativo, después de ajustarlo por
los otros factores prondsticos independientes. La observacion de las curvas
de supervivencia, nos muestra que la separacion entre los dos grupos se
inicia rapidamente, manteniéndose separadas durante todo el seguimiento y
sin que haya una tendencia a la convergencia tardia como ocurre con la

ploidia.

Como sucede con otros factores prondsticos, la revision de la
literatura debe hacerse con cautela. Sumandose a la variacion de

anticuerpos monoclonales y puntos de corte usados, otros factores dificultan
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la interpretacion de los trabajos. Varios estudios se han realizado en
poblaciones que incluyen pacientes con ganglios positivos y negativos, no
diferenciando bien los resultados segun este factor " '* %% 28" Otros realizan
una seleccion previa de la poblacion en funcion del tamano (solo T1NO en el
caso de Stenmark-Askmalm et al.*®*®, o tumores de 1 a 3 cm en el de Elledge
et al.?®), o de la disposicion de material histologico 2°?’® 2% En muchos
estudios el numero de pacientes con ganglios negativos es inferior al de los
150 casos recomendables ' 2% 277 284, 285, 28, 290 " @] seguimiento medio es
inferior a 5 afios " #5%®" 25 Finalmente en tres estudios, una parte
importante de las pacientes ha recibido tratamiento complementario
sistémico #2284,

Se han considerado que cumplen un minimo de criterios los estudios
con mas de 100 pacientes analizados y un seguimiento medio mayor de 3
anos, y en los que se haya realizado un analisis multivariado. La tabla 5.1

resume sus principales caracteristicas y resultados.

NUMERO % SUP. LIBRE

INVESTIGADOR ANTICUERPO DE SEGUIMIENTO & simivibap ENFERMEDAD S0P GLOBAL

PACIENTES TTD'C (afios) p53 RR p RR p

Thor etal. (277) 1801 127 7 24 (#) 2,7 0018 28 0,057
Isola et al. (276) CM1/250 289 8,5 14 (=) — — 2,7 <0,0001
Allred et al. (275) 1801/240 700 45 52 (¥) 25 0,008 1.7 0,03
Bames et al. (284) CM1 103 8,6 19 (§) — 0,009 —  <0,001
Sivestrini et al. (279) 1801 256 6 a4 ) 3,95 <0,0001 31 _ 0,0001
Elledge et al. (280) SSCP (%) 200 6 14 2,2 0,02 — —
Marks et al. (290) 1801 147 5 27 — 0,03 — 0,01
Beck et al. (160) DO1 227 7 19 (1) — N.S. N.S.
Rosen et al. (278) 1801 474 10 21,5 (1) — N.S. — N.S.
MacGrogan et al. (283) DO7 398 9,8 32 — N.S. — N.S.
Bevilagcua et al. (303) 1801 211 6,5 28 (1) 2,82 0,025 235  0,0036
Barbareschi et al. (239) DO7 178 5 17 F) — N.S. — N.S.

* SSCP: Single strand conformation polymorphism.
# > 1% células marcadas; #> 20%; ¥ Histocore > 2; § > 75%; > 5%; 1 > 10%; £ > 15%.

N.S.: No significativo. RR: Riesgo relativo.

Tabla 5.1: Estudios que analizan el valor prondstico de la p53 en ganglios negativos.
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Como se puede observar, de las doce publicaciones ocho reportan
resultados favorables a la p53 y cuatro no la consideran factor prondstico

independiente.

Beck et al." estudian 462 pacientes con ganglios positivos y
negativos, de ellas 227 no tienen afectacion axilar. El material procede de
un banco de tumores con 1200 casos y solo incluyen pacientes cuyo
seguimiento sea superior a 30 meses, lo que ya establece un sesgo.
Consideran positivos a los tumores con mas de un 10% de células
marcadas, con lo que la tasa de positividad en ganglios negativos es del
19,4%. La sobreexpresion de la p53 resulta un factor pronéstico significativo
en el analisis univariado, perdiendo su valor en el multivariado, pero este se
realiza con solo un 60% de las pacientes, que son las que tienen todos los
parametros analizados.

[.?° el nimero de casos es de 178

En el trabajo de Barbareschi et a
pacientes con ganglios negativos, pertenecientes a dos centros distintos,
uno italiano y otro britanico, con un seguimiento medio de 5 afios. El 25% de
las pacientes habian recibido tratamiento complementario con quimioterapia
y/o hormonoterapia. La positividad para la p53 se establece arbitrariamente
en la tasa del 15%. No obtienen valor prondstico para la sobreexpresion de
la p53, aunque el tratamiento complementario, presumiblemente en tumores
de mayor grado, mayor tamafo y receptores estrogénicos negativos,

probablemente desvirtua en parte los resultados.

Rosen et al.?”® analiza 474 pacientes con ganglios negativos
provenientes de una base de datos de mas de 1000 pacientes, sin que se
informe de los criterios de seleccion. Las pacientes no recibieron tratamiento
complementario y el seguimiento es largo, pero la principal critica a este
trabajo radica en la preparacién de las muestras, ya que no se utiliza el

tratamiento con microondas, sino el calentamiento en autoclave, como ya se
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ha explicado, este hecho disminuye notablemente la penetracion de los
reactivos en el material parafinado, y por tanto la fiabilidad de los resultados.

La serie que estudian MacGrogan et al.*®

se compone de 942
pacientes, de las que 398 no tienen afectacion axilar. Aproximadamente el
20% de las pacientes con ganglios negativos recibieron tratamiento
complementario con quimioterapia. Todo tumor con mas de un 1% de
células marcadas se considera positivo, con esta divisidon la p53 es un factor
pronostico para ganglios negativos en el analisis univariado, no asi en el
multivariado, donde es desplazado por el grado. Para todo el grupo, y para el
grupo de pacientes con ganglios positivos, la p53 si mantiene su valor en el
analisis multivariado. El mismo autor refiere diferencias significativas entre
los grupos con mayor 0 menor sobreexpresion de la p53, pero no se realiza
el analisis multivariado con esta division, por o que no se puede descartar
que los resultados pudieran variar tomando como punto de corte un

porcentaje mayor de células marcadas.

Entre las publicaciones que encuentran valor prondstico a la

|.?%* analiza solo 103 pacientes

sobreexpresion de la p53, la de Barnes et a
con ganglios negativos, tomando como positivos los tumores con mas del
75% de células marcadas, con lo que gran parte de los tumores p53

positivos para otros autores quedan en el grupo de buen prondstico. Thor et

| 276 I 290

al.?”’, Isola et a y Marks et a analizan grupos de pacientes con
ganglios positivos y negativos, los puntos de corte para la positividad de la
p53 son mas habituales. El subanalisis de los subgrupos con ganglios
negativos muestra valor significativo independiente para la p53, asi como

para todo el grupo.

Elledge et al.*®* utiliza una técnica de andlisis genético (SSCP), en un
grupo de pacientes altamente seleccionadas, con un tamano tumoral entre 1
y 3 cm. El 14% de tumores con alteraciones genéticas muestran peor

supervivencia libre de enfermedad con 6 afios de seguimiento medio. Sin
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embargo, la seleccion previa y el método de determinacién hacen dificil

comparar sus resultados con los de la literatura.

Los trabajos de Silvestrini et al.”®, Bevilacqua et al.** y Allred et al.””
analizan grupos compuestos solo de pacientes con ganglios negativos, con
mayor numero de pacientes, 276, 211 y 700 respectivamente, sin
tratamiento sistémico alguno. Los tres autores utilizan el anticuerpo
Pab1801, el mismo que en nuestro estudio, tomando como punto de corte
cotas bajas de positividad, con lo que las tasas de tumores considerados
positivos son altas. En los tres casos la sobreexpresion de la p53 obtiene
valor pronostico independiente, tanto para la supervivencia libre de
enfermedad como para la supervivencia especifica por cancer de mama,
acompanado del tamano tumoral, la fase S, la angiogenesis o el indice de
proliferacion por timidina tritiada, segun los diferentes estudios. Es dentro
este grupo de trabajos, con metodologia similar donde puede encuadrarse

nuestro estudio, siendo los resultados parejos.

El subanalisis del grupo de tumores p53 positivos también muestra
diferencias entre los casos con baja expresion y los casos con alta

expresion. Este hallazgo, comuln en varios estudios %%

sugiere que la
mayor positividad tal vez sea consecuencia de una mayor acumulacion de
mutaciones en diferentes poblaciones celulares intratumorales, lo que

conllevaria un peor prondstico para las pacientes con estos tumores.




Discusién - 183

5.9. —- MODELOS PRONOSTICOS.

Una vez determinados los factores prondsticos independientes se ha

intentado buscar un sistema para trasladar su utilidad a la practica clinica.

El método utilizado es la simple sumacién de efectos de los tres
factores prondsticos dependientes de la biologia tumoral, el tamafo (pT1 vs.
pT2-3), la ploidia (euploide vs. aneuploide), y la sobreexpresion de la p53
(p53 — vs. p53 +). La participacién de la edad es mas dificil de introducir en
este modelo dada la curva de riesgo segun la edad; en general se puede
atribuir un mayor riesgo de recurrencia precoz, basicamente recidiva local, a
las pacientes menores de 45 afos. Del mismo modo las pacientes mayores

de 70 afos tienen un riesgo de mortalidad aumentado.

Como se puede observar en las diferentes curvas de supervivencia,
se delimitan cuatro grupos con evoluciones clinicas muy distintas. Este
modelo se ha comparado con el indice prondstico de Nottingham y con la
clasificacion prondstica emanada de la ultima conferencia de St. Gallen,
delimitando mejor, para este grupo de pacientes, los diferentes grupos

pronosticos

Hay un grupo de pronostico excelente, con una supervivencia
especifica superior al 95% a 15 afios, y que se compondria de tumores pT1,
euploides y p53 negativos, en el cual la opcidn del tratamiento sistémico
parece dificil de plantear. En los otros tres grupos, el prondstico va
empeorando a medida que se acumulan factores adversos. El grupo de
riesgo bajo tiene una supervivencia del 75% a 15 afios, tasa igual a la
descrita clasicamente para el grupo global de pacientes con ganglios
negativos; en este grupo parece sobradamente justificado la utilizacion de

un tratamiento sistémico del tipo CMF y/o tamoxifeno.
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Los otros dos grupos, riego medio y riego alto, tienen tasas de
supervivencia mas propias de pacientes con afectacion axilar que sin ella.
Parece logico plantear en estas pacientes tratamientos complementarios
mas agresivos, con introduccion de antraciclinas y/o taxanos, o regimenes

con mayor nivel de intensidad o densidad de dosis.

Sea este u otro modelo, incluso si los factores prondsticos utilizados
son otros, lo que parece claro es que el grupo de pacientes con ganglios
negativos es heterogéneo, y que en él se engloban tanto pacientes con
excelente prondstico, con tasas de supervivencia iguales a las de la
poblacién general, como pacientes destinadas con alta probabilidad a morir
por su enfermedad. La decision de administrar o no tratamiento sistémico, y
el tipo de éste, debe inevitablemente contemplar estos aspectos, y ajustarse

al nivel de riesgo de cada paciente.

El grupo de tumores con tamafio igual o inferior a 2 cm y sin
afectacion axilar es el mas frecuentemente hallado en los programas de
diagnostico precoz **°, y por tanto la definicién de factores prondsticos en

este subgrupo es cada vez mas importante.

En nuestro grupo de pacientes con tumores pT1, los unicos factores
prondsticos que mostraban una significacion, o una tendencia a ella fueron la
division entre tumores mayores o menores de 10 mm y la sobreexpresion de
la proteina p53, Con estos dos factores la clasificacion pronéstica (ninguno,
uno o dos factores adversos) muestra tres grupos, el primero (pT1ab y p53
negativa) muestra una supervivencia del 100% a 15 afos, aunque el numero
de pacientes incluibles en este grupo es muy bajo (17 casos); el tercer grupo
(pT1c y p53 positiva) muestra una supervivencia cercana al 70% a 15 anos,
merecedora en el momento actual de tratamiento complementario; el grupo
intermedio (pT1c y p53 negativa o pT1ab y p53 positiva) tiene una

supervivencia superior al 90% a 15 afios, y la opcion de tratamiento es mas
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dificil de justificar, probablemente en pacientes jévenes o con algun otro

factor de riesgo asociado tenga que ser valorado.

Finalmente hemos intentado exponer graficamente el diferente riesgo
de recurrencia segun la presencia de uno o mas factores de riesgo, sin que
necesariamente haya diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes grupos. Este analisis descriptivo, utilizado por McGuire et al.>** y

Silvestrini et al.?*®

permite, cruzando los factores prondsticos particulares de
una paciente con los del grafico, hacerse una idea razonable del riesgo de
esta paciente. Puede haber dificultades en ajustar exactamente los datos de
una determinada paciente, pero en general se puede obtener la probabilidad

de recurrir con un error del +5%.

5.10. — VARIACION TEMPORAL DE LOS FACTORES
PRONOSTICOS.

Gran parte de los trabajos realizados inicialmente sobre el tema de los
factores prondsticos reportaban resultados con 5 anos de seguimiento,
incluyendo relativamente pocos sucesos. A medida que los datos maduran al
aumentar el seguimiento y el numero de eventos, muchos investigadores
han llamado la atencion sobre el papel cambiante de muchos teoricos
factores prondsticos. Este hecho ha sido repetidamente objetivado con

165, 170, 176, 183

respecto al valor de los receptores estrogénicos , pero también el

analisis de otros factores muestra que hay cambios temporales %% "% 182 3%

359

La curva de la tasa anual de recurrencia para este grupo de pacientes
con cancer de mama y ganglios axilares negativos muestra un pico de
recurrencias en los primeros 2-3 anos, con una lenta disminucién posterior

que se ve interrumpida por un segundo pico al principio de la segunda
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década de seguimiento. Este segundo pico es de mas dudosa existencia, ya
que las recurrencias ocurridas en la segundo década son escasas, pudiendo
elevar artificiosamente las tasas anuales si se acumulan por azar en un
periodo corto de tiempo. Sin embargo, las curvas mostradas por Demicheli et
al.**® muestran una notable similitud, con un primer pico en los primeros dos
anos y un segundo pico alrededor del quinto afo, al ser una poblacién con
una gran proporcion de pacientes con ganglios positivos, es probable que los
picos de recurrencia sucedan antes en el tiempo. Las curvas para pacientes
con ganglios negativos de Saphner et al.**, basadas en 942 pacientes
muestran la misma imagen que en nuestro estudio, un primer pico entre el
afio 1y 3, con una tasa maxima de 7% en el segundo y tercer anos, seguido
por un descenso progresivo y un leve segundo pico a los 9-10 afos, en este
caso con una tasa maxima de recurrencia del 2%. Este autor refiere una tasa
media de recurrencia del 5,52% para los 5 primeros afios, y un 1,3% de tasa
media para los afios 6 a 12, discretamente inferiores a las nuestras, aunque
buena parte de sus pacientes recibié tratamiento complementario con

quimioterapia.

El analisis concreto de cada factor prondstico muestra una division en
dos grandes grupos. El primero, compuesto por la edad, los receptores
hormonales, el grado histolégico, la necrosis, la ploidia y la fase S muestran,
con diferencias entre ellos, un valor prondstico centrado en los primeros
afios de seguimiento, igualandose las tasas al aumentar el seguimiento. En
el segundo, formado por el tamafio tumoral y la sobreexpresion de la p53, el

valor prondstico se extiende a todo el seguimiento realizado.

El valor de la edad ha sido analizado por Collett et al.**®, hallando
como en nuestro caso una desaparicion de su efecto prondstico mas alla del
quinto ano. En nuestro caso es notable la diferencia entre las tasas de
recurrencia observadas entre los dos grupos de edad en los primeros 4
anos, probablemente a costa del mayor numero de recurrencias locales en el

grupo de edades jovenes. El estado menopausico es analizado por
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Demicheli et al.**® y Saphner et al.**, sin que haya diferencias en ningun

momento del seguimiento.

Las variaciones temporales del valor prondstico de los receptores
hormonales son las mas estudiadas por todos los autores que han analizado
este aspecto. El poder predictivo de los receptores es maximo en los
primeros afos de seguimiento (lo que explicaria el hecho de que en
numerosos estudios fueran un poderoso factor prondstico, al ser el
seguimiento muy corto), posteriormente este valor va disminuyendo para

165, 170, 176, 182, 183, 357 incluso cruzandose claramente las

acabar desapareciendo
curvas, de tal manera que para Saphner et al.** a partir del quinto afio el
factor adverso significativo es la positividad de los receptores estrogénicos.
En nuestro estudio, los receptores estrogénicos nunca tienen poder
pronostico; en el caso de los receptores de progesterona tienen un
importante valor prondstico a los 3 y 5 afos, perdiéndolo después

progresivamente.

El grado histologico y la necrosis siguen patrones similares, valor
prondstico en los 3-5 primeros afios y pérdida posterior de potencia
estadistica, similares resultados se observan en varios estudios ' *°. La
ploidia sigue un comportamiento similar, pero su valor se prolonga hasta el
octavo afio en nuestra serie, posteriormente la tasa de recurrencia de los
tumores euploides es superior a la de los tumores aneuploides; la amplia
diferencia inicial motiva que su valor estadistico independiente se mantenga
al final del seguimiento, aunque hay una pérdida progresiva de valor
pronostico, siendo menor a los quince afos de seguimiento que a los 5 0 10
afos. La fase S sigue el mismo comportamiento, aunque el menor numero
de casos analizados no permite extraer conclusiones definitivas. Para
Hilsenbeck et al.”® la fase S mantiene, e incluso aumenta, su valor con el
paso del tiempo, igual resultados obtienen Daidone et al.**" analizando su

equivalente, la fraccion proliferativa por timidina tritiada.
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Los factores citados hasta ahora son capaces de predecir las
recurrencias tempranas, pero ninguno de ellos puede predecir las
recurrencias tardias, es decir, las ocurridas después del quinto afio. Los
unicos con valor prondstico en esta segunda parte del seguimiento son el

tamano tumoral, y, en menor medida, la sobreexpresion de la p53.

La sobreexpresion de la p53 mantiene su valor prondstico en los
cortes realizados a los 3, 5 y 10 afos, asi como al final del seguimiento. Si
analizamos las curvas observamos que la tasa de recurrencia es siempre
mayor para el grupo de tumores p53 positivos. , aunque las diferencias a
partir del quinto afio solo son marginalmente significativas. Solo Daidone et

al.**" analizan este factor, llegando a la misma conclusion.

El tamafio tumoral es en nuestra serie el factor prondstico con mas
potencia estadistica en todos los momentos del seguimiento, y el unico que
alcanza la significacion estadistica como factor predictivo de las recurrencias
tardias. Las curvas de las tasas de recurrencia muestran que los tumores
mayores de 2 cm siempre tienen tasas mas altas que los tumores pT1. Este
comportamiento del tamafio tumoral es similar para los diferentes autores

que han analizado la variacion temporal de los factores prondsticos '8 3%,

La explicacion mas convincente de la causa de estas variaciones
temporales la podemos hallar en la hipétesis de Hellman 2> " *®, Para este
autor todos los tumores malignos de mama tienen dos componentes, que
frecuentemente se solapan, la “virulencia”, entendida como la capacidad de
proliferar rapidamente y por tanto de manifestarse clinicamente, y la
“‘metastageneidad”, que equivaldria a la capacidad ultima de diseminarse a
distancia. Dentro de este esquema, la capacidad de metastatizar vendria

y
la mayor o menor afectacién axilar. Con los resultados de nuestro estudio, la

definida por el tamaiio, siguiendo los modelos de Tubiana y Koscielny ™ '*

sobreexpresion de la p53 seria también un factor prondstico de la capacidad

de metastatizar.
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Segun este esquema, un tipo de tumores que tienen una alta
virulencia, es decir, receptores negativos, grado alto, necrosis importante, y
tal vez pacientes con edad joven, demostrara las metastasis rapidamente,
incluso aunque la probabilidad ultima de metastatizar no difiera entre los
diferentes grupos pronésticos. Esta capacidad de metastatizar dependera al
final del tamano tumoral y de su carga de inestabilidad genética (;p53?). El
papel de la fase S y la ploidia es mas dificil de establecer, aunque la l6gica
de este esquema los coloca también como marcadores de proliferacion y

diferenciacion.

Légicamente hay otras explicaciones para las variaciones temporales
de los factores prondsticos, la mas sencilla es que en los primeros afos
recurririan todos los tumores de mal prondstico, con lo que en a partir del
quinto ano solo quedarian a riesgo tumores en los que predominarian los
factores de buen prondstico. Si asi fuera, seria de esperar que sucediera lo
mismo con todos los factores prondsticos, el comportamiento del tamarfo
tumoral y de la sobreexpresion de la p53 desequilibran este modelo
simplista. Para el grupo de Daidone et al.**’ la existencia de recaidas tardias
se explicaria por la hipotesis del tumor “quiescente”, que seria el tumor
diseminado de entrada pero sin actividad clinica, que, por un cambio del
microclima tumoral, iniciaria un crecimiento mas o menos rapido hasta
alcanzar la fase clinica, aunque en el fondo, los factores que pronosticarian
esta reactivacion tardia del crecimiento tumoral serian los mismos que en la

hipotesis de Hellman, el tamafo tumoral y la afectacion ganglionar.




6. — Conclusiones.
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Del analisis de los resultados obtenidos en nuestro estudio podemos

extraer las siguientes conclusiones:

1. — En este grupo de pacientes con cancer de mama y ganglios axilares
negativos la tasa de supervivencia especifica se acerca al 70% a los 15
afos. Podemos calcular la fraccion de pacientes curadas en un 60-62%.
La cuarta parte de la mortalidad de produce en la segunda década del

seguimiento.

2. — El tipo de cirugia o el uso de radioterapia complementaria no influye en

la tasa de recurrencia o en la supervivencia.

3. — La localizacidén tumoral en cuadrantes internos y la edad menor de 45
afios son los uUnicos factores predictores de una mayor probabilidad de
recidiva local. Esta recidiva local no influye en la diseminacion a distancia

de la neoplasia y por tanto tampoco en la supervivencia.

4. — La edad de las pacientes es un factor pronéstico independiente de la
enfermedad. La aparicion de metastasis y la mortalidad por la
enfermedad aumenta progresivamente con la edad, especialmente a

partir de los 65 — 70 afos.

5. — El tamafio tumoral patologico es el principal factor prondstico en esta
serie de pacientes. El riego de morir por cancer de mama de las
pacientes con tumores mayores de 2 cm cuadriplica el de las pacientes
con tumores iguales o menores de 2 cm. Dentro del subgrupo de tumores
pT1, los tumores mayores de 1 cm evolucionan peor que los tumores

iguales o menores de 1 cm.

6. — La presencia de grados histoldgicos altos o de necrosis importante

implica un peor pronostico, pero su valor se pierde durante el
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8.

9.

seguimiento, no siendo factores prondsticos independientes a los 15

anos de seguimiento.

— El resto de los parametros histopatolégicos: tipo histoldgico,
componente intraductal, desmoplasia e infiltrado linfoplasmocitoide no
son factores prondsticos en este grupo de pacientes. Hay una tendencia
a que las pacientes cuyos tumores presentan invasion vascular y/o

linfatica evolucionen peor, pero no se alcanza la significacion estadistica.

— La presencia de receptores estrogénicos no es un factor pronéstico en
nuestras pacientes. En las pacientes postmenopausicas, la presencia de
positividad alta de receptores de estrogenos (> 100 fmol/mg) parece
asociarse a un pronostico peor que la positividad a niveles mas bajos.
Esta circunstancia es de dificil explicacion y no puede descartarse que se

trate de una aberracion estadistica.

— La positividad para los receptores de progesterona implica un
prondstico favorable a corto plazo, pero al final del seguimiento no se

alcanza una significacion estadistica.

10. — La determinacion de la ploidia en muestras parafinadas es una técnica

11.

factible. La calidad algo deficiente de los histogramas obtenidos no
afectada sensiblemente al calculo de la ploidia, pero la evaluacion de la

fraccidn celular proliferativa se ve seriamente dificultada.

— La ploidia tumoral tiene un importante valor prondstico, que se
mantiene independiente de los otros factores. Los tumores con un indice
de DNA menor a 1,2 tienen el mismo pronéstico que los tumores
diploides, constituyendo el grupo de tumores euploides. El riego de
presentar metastasis o de morir por cancer de mama es practicamente el

doble en los tumores aneuploides que en los euploides.
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12. — La presencia de una fase S alta (en nuestra serie mayor del 14%) es
un potente factor prondstico desfavorable en el analisis univariado. Su
valor no es independiente en el analisis multivariado, pero no se puede
descartar que este hecho se deba a que solo se conoce en un 60% de

los casos.

13. — La sobreexpresion de la oncoproteina HER-2/neu se halla en el 19,6%
de los tumores analizados. Esta sobreexpresion no es un factor

pronostico en este grupo de pacientes con ganglios axilares negativos.

14. — La tasa de sobreexpresion de la proteina p53, determinada por

técnicas de inmunohistoquimica, es del 33,1% en nuestra serie.

15. — Esta sobreexpresion se correlaciona con los tedricos factores de mal
prondstico: Tamafo mayor de 2 cm, grado histoloégico alto, presencia de

necrosis, negatividad de receptores, aneuploidia y fase S alta.

16. — La expresion andmala de la proteina p53 es un factor prondstico
independiente en este grupo de pacientes. El riesgo de recurrir o de morir
por cancer de mama se multiplica por 1,5 — 2 cuando hay
sobreexpresion. Dentro de los tumores en que sé sobreexpresa la
proteina p53, el mayor nivel de sobreexpresion implica peor prondstico

que niveles bajos.

17. — El uso conjunto del tamafio tumoral, la ploidia y la sobreexpresion de la
p53 permite formar grupos prondsticos diferenciados, con variaciones en
la tasa de supervivencia a 15 afios que varian entre el 97% para el grupo
de mejor pronostico y el 30% para el grupo de peor prondstico. Esta
clasificacion prondstica puede ayudar a decidir el uso de tratamiento

sistémico complementario y la intensidad de éste.
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18. — El estudio del comportamiento de los factores prondsticos a lo largo del
tiempo sugiere que un grupo de ellos predicen la capacidad de
metastatizar (tamafio y sobreexpresion de p53), y otro grupo (grado,
necrosis, receptores, ploidia y fase S) indica la tasa de proliferacién y
diferenciacion, determinando la precocidad de las recurrencias. Solo el
tamano tumoral y, en menor proporcion, la sobreexpresion de la proteina
p53 son capaces de predecir las recurrencias tardias (una tercera parte
del total).
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