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2.- Despaxaf inizac ion 

En esta etapa se realizan los procesos siguientes: 

1. - La muestra se deposita en un tubo de ensayo. 

2. - Al tubo de ensayo se añaden 5 mi. de X i l o l , dejándose 
en reposo durante 20 min. 

3. - Cambiar e l X i l o l cada 20 min. por decantación, 
haciéndolo 4 veces. 

4. - Decantado e l último X i l o l , poner 3 mi. de alcohol 
etílico 100%. 

5. - Realizar lavados por decantación con alcohol, 3-4 
veces. 

6. - Dejar e l último alcohol durante 10 min. 
7. - Decantar e l alcohol 100% y poner 3 ml.de alcohol a l 

95%, durante 10 min. 
8. - Cambiar de nuevo e l alcohol de 95 por uno de 70, 

mantenerlo con l a muestra 10 minutos. 
9. - Cambiar de nuevo e l alcohol de 70 por uno de 50, 

mantenerlo 10 min. 
10. - Tras e l último alcohol , lavar por decantación 

mediante agua destilada, 3-4 veces. 

Para obtener una optimización de los resultados hemos 
observado una rigurosidad en los siguientes aspectos 
prácticos; 
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Se ha procurado que las muestras queden perfecta y 
constantemente cubiertas por e l x i l o l y alcohol o agua. 

En las decantaciones hemos tenido que prestar sumo 
cuidado, pues puede perderse gran cantidad de muestra. 

Los lavados con alcohol a l 100%, deben realizarse 
metódicamente, pues s i no se han realizado bien, al añadir 
los alcoholes de menor gradación la muestra se enturbiará, 
debiendo empezar de nuevo e l proceso. 

Una vez se han realizado los lavados con agua destilada, 
se pueden dejar reposar las muestras durante unos días a 
temperatura ambiente, aunque no se recomienda sean más de 4, 
y mejor s i se puede seguir e l procesado de las muestras en 
las 24 horas siguientes. 

Algunos autores por ser este apartado tan largo y 
mecánico han optado - por idear técnicas automáticas de 
desparaf inado e hidratación. •'-̂'̂  '-̂ ^̂  

3.— Homogeneizacíón de los cortes del tumor 

Los pasos a realizar son los siguientes: 

1. - E l contenido de los tubos de ensayo se deposita en 
unas placas de Petri, y mediante sección con bisturí, 
se realizan múltiples cortes en las muestras de tumor 
hasta conseguir un material homogeneizado. 

2. - Se recoge l a pulpa, guardándose en un tubo de 
Eppendorf, que será e l continente que utilizaremos en 
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las sucesivas etapas del proceso. 

Comentario a l a etapa de trituración.- Antes de vaciar 
los tubos de ensayo en las placas de Petri, es conveniente 
quitar e l agua destilada, aunque no totalmente, s i quedan 1 
ó 2 centrímetros cúbicos, nos ayudarán en l a maniobra de 
trituración. 

Se debe procurar mantener la muestra húmeda, pues se 
seca rápidamente. 

4-- Digestión enzimática mediante Pepsina 

El primer paso consiste en l a preparación de l a solución 
de pepsina de l a siguiente forma: 

1. - Obtener una solución salina al 0.9% o suero 
fisiológico. 

2. - Ajustar e l pH de l a solución salina a 1.5 con HCl IN. 
3. - Añadir a l a solución salina de pH 1.5, pepsina, a una 

concentración de 0.5 gr./lOOml. 

Una vez tenemos l a solución de pepsina, se puede proceder 
a realizar los pasos de l a digestión enzimática. 

132 M. Sisteré 



Cáncer de mama 

1. - Depositar en el interior del tubo de Eppendorf 
(donde se halla l a muestra), 1 mi. de l a solución de 
pepsina. 

2. - Los tubos de Eppendorf conteniendo l a muestra con l a 
solución de pepsina, se deben incubar al baño maría 
a una temperatura de 37 ^ C durante una hora. 

3. - Realizar de forma periódica (cada 10 minutos) una 
agitación enérgica de la muestra mediante vortex, 
para conseguir una buena digestión de las membranas. 

Comentario a l a etapa de digestión enzimática.- Antes de 
empezar a preparar l a solución, es aconsejable conectar e l 
pHmetro y ajustarlo convenientemente. 

Al u t i l i z a r l a pepsina se debe tener cuidado por ser muy 
corrosiva para l a p i e l . 

Después de preparar l a solución de pepsina, se debe 
u t i l i z a r inmediatamente para evitar su inactivación. 

El pH en que debe estar la muestra ha de ser muy ácido 
(pH= 1,5) y l a incubación ha de ser a 372 c para de este 
modo conseguir l a máxima actividad de degradación de l a 
pepsina. 

La inmersión de las muestras en baño maría, ha de ser 
entre una hora y hora y cuarto, pero nunca inferior a una 
hora. 
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5.- Contrifugacion 

Terminado e l proceso de digestión enzimática. Los tubos 
de Eppendorf se centrifugan a 2000 rpm, durante 10 minutos. 

E l sobrenadante que resulte se desecha mediante un 
delicado pipeteado para evitar turbulencias y aspirar por 
error los núcleos celulares. 

6.- Tinción del DNA y destrucción del RNA 

Terminada l a centrifugación, en e l fondo de los tubos de 
Eppendorf se hallan los núcleos de las células. Para su 
tinción se debe usar un colorante de características 
fluorescentes, en nuestro caso se ha utilizado el loduro de 
Propidium. 

Para evitar falsos resultados al colorearse los dos 
ácidos ribonucleicos, procuraremos destruir e l RNA, mediante 
una Rlbonucleasa. 

El proceso de tinción del DNA se realiza de la siguiente 
manera: 

1. - Obtención de agua destilada. 
2. - Disolver en e l agua destilada e l loduro de Propidium 

a una concentración de 40 microgramos / mi. 
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3. - Añadir a l a solución de loduro de Propidium 
Ribonucleasa en una proporción de 0,5 mgr./ 100 mi. 

4. - Remover suavemente l a solución. 
5. - Depositar 1 mi. de l a solución realizada en cada tubo 

Eppendorf. 
6. - Proteger a los tubos Eppendorf de l a luz ( por ser e l 

loduro de Propidium fotosensible ). 
7. - Guardar las muestras a 4 grados centígrados para 

que se realice la tinción, durante 12-14 horas. 

Para l a tinción del DNA, se pueden u t i l i z a r varios 
productos, entre ellos, Mitramicina, Bromuro de Etidio, 
Naranja de Acridina, DAPI, Hoechst 33258, loduro de 
Propidium, siendo los tres últimos los más utilizados. E l 
colorante Hoechst 33258, se loca l i z a en l a banda azul de l a 
región ultravioleta, e l loduro de Propidium en l a banda 
roja. 

7.- Preparación de l a muestra para su procesamiento por 
e l Citón^tro de Flujo 

Los pasos a realizar son los siguientes: 
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1. - F i l t r a r mediante una malla de nylon de 50 mieras de 
poro e l contenido de cada tubo Eppendorf. 

2. - Para realizar e l filtrado se utilizará una 
jeringuilla aspirando e l contenido del tubo de 
Eppendorf, cambiando l a aguja y l a malla; que se 
intercala entre aguja y jeringuilla, utilizando un 
nuevo juego para e l aspirado y espirado. 

3. - Cuando tengamos aspirado todo e l contenido de cada 
tubo, se depositará (previo reemplazamiento de aguja 
y malla) en un tubo de ensayo de 6 mi., protegido de 
l a luz. 

Comentario a l a etapa de preparación de las muestras para 
e l procesamiento por e l citómetro de f l u j o . - Se recortan 
cuadrados de nylon de unos 1.5 x 1.5 centímetros de lado, 
introduciendo e l cuadrado hasta e l fondo del tubo de 
Eppendorf, empujado por l a aguja de l a j e r i n g u i l l a . Se 
realizará una aspiración y posterior expulsión para crear 
una turbulencia y poder poner en movimiento los núcleos, 
evitando que se sedimenten en e l fondo del tubo. Conseguida 
esta turbulencia, se realizará una aspiración, pasando l a 
muestra a l a je r i n g u i l l a . Entonces se cambiará l a aguja y se 
interpondrá entre j e r i n g u i l l a y aguja otro fragmento de 
malla de nylon, expeliendo l a muestra a un tubo de ensayo, 
normalmente de plástico y de unos 6 mi. 
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8.- Elaboración del grupo control 

Como control se ha empleado linfocitos, separándolos de 
sangre to t a l mediante e l método de F i c o l l . 

Obtenidos los lin f o c i t o s , se tiñen con loduro de 
Propidium a l a misma concentración que las muestras (20-30 
microgramos por mi.). Para que se realice l a tinción del 
material nuclear, se añade conjuntamente con e l loduro de 
Propidium, Tritón X-100 a una concentración de 0.1-0.2 
ml./lOO. 

El Tritón X-100 es e l encargado de romper las membranas 
de los linfocitos y dejar penetrar e l loduro de Propidium en 
su interior. 

Al cabo de 1 a 3 horas se puede realizar l a lectura, pues 
el material nuclear ya está teñido. 

Los l i n f o c i t o s , suelen dar un pico bien delimitado, con 
unas pequeñas fases S, siendo un ejemplo de células 
diploides. (Fig. 7) 

Delimitado e l canal donde se encuentra l a fase GO-Gl de 
los l i n f o c i t o s ; correspondiente a l pico 2n, ya se pueden 
procesar las muestras y así podremos saber e l índice de DNA 
de cada pico. 

Según sea e l índice de DNA de cada pico que aparezca en 
e l histograma, podremos c l a s i f i c a r los tumores en diploides 
(índice de DNA = 1), o aneuploides (índice de DNA distinto 
de 1) . 

Este control de linfocitos se puede procesar al principio 
de una serie de varios casos; dándonos l a referencia del 
canal donde se situará e l pico diploide. Si pensamos que ha 
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podido haber oscilaciones en los parámetros del Citómetro de 
Flujo (fluorescencia, voltaje), se puede volver a pasar e l 
control a l cabo de varios casos. 

Algunos autores, mezclan l a muestra con los linfocitos 
control, apareciendo e l histograma con un gran pico 
diploide, s i se superponen las poblaciones, o claramente 
diferenciados, e l pico correspondiente a los 
linfocitos-control y el pico de las células tumorales. 

Extracción de linfocitos de sangre total mediante e l 
método de f i c o l l 

Material: 

Sangre total, mínimo 3 mi. 
F i c o l l , mínimo 3 mi. 
PBS, mínimo 20 mi. 
Tubos de ensayo, 4 tubos. 
Centrífuga. 

Descripción del método: 

a/ Preparación de PBS. 
Se necesita: 

Na2HP04. 
NaH2P04. 
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CLNa. 
KCL. 
Agua destilada. 
Balanza. 

E l tampón fosfato ha de tener una molaridad igual a 0.2. 

Preparación de 150 mi. de PBS; 

1/ Pesar 1.379 gr. de NaH2P04 y añadir 50 mi. de agua 
destilada. 

2/ Pesar 3.55 gr. de Na2HP04 y añadir 100 mi. de agua 
destilada. 

3/ Realizar una solución mezclando las dos soluciones 
anteriores. 

4/ Pesar 1.314 gr de CLNa, y añadirlos a l a solución 
anterior. 

5/ Pesar 30 mgr. de KCL, y añadirlos a l tot a l , 

b/ Preparación de F i c o l l . 
Se realiza mezclando convenientemente F i c o l l y Pielograf. 
Solución de Pielograf= Se realiza mediante Pielograf y 

agua destilada a una concentración del 33.9% 
(solución A). 

Solución de Ficoll= Se realiza mediante F i c o l l y agua 
destilada a una concentración del 9% (solución B). 
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Preparación de un l i t r o de solución de F i c o l l : 
1. - Mezclar 293.7 mi de solución A con 706.2 mi. 

de solución B. 
2. - Agitar durante una hora en un agitador magnético. 
3. - Ajustar l a densidad entre 1077 y 1075 con agua 

destilada o pielograf. 
4. - Guardar a 4 grados centígrados. Protegida de l a 

luz. 

c/ Método de F i c o l l . 
1/ Añadir a l a sangre total l a misma proporción de PBS, 

realizándose l a mezcla suavemente. 
2/ Depositar con l a ayuda de una pipeta y muy lentamente 

la mezcla de PBS y sangre sobre e l f i c o l l , en un tubo 
de ensayo para centrifuga. Se ha de procurar que se 
mantenga l a interfase entre e l f i c o l l y l a sangre. 

3/ Una vez tengamos l a sangre sobre e l f i c o l l , se 
centrifuga a 2000 rpm durante 30 minutos. 

4/ Terminada l a centrifugación en e l tubo de ensayo se 
podrán diferenciar varios estratos correspondientes 
desde l a parte superior a l a inferior a: plasma, 
linfocitos, f i c o l l y hematíes. 

5/ Los linfocitos están en forma de nube separando e l 
plasma del f i c o l l . Esta nube de linfocitos debe ser 
aspirada cuidadosamente con una pipeta , 
depositándolos en otro tubo de ensayo con PBS. 
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6/ A continuación se realiza una nueva centrifugación a 
2000 rpm durante 5 minutos, por decantación se elimina 
el sobrenadante y se vuelve a llenar de PBS, para 
repetir de nuevo e l centrifugado, quedando en e l fondo 
del tubo los linfocitos preparados para ser teñidos. 

9.- Utilización del Citómetro de Flujo 

Para l a correcta utilización de un Citómetro de Flujo son 
indispensables los siguientes pasos: 

a/ Revisión de los valores de fluorescencia, voltaje y 
potencia de láser. 

b/ Calibración del Citómetro mediante bolitas de material 
inerte, utilizando e l programa DNA Check. 

c/ Selección del programa DNA 1 Color, s i utilizamos 
únicamente un colorante. 

d/ Aspirar l a muestra. Tras unos instantes, durante los 
cuales, l a muestra sigue los circuitos del Citómetro 
hasta llegar a l a cámara de lectura, aparece en l a 
pantalla las células o partículas que se están 
identificando. Pudiéndose observar e l ritmo de lectura 
que mantiene e l aparato. (Fig. 13) 

e/ A medida que l a muestra va pasando por la cámara de 
contaje, en l a pantalla del Citómetro se van dibujando 
los histogramas y mediante unos cursores, que pueden 
moverse libremente, conoceremos e l canal en que se 
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halla cada pico y e l número de células que se 
encuentran bajo e l área delimitada por e l cursor. 
(Fig. 13) 

ti El Citómetro detiene e l procesado de un caso cuando ha 
llegado a 20.000 partículas, 

g/ Terminado un caso, se almacena l a infojnnación y e l 
Citómetro proporciona una copia mediante documento 
escrito. 

h/ Entre los casos a leer se ha procesar un grupo 
control, para que nos sirva de referencia a l a hora de 
interpretar los histogramas. 

1/ Terminados los casos que queramos procesar, es 
indispensable e l realizar un lavado de los circuitos 
con lejía y agua, mediante un programa determinado. 

Canal en Citometría de Flujo, se denomina a cada una de 
las subdivisiones correspondientes al eje de las equis que 
forman un histograma. Cada canal corresponde a un valor 
numérico procedente de las señales de fluorescencia 
recibidas por e l Citómetro. 

El Citómetro con que se realizó este trabajo constaba de 
1024 canales. 

Comentario a l a etapa de utilización del Citómetro de 
Flujo.- La calibración del citómetro es muy importante, se 
realiza con unas bolitas de material inerte que simulan 
células. Estas bolitas salen representadas en l a pantalla 
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pudiéndose objetivar e l grado de dispersión que presentan, 
para de esta manera conseguir un mayor agrupamiento, 
mediante l a variación de parámetros como son voltaje y 
fluorescencia o modificar manualmente l a cámara del 
citómetro para conseguir que l a incidencia del láser sobre 
las células sea plena. 

Durante l a maniobra de aspirado es aconsejable agitar 
suavemente e l tubo de ensayo para evitar que los núcleos se 
sedimenten. 

Seleccionando individualmente cada histograma, se pueden 
movilizar 4 cursores que son a modo de segmentos en los que 
las puntas indican e l canal donde se encuentran y l a 
longitud, e l número de células comprendidas entre cada 
canal. 

Si se desea, con los cursores podríamos conocer e l número 
de células que se encuentran en cada fase (GO-Gl, S y G2-M), 
mediante l a localización en la pantalla de los diversos 
picos del histograma y e l englobe mediante los cursores de 
las áreas correspondientes. 

Durante l a utilización del Citómetro de Flujo deberemos 
v i g i l a r los niveles de residuos o líquido propulsor que 
u t i l i z a e l citómetro, de esta manera nos evitaremos 
múltiples molestias, inconvenientes y averías. 

Para f i n a l i z a r , hemos realizado un metódico proceso para 
desconectar e l citómetro, utilizando un programa denominado 
"Shut Down", este programa indica l a manera de parar 
adecuadamente e l citómetro de flu j o . 
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D.- VARIABLES A MEDIR 

En este estudio se han obtenido para cada caso, dos 
variables de máximo interés, que son: 

1. - PLOIDIA 

2. - FASE S 

La Ploidla es una variable cualitativa, pudiendo 
expresarse como euploidía o aneuploidía. 

La Fase S es una variable cuantitativa. 

Otras variables medidas han sido: 

- E l valor de l a fase GO-Gl. 
- E l valor de l a fase G2-M. 

La Ploidía es una variable de gran importancia para e l 
estudio, por ser un parámetro de malignidad. Según numerosos 
estudios los tumores con características dlploides 
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(euploides) tienen menor malignidad que los 
a n e u p l o i d e s . ' » * 

La Fase S, es otra variable también relacionada con l a 
agresividad tumoral. Tumores con una pequeña fase S, 
presentan un comportamiento míenos agresivo que los que 
tienen una fase S elevada.,177,179 

Los valores de l a Fase S se han dividido en tres 
categorías: 

Fase S pequeña = Fase S < 7 

Fase S mediana = 7.1 > Fase S < 11.9 

Fase S alta = Fase S > 12 
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E.- INTERPRETACIÓN DE IiñS VARÜffiLES 

Los histogramas se pueden interpretar de forma objetiva 
mediante e l empleo de varios programas internacionalmente 
aceptados. En este trabajo se ha utilizado el denominado 
EPICS CITOLOGIC SOFTWARE. Versión 2.01.1^^ (Coulter Co.). 

Este programa está preparado para realizar una 
interpretación de forma matemática de un histograma, 
calculando e l número de células y e l tanto por ciento de 
estas, que se encuentran en cada fase del c i c l o celular. 
Consta de 4 métodos distintos de análisis. 

Los pasos a seguir dentro del programa para l a 
interpretación de los histogramas son los siguientes: 

1 . - Cargar l a memoria del ordenador con los diversos 
histogramas archivados en un disco blando. 

2. - Selección del tipo de fluorescencia a emplear, en 
nuestro caso l a FL2. 

3. - Selección del programa DNA. 
4. - En l a pantalla aparecerán diversos picos. E l primer 

pico que se encuentra desde l a izquierda a l a derecha 
del gráfico es e l correspondiente a l tipo diploide 
(2n), que se identifica con l a población de núcleos 
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en fase de presintesis (GO-Gl). A continuación sigue 
l a fase de Síntesis (S), y e l segundo pico lo forman 
los núcleos que están en Mitosis (G2-M). S i en e l 
gráfico hay otros picos, pertenecen a las poblaciones 
aneuploides. Normalmente e l primer pico aneuploide 
suele aparecer después de GO-Gl, para tener su 
réplica G2-M también después de l a fase G2-M de l a 
población principal. Algunas veces algún pico se 
puede superponer, haciendo difícil su interpretación. 
En estas circunstancias se desechaba e l caso. 
Con e l histograma en pantalla se ha de 
seleccionar e l área de interés. Existen unos cursores 
que deberán moverse a lo largo de l a pantalla hasta 
delimitar los picos que realmente nos interesan. Si 
no se realiza esa selección, e l ordenador u t i l i z a 
toda e l área de l a pantalla. La idea de delimitar un 
área de interés es para eliminar de entrada detritus 
que no nos interesen y puedan i n t e r f e r i r en l a 
lectura. 

Otra forma de eliminar detritus es mediante l a 
utilización del background. Que produce un recorte en 
la base de los histogramas. 
A continuación e l programa delimita los picos GO-Gl 
y G2-M, pudiendo ser aceptados o no. Caso de no 
aceptarse. Pueden desplazarse los cursores hasta 
delimitar e l pico deseado. Lo mismo ha de realizarse 
cuando aparecen picos aneuploides. 
Para seguir con l a interpretación se ha de 
seleccionar uno de los cuatro métodos que nos da a 
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elegir e l programa, que son: 

Método 1: SFIT with Constant S-Phase Model. 

Método 2: SFIT with Linear S-Phase Model. 

Método 3: SFIT with Quadratic S-Phase Model. 

Método 4: Múltiple Broadened Rectangle S-Phase Model. 

E l método utilizado en este trabajo de investigación ha 
sido e l SFIT con un modelo de Fase S constante, que calcula 
l a Fase S mediante l a obtención del número de células 
incluidas dentro de un rectángulo que abarca desde l a base 
del pico Gl hasta e l pico G2. 

9.- Seleccionado e l método a emplear e l programa calcula 
los valores totales y porcentuales de células 
correspondientes a cada fase del c i c l o celular. 
Obteniéndose una tabla de valores numéricos donde 
destaca l a fase S, que es e l principal valor de 
interés para nosotros, además del coeficiente de 
variación (CV), utilizado para desechar los casos s i 
no se adaptaban dentro de unos parámetros congruentes 
(CV= 5.8 +/- 2.2) . 

Si e l tumor es diploide, e l procedimiento para e l 
cálculo de l a Fase S es sencillo. Pero s i se trata 
de un tumor aneuploide, la valoración de las células 
en fase S es más complicada. Se han desechado casos 
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aneuploides en los que l a valoración de l a 
fase S era imposible, ya sea por tener un ID 
(índice de DNA) inferior a 1.3 o superponerse 
l a fase G2-M de l a población diploide. 

E l cálculo de l a Fase S se basa en e l método utilizado 
por Baisch;!^^ 

Para los tumores diploides: 

número de eventos/10 X número del canal del pico diploide 
100 

Para los tumores aneuploides: 

número de eventos/10 X número del canal del pico aneuploide 
% de células aneuploides 

10.- La otra variable a medir es l a Ploidía. 
Se ha considerado aneuploide todo tumor con un 
índice de DNA superior a 1.2 o en cuyo histograma 
aparecieran más de un pico GO-Gl. 
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Comentario a l a interpretación de resultados.-
Respecto a l a utilización del background, muchos trabajos 

lo consideran necesario con l a finalidad de obtener valores 
de fase S más acertados ^' •'•̂3 

Para l a correcta interpretación de los resultados, a 
falta de un método objetivo, se han realizado numerosos 
experimentos, como por ejemplo enviar a diferentes centros 
histogramas del mismo tumor para que fueran evaluados. En 
uno de esos e s t u d i o s , r e m i t i e r o n una serie de 
histogramas a 6 investigadores, para que se determinara l a 
ploidxa. Coincidiendo los seis en un 44% de los casos, 
cuando sólo eran cinco los investigadores que coincidían, se 
llegaba a un 85%. Esto da idea de la enorme dificultad o 
gran variedad de cri t e r i o s existentes en l a interpretación 
de los resultados obtenidos mediante Citometrla de Flujo. 

La interpretación de un histograma, se realiza mediante 
complicados métodos estadísticos y matemáticos. 

Entre las principales preocupaciones a la hora de evaluar 
un histograma, están las interferencias que puedan causar 
los detritus y los falsos picos. Para salvar e l primer 
inconveniente existen detallados estudios que f a c i l i t a n 
algunas técnicas para llevarlo a cabo. •'•-'•̂' Estos falsos 
picos pueden aparecer por: 

a/ Sufrir e l tejido fenómenos de autolisis. 
b/ Mediante los métodos de fijación del tejido 

(formalina). 
c/ Una mala metodología de l a preparación de las 

muestras. Ya sea a l a hora de realizar e l corte-s^^^ 
del material seccionando núcleos, o en e l resto 
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de pasos de l a preparación. 

El trabajo se ha realizado de una forma uniforme y 
metódica, poniendo especial énfasis en e l periodo de 
preparación de l a muestra, por l a gran facilidad con que se 
puede ver alterada toda l a técnica.^^'^ 

En cuanto a l a interpretación matemática de los 
histogramas, para evitar errores subjetivos, el estudio se 
ha ceñido estrechamente a los patrones dictados por e l 
programa de interpretación de DNA (Epics Cytologic 
Software), mencionado anteriormente. Cuando algún caso no 
reunía las condiciones adecuadas (deformidad del histograma, 
exceso de detritus, valores de coeficiente de variación 
desmesurados), era descartado. 
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F.- ESTUDIO ESTADÍSTICO 

En este trabajo de investigación se han interpretado 
los resultados utilizando e l programa de estadística 
SPSS/PC+ (Versión 4.0). 

Los datos obtenidos en e l laboratorio se han evaluado 
estadísticamente mediante los métodos: 

Prueba Chl Cuadrado para tablas de contingencia. 
Tablas clásicas de supervivencia de Kaplan y Melar. 
Prueba de Regresión Logística Múltiple. 

Mediante e l estudio univariante X^, se ha relacionado: 
1. - Cada una de las variables clásicas con los valores 

obtenidos mediante Citometría de Flujo de l a fase S del 
tumor primario. 

2. - Todas las variables clínico-patológicas tradicionales 
con l a ploidía del tumor primario. 

3. - Cada una de las variables del estudio con l a 
supervivencia. 

4. - Los valores de l a fase S del tumor primario con los 
valores de l a fase S de los ganglios axilares, de las 
metástasis, de las recidivas locorregionales y los ganglios 
axilares de esas recidivas. 

5. - Los valores de l a fase S del tumor primario con los 
valores de l a ploidía obtenidos de los ganglios axilares, de 
las metástasis, de las recidivas locorregionales y de los 
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ganglios axilares de esas recidivas. 
6. - Los valores de la ploidla del tiinrar primario con los 

valores de l a ploidía obtenida en los ganglios axilares, en 
las metástasis, en las recidivas locorregionales y en los 
ganglios axilares de esas recidivas. 

7 . - Los valores de la ploidía del ttunor primario con los 
valores de l a fase S de los ganglios axilares, de las 
metástasis, de las recidivas locorregionales y de los 
ganglios axilares de esas recidivas. 

Las tablas de supervivencia se han confeccionado en 
relación con l a edad, antecedentes familiares de cáncer de 
mama, antecedentes personales mamarios, e l tamaño tumoral, 
l a afectación ganglionar, l a aparición de metástasis (M) en 
e l momento del diagnóstico y en e l seguimiento, los 
receptores hormonales, e l número de ganglios invadidos 
mediante determinación histológica, l a Fase S y l a Ploidía 
del ttimor primario, las recidivas y l a situación de 
pre-postmenopausia. 

La regresión logística múltiple, es una prueba 
estadística que valora exclusivamente l a probabilidad de 
supervivencia "al f i n a l " del estudio. Es e l método 
multivariante empleado en este trabajo. Tras l a inclusión 
de una serie de variables consideradas de mayor interés 
pronóstico, realiza una selección de las que mayor 
influencia tienen en l a predicción de la supervivencia. Nos 
permite calcular l a probabilidad de supervivencia en 
función de cualquier valor que pueda adoptar cada una de las 
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variables pertenecientes a l estudio por separado. 
La fórmula a emplear esr^^-*-

1 
P(Superv) = 

1 + e-2 

Donde Z es: 

Z = B Q + B j L - X i + B 2 . X 2 + . . . + B j j . X j j 

B y X son: 

B Q = Constante. 

B^, B2, B 3 son los diversos valores de las constantes 
obtenidos para cada variable en e l estudio de regresión 
logística. 

X]^, X 3 son las diversas variables con las que se ha 
realizado e l estudio. 

A continuación se detallarán los resultados obtenidos 
tras e l estudio de las diferentes variables y se aplicará e l 
método estadístico correspondiente en cada caso con e l f i n 
de obtener la mayor información útil de l a investigación. 
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RESULTADOS 

En l a elaboración de los resultados, inicialmente se 
realiza una descripción de todas las variables que 
intervienen en e l estudio: 

Las variables clxnico-patológicas obtenidas de l a 
historia clínica de cada paciente. 
El contenido de DNA (Ploidía) correspondiente a cada 
masa tumoral estudiada mediante Citometrla de Flujo. 
El valor de l a fase de síntesis (Fase S), obtenido de 
cada tumor al ser procesado mediante Citometrla de 
Flujo. 

Con los datos de las diversas variables se ha realizado 
e l estudio estadístico, basado en l a utilización de tres 
pruebas: 

Estudio univariante mediante . 
Tablas de supervivencia. 
Regresión logística múltiple. 
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A.- RESULTADOS DE LAS VARIABLES CLINICO-PATOLOGICAS 

En la tabla 2, se describe l a variable edad, indica que 
una inmensa mayoría de pacientes se hallan en e l periodo 
medio de l a vida, para poder realizarse mejor los estudios 
estadísticos se ha tabulado en tres valores, menores de 35 
años, entre 35 y 65 y mayores de 65. 

Tabla 2. 
Edad. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
< 35 5 4.7 4.7 
35-65 72 67.3 67.3 
> 65 30 28.0 28.0 

Total 107 100.0 100.0 
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En las tablas 3 y 4 se describen los antecedentes 
familiares de cáncer de mama y personales de patología 
mamaria. 

Tabla 3. 
Antecedentes familiares de cáncer de mama. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
NO 48 44.9 80.0 
SI 12 11.2 20.0 
No figura 47 43.9 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Tabla 4. 
Antecedentes personales de patología mamaria 
benigna y maligna. 
Valoración Frecuencia- Porcentaje % Válido 
NO 40 37.4 67.8 
SI 19 17.8 32.2 
No figura 48 44.8 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

El número de embarazos que ha tenido cada paciente se ha 
evaluado, pero no se ha tenido en cuenta a l realizar e l 
trabajo de investigación, por ser una variable muy estudiada 
desde antaño y de escasa significación pronostica. (Tabla 
5). 
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Tabla 5. 
Número de embarazos. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
0 6 5.6 9.4 
1 8 7.5 12.5 
2 27 25.2 42.2 
3 14 13.1 21.9 
4 5 4.7 7.8 
5 3 2.8 4.7 
7 1 0.9 1.6 
No figura 43 40.2 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

En las tablas 6, 7 y 8 se describen e l número de casos 
clasificados en función del valor de T, N y M. 

Los diversos valores adoptados por cada variable soní 
T 1 < 2 cm. T 2 = 2 - 5 cm. T 3 > 5 cm. 
T 4 s i se afecta p i e l o pared. 
N O = No hay afectación ganglionar. 
N 1 = Ganglios axilares móviles. 
N 2 = Ganglios axilares f i j o s . 
N 3 = Afectación de la cadena mamaria interna. 
M O = No hay metástasis a distancia. 
M 1 = Metástasis a distancia. 
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Tabla 6. 
T Tamaño tunoral. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
T I 18 16.8 17.3 
T 2 36 33.6 34.6 
T 3 25 23.4 24.0 
T 4 25 23.4 24.0 
No figura 3 2.8 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Tabla 7. 
N Afectación ganglionar. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
NO 37 34.6 35.6 
N I 52 - 48.6 50.0 
N 2 14 13.1 13.5 
N 3 1 0.9 1.0 
No figura 3 2.8 Perdidos 

Total 107 lOO.O 100.0 

Tabla R. 
M Metástasis. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
M 0 86 80.4 82.7 
M I 18 16.8 17.3 
No figura 3 2.8 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 
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La mayoría de tumores estudiados han sido del tipo 
histológico, carcinoma ductal i n f i l t r a n t e , que representa 
sin lugar a dudas el más frecuente de los cánceres de mama. 
(Tabla 9). 

Tabla 9. 
Tipo histológico 
Valoración 
C. Ductal I. 
C. Medular. 
C. Inflamatorio 
Otros 
No figura 

Total 

Frecuencia Porcentaje % Válido 
95 
6 
1 
4 
1 

107 

88.8 
5.6 
0.9 
3.7 
0.9 

100.0 

89.6 
5.7 
0.9 
3.8 

Perdidos 
100.0 

La valoración de los receptores hormonales, desde hace un 
tiempo ya viene haciéndose de forma sistemática en nuestro 
medio. (Tablas 10 y 11) 

Receptores Estrogénicos. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
Negativos 18 16.8 24.0 
Positivos 57 53.3 76.0 
No figura 32 29.9 Perdidos 

Total 107 100.0 lOO.O 
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Tabla 11. 
Receptores Progestágenos. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
Negativos 28 26.2 37.3 
Positivos 47 43.9 62.7 
No figura 32 29.9 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Acompañando a l a cirugía, se realizó radioterapia en más 
de l a mitad de las pacientes. Todos los casos con 
receptores hormonales negativos recibieron hormonoterapia. 
Con respecto a l a quimioterapia, la ciclofosfamida fue e l 
fármaco más utilizado. (Tablas 12, 13, 14) 

Tabla 12. 
Radioterapia. 
Valoración 
NO 
SI 
No figura 

Frecuencia Porcentaje % Válido 
44 41.1 44.4 
55 51.4 55.6 
8 7.5 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 
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Tabla 13. 
Quimioterapia. 
Valoración 
NO 
CMF 
Genoxal,MTX,5-FU 
CTX,MTX,5-FU 
Altres 
No figura 

Total 

Frecuencia Porcentaje % Válido 
54 
26 
2 
5 
6 
14 
107 

50.5 
24.3 
1.9 
4.7 
5.6 
13.1 
100.0 

58.1 
28.0 
2.2 
5.4 
6.5 

Perdidos 
100. 

Tabla 14. 
Hormonoterapia. 
Valoración 
NO 
SI 
No figura 

Total 

Frecuencia Porcentaje % Válido 
46 43.0 50.0 
46 43.0 50.0 
15 14.0 Perdidos 
107 100.0 100.0 

En las tablas 15 y 16 se han valorado los casos que 
sufrieron una recidiva en e l lecho quirúrgico o zona 
ganglionar durante e l periodo de seguimiento, así como en 
los que se observó metástasis (óseas, hepáticas, pulmonares 
o cerebrales). 
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Tabla 15, 
Recidivas locorregionales de partes blandas. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
NO 62 57.9 72.9 
SI 23 21.5 27.1 
No figura 22 20.6 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Tabla 16. 
JBparición de metástasis en e l seguimiento. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
NO 56 52.3 65.1 
SI 30 28.0 34.9 
No figura - 21 19.6 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

En la tabla 17, se especifica e l total de supervivientes 
y fallecimientos al f i n a l del estudio. 

Tabla 17. 
Supervivencia. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
Muertos 39 36.4 36.4 
Vivos 58 63.6 63.6 

Total 107 100.0 100.0 
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Tabla 18. 
Pacientes clasificados por estadios. 
Estadios Frecuencia Porcentaje % Válido 
0 0 0 0 
I 15 14.0 14.4 
II A 22 20.5 21.2 
II B 18 16,8 17.3 
III A 14 13.1 13.5 
III B 17 15.9 16.3 
IV 18 16.9 17.3 
No Figura 3 2.8 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 
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B.- RESULTADOS DEL CONTENIDO DE DNA (PLOIDIA) 

La ploidia o cantidad de DNA que expresa e l material 
nuclear, considerada como una de las variables a investigar 
de mayor interés, se ha determinado en l a totalidad de 
tumores primarios (Tabla 19), en los ganglios invadidos, 
pertenecientes a esos tumores primarios (Tabla 20), en las 
metástasis (Tabla 21), cuando una paciente sufría una 
recidiva y era extirpada quirúrgicamente, también se 
determinaba esta variable, tanto en l a masa principal (Tabla 
22), como en los ganglios (tabla 23). 

Se considera a un tumor diploide (2n) mediante Citometrla 
de Flujo, cuando e l pico GO-Gl coincide con e l índice de DNA 
igual a l , o con e l pico GO-Gl del grupo control, en este 
caso linfocitos. 

Un tumor es aneuploide cuando e l pico GO-Gl no coincide 
con e l índice de DNA, o existen dos o más picos GO-Gl en e l 
histograma obtenido mediante Citometrla. 
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Tabla 19. 
Ploidia del tumor primario. 
Valoración Frecuencia 
Aneuploldes 35 
Diploides 72 

Total 107 

Porcentaje 
32.7 
67.3 
100.0 

% Válido 
32.7 
67.3 
100.0 

Tabla 20. 
Ploidía de los ganglios axilares invadidos. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
Aneuploldes 20 18.7 35.7 
Diploides 36 33.6 64.3 
No figura 51 47.7 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Tabla 21. 
Ploidía de las metástasis procesadas. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
Aneuploldes 1 0.9 11.1 
Diploides 8 7.5 88.9 
No figura 98 91.6 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 
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Tabla 22. 
Ploidía de las recidivas locorregionales de partes 
blandas. 

Frecuencia Porcentaje % Válido 
3 2.8 42.9 
4 3.7 57.1 

100 91.5 Perdidos 
Total 107 100.0 100.0 

Valoración 
Aneuploides 
Diploides 
No figura 

Tabla 23. 
Ploidía de los ganglios axilares invadidos 
correspondientes a las recidivas locorregionales de 
partes blandas. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
Diploides 3 2.8 100.0 
No figura 104 97.2 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

167 M. Sisteré 



Citometria de Flujo 

C - RESULTADOS DEL CALCUI.O DE l A FASE S 

La otra variable de máximo interés del estudio es e l 
valor correspondiente a l a fase S, que se determinó a l igual 
que l a ploidía en todas las muestras cancerosas obtenidas. 
(Tablas 24, 25, 26, 27, 28) 

Se ha subdividido la fase S en tres grupos. Adoptándose 
como límites los siguientes: 

Fase S pequeña = Valor de l a fase S < de 7. 
Fase S mediana = Valor de l a fase S entre 7 y 12-
Fase S alta = Valor de l a fase S superior a 12. 

Tabla 24. 
Fase S del tiunor primario. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
< 7 15 14.0 14.0 
7-12 45 42.1 42.1 
> 12 47 43.9 43.9 

Total 107 100.0 100.0 
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Tabla 25. 
Fase S de los ganglios axilares invadidos. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
< 7 15 14.0 26.8 
7-12 19 17.7 33.9 
> 12 22 20.6 39.3 
No figura 51 47.7 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Tabla 26. 
Fase S de las metástasis. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
< 7 3 2.8 33.3 
7-12 3 2.8 33.3 
> 12 3 2.8 33.3 
No figura 98 91.5 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 

Tabla 27. 
Fase S de las recidivas locorregionales de partes 
blandas. 
Valoración Frecuencia Porcentaje % Válido 
< 7 3 2.8 37.5 
7-12 3 2.8 37.5 
> 12 2 1.9 25.0 
No figura 99 92.5 Perdidos 

Total 107 100.0 100.0 
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Tabla 28. 
Fase S de 
correspondientes 
partes blandas. 
Valoración 
7-12 
> 12 
No figura 

Total 

los ganglios axilares invadidos 
a las recidivas locorregionales de 

Frecuencia Porcentaje % Válido 
1 0.9 33.3 
2 1.9 66.7 

104 97.2 Perdidos 
107 100.0 100.0 
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D.- RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADÍSTICO 

1.- Estudio Univariante 

Mediante l a prueba estadística X^, se ha relacionado e l 
valor de l a fase S, l a ploidía y la supervivencia, con e l 
resto de variables, además de ellas entre sí. Sólo se han 
tenido en cuenta las variables clásicas más significativas 
en relación a l pronóstico (TNM, Receptores Hormonales, 
metástasis en e l seguimiento, número de ganglios invadidos, 
situación hormonal de l a paciente,..). 

l a . - Relación de las variables clínico-patológicas 
de interés pronóstico con l a fase S del 
tumor primario. Prueba Chl Cuadrado; 

* Entre paréntesis se indica e l 
valor del residual ajustado. 

Fase S 
Variable N^ casos < 7 7-12 > 12 valor p 
Edad 
< 35 5 1 (0.4) 3 (0.8) 1 (-1.1) N.S. 
35-65 72 11 (0.5) 27 (-1.4) 34 (1.0) p = 0.61 
> 65 30 3 (-0.7) 15 (1.0) 12 (-0.5) 
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Variable casos < 7 
T 
T 1 18 3 (0.3) 
T 2 36 5 (-0.1) 
T 3 25 4 (0.3) 
T 4 25 3 (-0.4) 

N 
N 0 37 6 (0.4) 
N 1 52 6 (-0.8) 
N 2 14 3 (0.8) 
N 3 1 0 (-0.4) 

M 
M O 86 
M I 18 

Receptores Estrogénicos 
Negativos 18 2 (-0.1) 
Positivos 57 7 (0.1) 

Receptores Progestágenos 
Negativos 28 2 (-0.1) 
Positivos 47 7 (1.0) 

Fase S 
7-12 > 12 valor p 

7 (-0.3) 8 (0.1) N.S. 
16 (0.3) 15 (-0.2) p = 0.99 
11 (0.2) 10 (-0.4) 
10 (-0.3) 12 (0.5) 

14 (-0.7) 17 (0.4) N.S. 
24 (0.8) 22 (-0.2) p = 0.83 
5 (-0.5) 6 (0.0) 
1 (1.2) O (-0.9) 

0.02 

10 (0.9) 6 (-0.8) N.S. 
25 (-0.9) 25 (0.8) p = 0.65 

14 (0.4) 12 (0.2) N.S. 
21 (-0.4) 19 (-0.2) p = 0.60 

14 (1.2) 40 (1.9) 32 (-2.7) p = 
1 (-1.2) 4 (-1.9) 13 (2.7) 

172 M. Sisteré 



Cáncer de mama 

Fase S 
Variable Ns casos < 12 > 12 valor p 
Antecedentes personales de patología mamaria 
NO 40 24 (1.7) 16 (-1.7) N.S. 
SI 16 6 (-1.7) 11 (1.7) p = 0.08 

Número de embarazos 
0 6 6 (2.1) 0 (-2.1) 
1 8 5 (0.2) 3 (-0.2) N.S. 
2 27 14 (-1.0) 13 (1.0) p = 0.38 
3 14 8 (-0.2) 6 (0.2) 
4 5 3 (0) 2 (0) 
5 3 1 (-0.9) 2 (0.9) 
7 1 1 (0.8) 0 (-0.8) 

Quimioterapia 
NO 54 32 (0.5) 22 (-0.5) N.S. 
CMF 26 15 (0.1) 11 (-0.1) p = 0.57 
G,MTX,5FU 2 0 (-1.6) 2 (1.6) 
CTX,MTX,5FU 5 3 (0.1) 2 (-0.1) 
Otros 6 3 (-0.4) 3 (0.4) 

Hormonoterapia 
NO 46 25 (-0.2) 21 (0.2) N.S. 
SI 46 26 (0.2) 20 (-0.2) p = 0.83 
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Fase S 

Variable Ns casos < 12 > 12 valor p 
Antecedentes familiares de cáncer de mama 
NO 48 30 (1.3) 18 (-1.3) N.S. 
SI 12 5 (-1.3) 7 (1.3) p = 0.19 

Radioterapia 
NO 44 20 (-1.4) 24 (1.4) N.S. 
SI 55 33 (1.4) 22 (-1.4) p = 0.14 

Fase S 
Variable casos < 7 7-12 > 12 valor p 
Recidivas locorregionales de partes blandas. 
NO 62 6 (-2.4) 31 (2.3) 25 (-0.6) p = 0.01 
SI 23 7 (2.4)- 5 (-2.3) 11 (0.6) 

N° de ganglios invadidos en cada paciente 
Ninguno 36 6 (0.8) 13 (-O.3) 17 (-O.3) N.S. 
1-2 14 3 (1.0) 5 (-0.2) 6 (-0.5) p = 0.67 
Más de 2 40 3 (-1.5) 16 (0.4) 21 (0.6) 

Situación en relación a l a Menopausia 
Premenopausia 24 7 (2.1) 7 (-1.5) 10 (0.0) N.S. 
Menopausia 72 8 (-2.1) 34 (1.5) 30 (0.0) p = 0.07 

Metástasis aparecidas en e l seguixoiento 
NO 56 8 (-0.3) 28 (1.8) 20 (-1.6) N.S. 
SI 30 5 (0.3) 9 (-1.8) 16 (1.6) p = 0.18 
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Ib.- Relación de las variables clínico-patológicas de 
interés pronóstico con l a ploidía del tumor 
pT-imaTio- Prueba Chi Cuadrado. 

* Entre paréntesis se indica e l 
valor del residual ajustado. 

Variable casos Aneuploides Diploides Valor p 
Edad 
< 35 5 3 (1.3) 2 (-1.3) 
35-65 72 25 (0,6) 47 (-0.6) p = 

> 65 30 7 (-1.3) 23 (1.3) 

T 
t 1 18 3 (-1.6) 15 (1.6) n 
t 2 36 13 (0.5) 23 (-0.5) p = 
t 3 25 12 (1.9) 13 (-1.9) 
t 4 25 6 (-1.1) 19 (1.1) 

N 
n 0 37 12 (0.0) 25 (0.0) n 
n 1 52 16 (-0.4) 36 (0.4) p = 
n 2 14 6 (0.9) 8 (-0.9) 
n 3 1 0 (-0.7) 1 (0.7) 
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Variable N- casos Aneuploldes Diploides Valor p 
M 
NO 86 26 (-1.2) 60 (1.2) N.S. 
SI 18 8 (1.2) 10 (-1.2) p = 0.24 

Receptores Estrogénicos 
Negativos 18 7 (0.6) 11 (-0.6) N.S. 
Positivos 57 18 (-0.6) 39 (0.6) p = 0.56 

Receptores Progestágenos 
Negativos 28 15 (2.9) 13 (-2.9) p = 0.004 
Positivos 47 10 (-2.9) 37 (2.9) 

Antecedentes familiares de cáncer de miama 
NO 48 17-(1.2) 31 (-1.2) N.S. 
SI 12 2 (-1.2) 10 (1.2) p = 0.21 

Antecedentes personales de patología mamaria 
NO 40 12 (-0.4) 28 (0.4) N.S. 
SI 17 6 (0.4) 11 (-0.4) p = 0.69 
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Variable casos Aneuploldes Diploides Vajoy p 
Número de embarazos 
0 6 3 (0.8) 3 (-0.8) 
1 8 4 (1.0) 4 (1.0) N.S. 
2 27 9 (-0.1) 18 (0.1) p = 0.66 
3 14 5 (0.1) 9 (-0.1) 
4 5 1 (-0.7) 4 (0.7) 
5 3 0 (-1.3) 3 (1.3) 
7 1 0 (-0.7) 1 (0.7) 

Recidivas locorregionales de partes blandas. 
NO 62 17 (-1.0) 45 (1.0) N.S. 
SI 23 9 (1.0) 14 (-1.0) p = 0.29 

Variable N^ casos Aneuploldes Diploides Valpr p 
N~ de ganglios invadidos en cada paciente 
Ninguno 36 12 (-0.4) 24 (0.4) N.S. 
1-2 14 4 (-0.6) 10 (0.6) p = 0.69 
> 2 40 16 (0.8) 24 (-0.8) 

Situación en relación con l a menopausia 
Premenopausia 24 7 (-0.5) 17 (0.5) N.S. 
Menopausia 72 25 (0.5) 47 (-0.5) p = 0.61 

Aparición de metástasis en e l seguimiento 
NO 56 16 (-0.8) 40 (0.8) N.S. 
SI 30 11 (0.8) 19 (-0.8) p = 0.44 
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Variable casos Aneuploides Dlploides Valor- p 
Quimioterapia 
NO 54 16 (-0.6) 38 (0.6) 
CMF 25 13 (2.3) 11 (-2.3) 
G,MTX,5FU 2 1 (0.5) 2 (-0.5) 
CTX,MTX,5FU 5 0 (-1.6) 5 (1.6) 
Otros 6 0 (-1.7) 6 (1.7) 

Hormonoterapia 
NO 46 17 (0.9) 29 (-0.9) N.S. 
SI 46 13 (-0.9) 33 (0.9) p = 0.37 

Radioterapia 
NO 44 15 (0.1) 29 (-0.1) N.S. 
SI 55 18 (-0.1) 37 (0.1) p = 0.88 
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l e - Relación de todas las variables estudiadas con 
l a supervivencia. Pmieba Chi Cuadrado 

* Entre paréntesis se indica e l 
valor del residual ajustado. 

Variable casos Muertos Vivos Valor p 
Edad 
< 35 5 1 (-0.8) 4 (0.8) N.S. 
35-65 72 27 (0.3) 45 (-0.3) p = 0.7 
> 65 30 11 (0.0) 19 (0.0) 

Antecedentes personales de patología mamaria 
NO 40 11 (-1.0) 29 (1.0) N.S. 
SI 17 7 (1.0) 10 (-1.0) p = 0.30 

Número de embarazos 
0 6 0 (-1.5) 6 (1.5) 
1 8 3 (0.7) 5 (-0.7) N.S. 
2 27 6 (-0.7) 21 (0.7) p = 0.37 
3 14 5 (0.9) 9 (-0.9) 
4 5 1 (-0.3) 4 (0.3) 
5 3 2 (1.6) 1 (-1.6) 
7 1 0 (-0.6) 1 (0.6) 
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Variable casos Muertos Vivos Valor p 
T 
T 1 18 3 (-2.0) 15 (2.0) 
T 2 36 9 (-1.9) 27 (1.9) p=0.008 
T 3 25 13 (1.7) 12 (-1.7) 
T 4 25 14 (2.2) 11 (-2.2) 

N 0 37 10 (-1.6) 27 (1.6) N.S. 
N 1 52 20 (0.2) 32 (-0.2) p = 0 
N 2 14 8 (1.6) 5 (-1.6) 
N 3 1 1 (1.3) 0 (-1.3) 

Variable casos Muertos Vivos Valor p 
M 
M O 86 25 (-3.9) 61 (3.9) p=0.0001 
M I 18 14 (3.9) 4 (-3.9) 

Tipo Histológico 
C. Ductal I. 95 36 (0.7) 59 (-0.7) N.S. 
C. Medular 6 l ( - l . l ) 5(1.1) p=0.38 
C. Inflamat, 1 1(1.3) 0(-1.3) 
Otros 4 l(-0.5) 3(0.5) 

Receptores Estrogénicos 
Negativos 18 4 (-0.9) 14 (0.9) N.S. 
Positivos 57 19 (0.9) 38 (-0.9) p = 0.37 
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Variable casos Muertos Vivos Valor p 
Receptores Progestágenos 
Negativos 28 8 (-0.3) 20 (0.3) N.S. 
Positivos 47 15 (0.3) 32 (-0.3) p = 0.76 

Número de ganglios axilares afectados (N histológico) 
Ninguno 36 10 (-1.8) 26 (1.8) p = 0.01 
1-2 14 3 (-1.5) 11 (1.5) 
3 o más 40 22 (2.8) 18 (-2.8) 

Menopausia 
NO 24 9 (0.2) 15 (-0.2) N.S. 
SI 72 25 (-0.2) 47 (0.2) p = 0.80 

Radioterapia 
NO 44 15 (-0.2) 29 (0.2) N.S. 
SI 55 20 (0.2) 35 (-0.2) p = 0.81 

Quimi oterapia 
NO 54 16 (-0.9) 38 (0.9) N.S. 
CMF 26 8 (-0.3) 18 (0.3) p = 0.09 
Ge MTX 5FU 2 2 (2.0) 0 (-2.0) 
CTX MTX 5FU 5 1 (-0.7) 4 (0.7) 
Otros 6 4 (1.8) 2 (-1.8) 

Hormonoterapia 
NO 46 15 (-0.4) 31 (0.4) N.S. 
SI 46 17 (0.4) 29 (-0.4) P = 0.66 
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Variable casos Muertos Vivos Valor p 
Recidivas locorregionales de partes blandas. 
NO 62 19 (-1.8) 43 (1.8) N.S. 
SI 23 12 (1.8) 11 (-1.8) p = 0.06 

¿parición de Metástasis en e l seguimiento del paciente 
NO 56 12 (-3.9) 44 (3.9) p=0.0001 
SI 30 19 (3.9) 11 (-3.9) 

Ploidía del tumor primario 
Aneuploldes 35 14 (0.5) 21 (-0.5) N.S. 
Diploides 72 25 (-0.5) 47 (0.5) p = 0.59 

Ploidía de los ganglios invadidos 
Aneuploldes 20 8 (-0.7) 12 (0.7) N.S. 
Diploides 36 18 (0.7) 18 (-0.7) p = 0.47 

Ploidía de las metástasis 
Aneuploldes 1 1(0.8) 0(-0.8) N.S. 
Diploides 8 5(-0.7) 3(0.8) p=0.45 

Ploidía de recidivas locorregionales de pairtes blandas. 
Aneuploldes 3 l(-0.4) 2(0.4) N.S. 
Diploides 4 2(0.4) 2(-0.4) p = 0.65 

Ploidía de los ganglios axilares correspondientes a las 
recidivas locorregionales de partes blandas. 
Diploides 3 1 O 2 O N.S. 
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Variable l # cagos Maeirtos Vivos Valor p 
Fase S del tumor primario 
< 7 15 4 (-0.8) 11 (0.8) 
7-12 45 10 (-2.6) 35 (2.6) 
> 12 47 25 (3.2) 22 (-3,2) 

p=0.005 

Fase S de los ganglios invadidos 
< 7 15 2 (-3.0) 13 (3.0) 
7-12 19 6 (-1.6) 13 (1.6) 
> 12 22 18 (4.3) 4 (-4.3) 

p<0.0005 

Fase S de las metástasis procesadas 
< 7 
7-12 
> 12 

3 
3 
3 

3 (1.5) 
1 (-1.5) 
2 (0.0) 

0 (-1.5) 
2 (1.5) 
1 (0.0) 

N.S. 
p = 0.22 

Fase S 
blandas. 
< 7 
7-12 
> 12 

de las recidivas locorregionales de partes 

3 
3 
2 

2 (0.7) 
O (-2.2) 
2 (1.6) 

1 (-0.7) 
3 (2.2) 
O (-1.6) 

N.S. 
p = 0.06 

Fase S de los ganglios axilares invadidos 
correspondientes a recidivas locorregionales de partes 
blandas. 
7-12 
> 12 

1 
2 

1 (1.7) 
O (-1.7) 

O (-1.7) 
2 (1.7) 

N.S. 
p = 0.08 
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Id.- Relación entre; Valor de l a fase S del tumor 
primario y los diferentes valores de fase S de 
las muestras. Pirueba Chi Cuadrado. 

* Entre paréntesis se Indica e l 
valor del residual ajustado. 

Fase S 
Variable casos < 7 7-12 > 12 valor p 
Fase S de los ganglios invadidos 
< 7 15 4 (2.3) 7 (0.5) 4 (-0.2) p = 0.03 
7-12 19 1 (-0.9) 10 (1.3) 8 (-0.7) 
> 12 22 1 (-1.2) 6 (-1.7) 15 (2.4) 

Fase S de las metástasis 
< 7 3 0 (-0.8) 1 (0.0) 2 (0.5) N.S. 
7-12 3 O (-0.8) 2 (1.5) 1 (-0.9) p = 0.35 
> 12 3 1 (1.5) O (-1.5) 2 (0.5) 

Fase S correspondiente a las recidivas locorregionales de 
partes blandas. 
< 7 3 1 (0.4) — 2 (-0.4) N.S. 
7-12 3 1 (0.4) — 2 (-0.4) p = 0.64 
> 12 2 0 (-0.9) ~ 2 (0.9) 
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l e . - Relación entre; Valor de l a fase S del tumor 
primario y los diferentes valores de ploidía de 
las muestras. Prueba Chi Cuadrado. 

* Entre paréntesis se indica e l 
valor del residual ajustado. 

Fase S 
Variable casos < 7 7-12 > 12 valor p 
Ploidía de los tumores primarios 
Aneuploldes 35 2 (-1.7) 13 (-0.7) 20 (1.9) N.S. 
Diploides 72 13 (1.7) 32 (0.7) 27 (-1.9) p = 0.08 

Ploidía de los ganglios invadidos 
Aneuploldes 20 O (-1.9) 9 (0.4) 11 (0.8) N.S. 
Diploides 36 6 (1.9) 14 (-0.4) 16 (-0.8) p = 0.15 

Ploidía de las metástasis 
Aneuploldes 1 O (-0.4) O (-0.8) 1(0.9) N.S. 
Diploides 8 1(0.4) 3 (0.8) 4(-0.9)p=0.63 

Ploidía de las recidivas locorregionales de partes 
blandas. 
Aneuploldes 3 1(1.2) — 2(-1.2) N.S. 
Diploides 4 O (-1.2) — 4 (1.2) p = 0.21 
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Al relacionar las variables Fase S (<7, 7-12, >12) y 
Ploidía del tumor primario, no ha aparecido más que una gran 
tendencia estadística (p=0.08), pero realizando una división 
simplemente en fase S a l t a (> 12) y fase S baja (<12), l a 
valoración estadística ha resultado ser significativa 
(p=0.05). 

Fase S 
Variable casos < 12 > 12 valor p 
Ploidía de los tiunores primarios 
Aneuploides 15 (-1.9) 20 (1.9) P = 0.05 
Dlploides 45 (1.9) 27 (-1.9) 
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If. - Relación entre; Valor de l a ploidía del 
tTimor primario y los diferentes valores de 
ploidía de las muestras. Prueba Chl Cuadrado. 

* Entre paréntesis se Indica e l 
valor del residual ajustado. 

Variable casos Aneuploides Diploides Valor p 
Ploidía de los ganglios invadidos 
Aneuploides 20 16 (4.9) 4 (-4.9) p < 0.0005 
Diploides 36 5 (-4.9) 31 (4.9) 

Ploidía de las metástasis 
Aneuploides 1 1(1.5) 0(-1.5) N.S. 
Diploides 8 2(-1.5) 6(1.5) p=0.13 

Ploidía de las recidivas locorregionales de partes 
blandas. 
Aneuploides 3 2(-0.2) 1(0.2) N.S. 
Diploides 4 3(0.2) l(-0.2) p = 0.80 
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Ig.- Relación entres Valor de l a ploidía del 
tumor primario y los diferentes valores de 
fase S de las muestras. Prueba Chi Cuadrado. 

* Entre paréntesis se indica e l 
valor del residual ajustado. 

Variable casos Aneuploides Dlploides Valor p 
Fase S de los ganglios invadidos 
< 7 15 4 (-1.0) 11 (1.0) N.S. 
7-12 19 11 (2.3) 8 (-2.3) p = 0.07 
> 12 22 6 (-1.3) 16 (1.3) 

Fase S de las metástasis 
< 7 3 2 (1.5) 1 (-1.5) N.S. 
7-12 3 1 (0.0) 2 (0.0) p = 0.22 
> 12 3 O (-1.5) 3 (1.5) 

Fase S de las recidivas locorregionales de partes 
blandas. 
< 7 3 2 (0.2) 1 (-0.2) N.S. 
7-12 3 2 (0.2) 1 (-0.2) p = 0.91 
> 12 2 1 (-0.4) 1 (0.4) 
Fase S de los ganglios axilares de las recidivas 
locorregionales de partes blandas. 
7-12 1 O (-0.9) 1 (0.9) N.S. 
> 12 2 1 (0.9) 1 (-0.9) p = 0.38 
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2.- Tablas de Supervivencia 

De acuerdo con los datos obtenidos l a probabilidad de 
supervivencia a los 5 años de un paciente incluido en este 
estudio con una fase S < de 7 es de 0.64, s i l a fase S está 
entre 7-12 es de 0.84 y s i l a fase S es > 12 l a probabilidad 
se sitúa en 0.45. El que l a probabilidad de supervivencia 
para los valores de fase S < 7 y fase S entre 7-12 se 
invierta (sea más elevada para l a fase S entre 7-12), se 
debe a l a escasa diferencia existente entre esos dos 
parámetros pronósticos. Si los uniéramos, obtendríamos una 
gran significación estadística, diferenciándose una clara 
fase S < 12 con una buena supervivencia (79%), de una fase S 
> 12 con pequeña supervivencia (45%) (p=0.03). 

S i buscamos l a supeirvivencia a los 10 años encontramos 
que para una fase S < 7 le corresponde 0.64, para l a fase S 
7-12 le corresponde 0.57 y cuando l a fase S es > 12 l a 
supervivencia es de 0.23. 

Con respecto a l índice de DNA (ploidía) de los diversos 
tumores primarios. La probabilidad de supervivencia de un 
tumor aneuploide a los 5 años es de 0.47, a un diploide le 
corresponde 0.68. 

También se han calculado las gráficas de supervivencia 
correspondientes a otros factores pronósticos como edad, 
antecedentes familiares de cáncer de mama y personales de 
patología mamaria, T, N, M, n^ de ganglios afectados en cada 
paciente, e l valor de los receptores hormonales (R.E., R.P.) 
y l a situación de pre-postmenopausia. 
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GRÁFICAS DE SUPERVIVENCIA 
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Fig. 18 . Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación con l a edad (p=0.96). 
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SUPERVIVENCIA 
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Fig. 19. Gráfica donde se representa l a supervivencia 
en relación a los antecedentes familiares de 
cáncer de mama (p=0.77). 
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SUPERVIVENCIA 
ANTECEDENTES PERSONALES 
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Fig. 20 - Gráfica representando l a supervivencia en 
relación a los antecedentes personales de 
patología mamaria (p=0.20). 
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Fig. 21. Gráfica correspondiente a l a supeirvivencia 
global en relación con e l valor de l a fase S 
(< 7, 7-12, >12) del tumor primario (p = 
0.09). 

193 M. Sisteré 



Citometrla de Flujo 

1.2 

0,8 

0,6 

OA 

0,2 

SUPERVIVENCIA 
FASE S RECODIFICADA 

1-

~»—* 

5 aftdé 
2 3 4 
Milea de dlaa 

Fig. 22. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación con e l valor de l a fase S 
(< 12, > 12) del tumor primario (p=0.03). 
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Fig. 23. Gráfica correspondiente a l a supeirvivencia 
global en relación con e l valor del tamaño 
tumoral (p=0.009). 
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Fig. 24. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación con e l valor de l a 
afectación ganglionar (p=0.02). 
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Fig. 25 . Gráfica correspondiente a l a supeirvivencia 
global en relación con e l valor de l a 
M (metástasis) (p=0.007). 
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Fig. 26. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación con e l valor de los 
Receptores Estrogénicos (p=0.26). 
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Supervivencia 
Receptores Progestágenos 

2 3 4 
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* RJ>. i M g a t i v M * A P . p o t i t t v M 

Fig. 27. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación con e l valor de los 
Receptores Progestágenos (p=0.94). 
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Supervivencia 
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28. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación con e l número de ganglios 
invadidos (N Histológico) de cada individuo 
del estudio (p=0.001). 
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Fig. 29. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
a los 5 £mos en relación con e l valor de l a 
ploidía {p=0.05). 
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Fig. 30. Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación a l a menopausia (p = 
0.76). 
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Fig. 31 . Gráfica correspondiente a l a supervivencia 
global en relación a las recidivas 
locorregionales (p=0.39). 
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1.2 

SUPERVIVENCIA 
METÁSTASIS * 

0.8 

0.6 

0.4 

0,2 
1-^ -é—m 

10 « i f l o » 
O 1 2 3 4 S 

Miles de días 

* SINMEIASTASIS * CON METÁSTASIS 

M«ti»tMU «R «I MgumiMto 

Fig. 32 . Gráfica correspondiente a l a supeirvivencia 
global en relación a las metástasis 
diagnosticadas durante e l seguimiento 
(p=0.01). 
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3.- Regresión Loqís-tlca Múltiple 

Esta prueba estadística, valora exclusivamente l a 
probabilidad de supervivencia "al f i n a l " del estudio (en 
nuestro caso algo más de 10 años). Consideradas inicialmente 
ocho variables (T, N, M, aparición de metástasis en e l 
seguimiento, número de ganglios aislados en cada paciente, 
pre-postmenopausia, valor de l a ploidía y valor de l a fase 
S), se van eliminando en la medida de lo posible, en función 
de su significación estadística con respecto a l a predicción 
de probabilidad de supervivencia f i n a l . Con e l l o se 
selecciona e l grupo de variables que desde un punto de vista 
estadístico, pueden considerarse buenas predictoras de 
probabilidad de supervivencia (P(S)). iü. f i n a l del proceso 
se ha conseguido una probabilidad para predecir l a 
supervivencia de un 86.36%, con una sensibilidad de un 
92.86% y una especificidad de un 75%, permaneciendo en e l 
estudio las variables T, N, M, metástasis aparecidas a l o 
largo del seguimiento, H histológico y e l valor de Fase S. 
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Tabla i n i c i a l del estudio multivariable: 

Variables B S.E. Significación 
T -1.1143 0.4903 0.0230 
N 2.2367 1.2175 0.0562 
M -2.4526 1.5081 0.1039 
Metástasis* -2.9538 1.0987 0.0072 
N Histologic -0.8506 0.4777 0.0750 
Menopausia 1.3890 0.9390 0.1391 
Fase S -1.5118 0.7371 0.0403 
Ploidía -0.4154 0.8660 0.6315 
Constante 7.8312 3.0740 0.0108 

* Metástasis aparecidas durante e l seguimiento de l a 
paciente. 

La primera variable eliminada del estudio ha sido l a 
ploidía. Quedando una probabilidad de supervivencia del 
87.88%, con una sensibilidad y especificidad del 95.24% y 
75% respectivamente. 

Una segunda variable fue eliminada, e l estado en relación 
con l a menopausia, resultando una probabilidad de 
supervivencia de 83.33%, con una sensibilidad y 
especificidad respectivamente de 90.48% y 70.83%. 

Aplicando l a fórmula mencionada en e l apartado de 
material y método, buscaremos l a probabilidad de 
supervivencia correspondiente a cualquier valor que pueda 
adoptar una variable por separado. 
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La fórmula es: 
1 

P(Superv) = 
1 + 

Z es: Z = B Q + Bj-Xi + B 2 . X 2 + ... + Bjj.Xjj 

Los valores de B son: B Q = Constante. 
B^, B 3 , ... los diversos valores de las constantes 

obtenidos para cada variable en e l estudio de regresión 
logística. 

Los valores de Xj^, X 3 , ... son las diversas variables 
con las que se ha realizado e l estudio. Tienen varios 
valores estipulados previamente que son: 

T = 1, 2, 3, 4. 
N = O, 1, 2, 3. 
M = O, 1. 
Metástasis * = O, 1. 
N° de ganglios = 1, 2, 3. {l=ninguno, 2=1-2, 3= más de 2) 
Fase S = 1, 2, 3, {1= < 7, 2= 7-12, 3= > 12) 

La tabla de valores que se ha obtenido con este método 
estadístico es la siguiente: 
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Variables B S.E. Significación 
T -0.9051 0.4373 0.0385 
N 2.1421 1.1524 0.0631 
M -2.5565 1.4745 0.0830 
N Histología -0.7963 0.4453 0.0738 
Metástasis * -2.5581 1.0045 0.0106 
Fase S -1.1409 0.6517 0.0800 
Constante 6.5939 2.1179 0.0018 

* Metástasis aparecidas durante e l seguimiento de l a 
paciente. 

Aplicando l a fórmula y ecuación anterior a esta tabla de 
valores podremos calcular cualquier valor de P(S). 

Para nosotros resulta de gran interés hallar l a 
probabilidad de supervivencia de los pacientes cuando los 
ganglios no están invadidos y cuando no existen metástasis, 
a f i n de individualizar e l tratamiento a impartir a cada 
paciente. Por lo cual pensamos que basándonos en l a ayuda 
de un nuevo factor pronóstico como es e l valor de l a fase S 
podremos discernir mejor ese porcentaje de pacientes que 
siguen escapándose a las previsiones actuales. 

Seguidamente se darán unos ejemplos de como se calcula 
esa probabilidad de supeirvivencia al f i n a l del estudio en 
función del valor que adopte l a variable "fase S"i 
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Ejemplo para TINOMO con fase S pequeña ( < 7): 
z = 6.5939+(-0.9051xl)+(-0.7953xl)+(-l.1409x1) = 3.7516 

1 1 
P (Superv) = = = 0.977 

1 + e"^ 1 + e"^-'^^^^ 

Aplicando los mismos criterios se pueden obtener los 
demás valores de interés. 

Ejemplos: 
Probabilidad de supervivencia a l f i n a l del estudio para 

los siguientes estadios de cáncer de mama. 

TINOMO con fase S < 7 , P (Supervivencia) 0. .977 
TINOMO con fase S 7--12, P (Supervivencia) 0. .931 
TINOMO con fase S > 12, P (Supervivencia) = 0, .813 

T2N0M0 con fase S < 7, P (Supervivencia) = 0 .945 
T2N0M0 con fase S 7--12, P (Supervivencia) 0 .846 
T2N0M0 con fase S > 12, P (Supervivencia) 0 .637 

T3N0M0 con fase S < 7, P (Supervivencia) = 0 .874 
T3N0M0 con fase S 7--12, P (Supervivencia) 0 .690 
T3N0M0 con fase S > 12, P (Supervivencla) 0 .415 

T4N0M0 con fase S < 7, P (Supervivenc ia) = 0 .738 
T4N0M0 con fase S 7--12, P (Supervivenc ia) = 0 .473 
T4N0M0 con fase S > 12, P (Supervivencia) 0 .223 
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DISCUSIÓN DE I.OS RESULTADOS 

La clasificación TNM clásica con sus estadios 
correspondientes, se ha mostrado de gran utili d a d como medio 
de establecer un pronóstico y homogeneizar los resultados, 
asi como establecer protocolos terapéuticos en los 
diferentes laboratorios y servicios asistenciales. Sin 
embargo, aunque las pacientes en Estadio I son consideradas 
como de buen pronóstico, aproximadamente e l 30% de ellas, 
presentarán recidivas y morirán de l a enfermedad dentro de 
los 10 primeros años que siguen a l diagnóstico. 

En l a reciente Consensus Development Conference on 
Adjuvant Chemotheraphy for Breast Cáncer se ha concluido, 
que aunque l a administración rutinaria de terapéutica 
sistémica (Q.T., H.T.) en estas mujeres en Estadio I de su 
enfermedad (con ganglios negativos), no debe ser indicada, 
se reconoce l a existencia de un subgrupo de pacientes de 
alto riesgo, en las cuales e l tratamiento sistémico deberá 
realizarse. 

La cuestión estriba en determinar, cuales son los 
marcadores o factores pronósticos adicionales que 
identifiquen este subgrupo de pacientes de alto riesgo (en 
Estadio I con ganglios negativos). 

Desde l a década de los setenta-ochenta, se han estudiado 
varios de estos.marcadores, como son: los receptores de 
estrógenos y progesterona, los grados nucleares, los grados 
histológicos y más recientemente los oncogenes (erb-B-2 neu 
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y protolna p-53). h ponar tlt> Íoa prot̂ riíBO» obtenido» «sn la 
identificación d« «stoís íactor*»», «la nocoeario oatablocor 
narcadoroa nia procinoa quo diacrimincm cual o» ol grupo do 
paciontos on Eiitadlo I qmi tit»n«n una laayor probabilidad do 
no roBpondor al trataiaitrnto locorroqional y por tanto 
desarrollar una recidiva o motüititaniB. Eiita» 8orÍ«n laa 
paciontos qua procioarian do la adjuvancla terapéutica. 

Otra variable o5ct<ínfla»ont« invootigada como do 
significación pronostica, «a la taoa do proHíoración dol 
tuBtor, para lo cual so utilizaba Inicialiatmto ol Indico do 
Tlfnidina tnarcoda (TLI), ifallándooo quo oí» cil indicador do 
mayor valor prodictivo con roapocto a la ouporvlvoncia, 
ooguido por ol tamaño tumoral y aíoctación ganglionar.^^-^ 
Sin embargo cotas técnica» do TU, proci»an do mucho tiompo 
para su roallxación y oxafainan sólo 2000 célulaa por caso. 
Máo rociontomonto lan tócnicao do ontudio dol DNA modinnto 
Citowotrla do Mujo, pormlton modir la capacidad 
proliíorativa tumoral (Faoo S) do m&ñ do 100.000 célula» on 
muy pocos minuto», oictndo adomóa quo la Cltorootrla do 
Flujo ofroco la capacidad do ootudlar la ploidia como otro 
posible marcador do la agresividad dol tumor roamarlo. 

HuoBtro objetivo ha «ido dooarrollar un mótodo do 
Citonwtría do Flujo para la dotonainación do la capacidad 
proliforotlva, la ploidia y la cinético celular do cada 
muestra tumoral, oxaminando adorna» las rolacionos do estos 
factores con otras variablon pronosticas consideradas más 
clésicarsonto. 
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A.- IDENTIFICACIÓN Y VALORACIÓN DE LOS FACTORES 
PRONÓSTICOS 

Desde un punto de vista conceptual e l análisis de los 
diferentes factores pronósticos, pretende explicar l a 
heterogeneidad inherente a las características individuales 
de los pacientes y al comportamiento de las enfermedades 
humanas. Un factor pronóstico, es una variable estudiada en 
un paciente individual que sola o en combinación con otros 
factores, explique parte de esta heterogeneidad. El objetivo 
de todo trabajo que estudie estos factores, es identificar 
los más importantes en e l análisis univariable para 
trascender posteriormente a l estudio multivariable que va a 
ser en última instancia quien nos determinará cuales de 
ellos tienen un valor predictivo per se. 

Hay, desde un punto de vi s t a teórico, diferentes motivos 
por los que se estudian los factores pronósticos. 

Citaremos los siguientes: 

1, - Predicción: Cuando nos interese predecir e l 
comportamiento de una determinada enfermedad. 

2. - Modificación: En este caso l a necesidad surge a l 
comparar tratamientos o grupos de pacientes de 
distintos centros o tipos de estudios, en los que l a 
identificación de los factores pronósticos nos 
capacita para hacer las modificaciones estadísticas 
precisas para establecer comparaciones válidas. Esto 
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actualmente es muy útil en e l caso de los estudios 
multicéntricos o metaanálisis. 

Definición de grupos de riesgo: En este caso se parte 
de l a identificación de las variables pronosticas a 
partir de las cuales se agrupa a los pacientes en 
grupos de características similares. 

Diseño: Al diseñar los protocolos diagnósticos o 
terapéuticos o los ensayos clínicos, los factores 
pronósticos son útiles para definir los criterios de 
inclusión-exclusión o para discriminar a los 
pacientes según grupos de riesgo y en consecuencia 
hacer que éstos sean comparables. 

Selección del tratamiento: En este caso estos 
factores pronósticos son determinantes para l a 
elección del tratamiento idóneo para cada paciente 
entre todas las posibilidades existentes. 

Número limitados Los posibles nuevos factores 
pronósticos deberán ser contrastados individualmente 
y establecer su validez antes de sumarse a los ya 
tradicionales, puesto que e l número y complejidad de 
las variables pronosticas de un tumor deben ser 
reducidas s i se pretende obtener una u t i l i d a d 
práctica. 
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En e l presente estudio se ha realizado una definición de 
los grupos de riesgo con l a finalidad de obtener un valor 
predictivo del comportamiento del tumor. Para e l l o hemos 
desarrollado un método de análisis estadístico conocido con 
el nombre de análisis de univariable, con e l objetivo de 
identificar aquellas variables pronosticas que estén 
íntimamente relacionadas con la biología y comportamiento 
tumoral. E l objetivo primordial, especialmente cuando hay 
un gran número de variables, como en este estudio, es 
eliminar aquellas menos significativas con la finalidad de 
hacer más manejables las sometidas a l análisis de 
multivariable. 

En esta tesis estudiando e l DNA de las células tumorales, 
se ha pretendido encontrar una explicación a l comportamiento 
de las diversas células, con e l ánimo de considerar e l 
material cromosómico como e l indicador de l a actividad de l a 
célula; ya no e l grado de diferenciación de ésta,^^"^** (que 
serían criteri o s igualmente válidos, de aparición más 
tardía), s i no que se ha valorado en porcentajes de células 
clasificadas como diploides o aneuploides, y según l a fase 
de síntesis en cpie se halle e l mayor % de células que formen 
e l tumor, dividiéndose cada caso en fase S pequeña, mediana 
y alta. 

El estudio del material cromosómico celular, permite 
conocer l a cantidad de éste, que es 2n para las células 
autosómicas, que no estén en mitosis, pero difiere cuando 
las células presentan anomalías o exceso de material 
nuclear, características comunes de los tumores de gran 
agresividad. La ventaja de l a determinación de la cantidad 
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do Biatorial cromoaómico modianio Citomotrla do Flujo, radica 
on la gran rápidos con quo oo puodo roalizar, facilidad y 
número do células quo contabiliza, oiondo la aproximación 
diagnóstica más íiablo^^0-l34 q^, oimplo inopocción 
óptica o la citomotria oatAtica. 

Al procesar mediante Citomotria do Flujo lao cólulaa 
corrospondiontoH a un tumor do mama, oo obtiono loo valoroa 
do las diferentes fases del ciclo colular, la fano GO-Gl, la 
fooQ S y la faoo G2--M (Fig. 5, 9), expresadas on un 
histograma. Dejando do lado laa domáti fases y valorando sólo 
la faso S {do síntesis); por sor la do mayor interés 
pronóstico, encontraremos quo prononto bastantes 
dificultados en su interpretación. Para ovitar fainos 
resultados, o quo fueran aubjotivoo, en esta tesis so ha 
realizado la valoración do cada caso siguiendo los 
principios do B a i s c h , a través de un programa do 
interpretación do DNA, denominado •Épico Cytologlc 
Softwaro",^^^al igual quo otros muchos autores.133,155,192 

En una revisión exhaustiva do la literatura relacionando 
la ploidia y la faoo S con la evolución do los pacientes con 
cáncer de mama, so observa una diversidad do resultados quo 
pueden hacer difícil ol establecimiento do unas conclusiones 
do validos universal. Por lo quo os preciso comentar alguno 
do los factores responsables do osta aparento hotorogonoidad 
on los distintos estudios y quo en nuestra opinión son los 
sigulentos: 

l . - Uno do los mayores problemas quo nos oncontramos en 
la validez do numerosos trabajos, quo utilizan la ploidía y 
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la fase S para predecir e l riesgo de recidiva o l a 
supervivencia a largo plazo de determinadas pacientes con 
respecto a unos valores obtenidos mediante Citometria de 
Flujo, es e l conocer s i se les ha realizado un tratamiento 
sistémico o no. La quimioterapia y l a hormonoterapia, pueden 
alterar los valores de Citometria de Flujo, ya comentado por 
otros a u t o r e s . E n nuestro trabajo se ha buscado s i 
realmente existía una relación entre e l tratamiento 
suministrado y los valores obtenidos mediante Citometria de 
Flujo, al no encontrarse ningún tipo de significación 
estadística entre los tratamientos efectuados a nuestras 
pacientes (radioterapia, quimioterapia y hormonoterapia) y 
el valor obtenido para l a fase S, creemos que debe 
considerarse como una variable independiente con significado 
pronóstico a pesar de haber recibido nuestras pacientes 
tratamientos coadyuvantes.' 

2.- Otra dificultad es l a relacionada con la disparidad 
en e l seguimiento de las pacientes de muchos estudios. 
En algunos es difícil saber con certeza e l tiempo de 
seguimiento,125,165 mientras que en otros e l seguimiento fue 
de 5 años o menos^^^'^H y de 5 a 8 años en o t r o s . ' ^ 1 2 
nuestro trabajo se ha relizado un seguimiento de hasta 10 
años. En los resultados publicados por l a NSABP B-04, se 
demuestra que un seguimiento de 10 años proporciona una 
mejor determinación de los parámetros citométricos (ploidía 
y fase S) en relación al pronóstico que los obtenidos por 
este mismo grupo pero con períodos de seguimiento más 
cortos. 
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3.- Debemos considerar también que los tejidos 
conservados en parafina por largos períodos de tiempo, dan 
lugar a histogramas con un mayor coeficiente de variación 
que los obtenidos en tejido f r e s c o . A s í sucede que con 
coeficientes de variación muy altos (> 8), disminuye l a 
exactitud en la estimación del porcentaje de células en 
fase S. En este punto nuestra metodología, ha sido e l 
desechar del estudio los histogramas formados por picos que 
tuvieran un coeficiente de variación elevado. El coeficiente 
de variación medio, en nuestro trabajo ha sido de 5.8 +/-
2.2. 

4.- La variabilidad de intrumentos tecnológicos para 
realizar los diversos estudios de Citometria de Flujo, 
empleada en distintos centros, contribuyen a l a 
heterogeneidad de resultados. Hay que tener en cuenta que 
muchos autores u t i l i z a n los Citómetros Estáticos,^O8,209 
otros, diferentes modelos de citómetros entre ellos, e l 
modelo Ortho,^^0,206 modelo Becton Dickinson-FACS-'-^S y 
también varios modelos de l a casa C o u l t e r . ' ^ ^ ^ En nuestro 
caso el citómetro utilizado es e l EPICS PROFILE II. 
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B.- ANM.ISIS DE I.OS FACTORES PRONÓSTICOS 
CLINICO-PATOLOGICOS CIASICOS 

Al estudiar l a relación entre l a supervivencia y cada una 
de las variables clínico-patológicas valoradas, mediante l a 
prueba X^, no se ha encontrado relación significativa con 
la edad (p=0.7). El tamaño tumoral (T), ha demostrado una 
significación estadística en relación con l a supervivencia 
en todas las pruebas realizadas (en e l estudio univariante, 
p=0.008, en las tablas de supervivencia, p=0.009, en e l 
estudio multivariable, p=0.02). La presencia de 
metástasis a l momento del diagnóstico (M), también ha 
mostrado una relación sig n i f i c a t i v a en e l análisis 
univariante (p=0.0001), en las tablas de supervivencia 
(p=0.007) y se ha incluido en e l estudio de regresión 
logística múltiple. La afectación ganglionar N (valoración 
clínica), no demostró tener significación en e l estudio 
univariante (p=0.12), pero sí l a tuvo en las tablas de 
Kaplan y Meier (p=0.02) y se mantuvo dentro de las seis 
variables más importantes del estudio multivariante. 

La valoración de los receptores hormonales (R.E. y R.P.), 
no mostró relación sig n i f i c a t i v a , n i en las pruebas de X^ 
(p=0.37 y p=0.76), ni en las tablas de supervivencia (p=0.26 
y p=0.94), en contra de lo habitualmente afirmado por muchos 
autores,215,216,217 p̂ .̂̂  concordancia con otros. 

E l número de ganglios invadidos (N histológico) 
coiqprobados histológicamente a l extirparse e l tumor, tuvo 
significación estadística en e l método univariante (p=0.01), 
en las tablas de supervivencia (p=0.001) y fue una de las 
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seis variables incluidas en e l estudio multivariable. 
La aparición de metástasis en e l seguimiento ha tenido 

una fuerte significación tanto en e l método univariante 
(p=0.0001), como en las tablas de supervivencia (p=0.01) y 
en l a regresión logística múltiple (p=0.007). 

En cuanto a l tipo histológico, no se observó una 
relación significativa (p=0.38), pues l a gran mayoría 
(89.6%) fueron clasificados como Carcinoma Ductal 
Infiltrante. 

El tratamiento administrado a las pacientes después de l a 
intervención, no tuvo ninguna relación significativa con l a 
supeirvivencia en e l estudio univariable (Q.T. un valor de 
p=0.09, H.T. un valor de p=0.66, y R.T. un valor de p=0.81). 

La menopausia, no evidenció significación pronostica en 
el estudio univariante (p=80), tampoco en las tablas de 
supervivencia (p=0.76) y pese a introducirse en e l estudio 
multivariante fue rechazada por e l método de regresión 
logística múltiple, sin llegar a quedar dentro de las seis 
de mayor valor pronóstico.. 

El estudio univariante de las variables, antecedentes 
personales de patología mamaria y número de embarazos de las 
pacientes de nuestro estudio, no evidenció significación 
estadística (p=0.30 y p=0.37 respectivamente). 
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C - ANÁLISIS DKI, CONTKNIDQ DK DHA HBPIAHTK IJi CITQHKTRIA 
DK FI.ÜJO. ANÁLISIS DK TA PIXJIPIA 

La medida del contenido do DNA mediante Citometria de 
Flujo puede proporcionar información valiosa sobre e l 
comportamiento biológico de las células neoplásicas, t a l 
como han confirmado numerosos autores.^^^'^^^'^^^ Más 
recientemente un número considerable d© autores demuestran 
una relación entre el contenido anormal de DNA y un 
comportamiento tumoral más agresivo. ^^^'^^^ 

En general, puede decirse que aproximadamente e l 50% de 
los carcinomas de mama tienen una población celular 
aneuploide. Sin embargo, algunos estudios han mostrado 
proporciones muy divergentes en estos tumores hallando hasta 
un 92 y 72% respectivamente de cánceres de mama 
aneuploldes.220,221 nuestro estudio han sido diploides e l 
67.3 y aneuploides e l 32.7%. 

Tal variabilidad creemos, que puede ser debida a los 
diferentes métodos de estudio (I.P., Bromuro de Etidium, 
Naranja de Acridina, Mitramicina), y a los distintos 
criterios usados para definir la presencia de poblaciones 
celulares aneuploides. En este estudio los criterios 
empleados para e l análisis de la ploidía, han sido los 
propuestos por la Convention on Nomenclature for DNA 
Cytoioetry^^-' y actualizados por Joensuu y Kallioniemi, 
aceptados internacionalmente.^"^8,198.199 gon los siguientes; 
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1. - too hintograaias con un pico GO-Cl aiaétrtco fuoron 
clasificattos CCHK» TIPO 01l»IiOIDK, 

2. - Si 8» «r»ld«mrió más d» «n pico GO-Ct, «l hiatogra»» 
no claaif icd cea» TITO AlimiPlJOIDK. 

3. - Cuando tin tu«or preaentAba un pico CEO-Cl con un 1.0. 
diatinto do l taabión ora connldorado AHKUPMJIDK. 

Otro posíblo oríqon do la disparidad on la clasificación 
do la ploidla so «iobo a la oxintoncla do falaoa picos 
anouploidos, producido» por proparación doíicionto do lan 
nsuootraa y orroro» on la intorprotación, a causa do la 
oxistoncia do dotritua tiaularoa producidos on ol «omento 
dol corto do los bloquoo do parafina, y por otros tipos do 
dostrucclón nuclear, originada duranto ol procoao do 
digoatión do la» «sonbranaa, quo «o roalixa on toda» la» 
{suQstras y quo 80 conportan cosx3 contaminantoa no tutaoralos. 

So han conaidorado otraa cauaaa do distornién do loa 
rosultados taloa cosooi autoliais, nocroaia, Inflataaclón o 
hoasorragia on ol tejido provlaíoonto a la incluaión on 
parafina. Para olliainar oatos falaaa softalos dol hlatogroaa 
do DHA en nuoatro ostudio, ao ha ontploado ol nétodo do 
corrocclón-lntorprotación BPICS CYTOLOGY SOFTWARE {Voraion 
2.1). 

E« icsportanto, para obtonor una hooogonoizaclón do los 
criterio» de interpretación do loa histogramas do DNA, 
considorar cinco variablos quo ao proaontan con relativa 
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frecuencia, en las que definimos nuestro cr i t e r i o para l a 
correcta caracterización del histograma y de acuerdo con e l 
método más internacionalmente aceptado:'-^^^ 

1.- Clasificación de picos GO-Gl asimétricos: La mayoría 
de los investigadores consideran la evidencia de DNA 
aneuploide cuando dos picos pueden ser identificados en l a 
región GO-Gl o s i se localiza un pico bifásico en l a región 
G2-M. 

2.- Otro problema importante es l a clasificación de 
pequeños picos anormales. En algunos casos el análisis de 
otras regiones del tumor pueden solucionar el problema. El 
tamaño del pico puede ser interpretado como anormal s i es 
difícil de definir, dependiendo de varios factores como 
detritus nucleares presentes, índice de DNA y el uso de 
"light scatter", así como otros parámetros adicionales. 

3.- El tercer problema que puede presentarse, es l a 
definición de una población celular tetraplolde. Para e l l o 
han sido publicadas en l a literatura varias definiciones: Un 
pico G2-M mayor de 5%, del io%,222,223 i5%224,225 Q ^^^i 

20%,208,226 todos ellos clasificados como tetraploides. Sin 
embargo, la validez universal de tales definiciones puede 
ser cuestionada. Nosotros pensamos que l a fracción G2-M 
depende de la actividad proliferativa del tumor y del tiempo 
que las células invierten en las fases G2 y M del c i c l o 
celular. 
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Una de las principales causas de aparición de un pico 
tetraploide es debido a l a contabilización de dobletes como 
un sólo núcleo, problema que puede resolverse mediante l a 
función "gating" del Citómetro. 

4.- Porcentaje de células tumorales con contenido de DNA 
mayor de 5c: 

El contenido de DNA en los tejidos proliferativos 
normales varia entre 2c y 4c. Antes de l a mitosis los 
núcleos contienen e l doble de su contenido de DNA, e l 
cariotipo de tales células normales consiste en 46 
cromosomas dobles, lo cual si g n i f i c a un contenido de DNA 
tetraploide (4c) . A pesar de que e l contenido de DNA de 
dichas células es todavía euploide. Otro fenómeno obseirvado 
en las células normales igual que en tejido neoplásico es l a 
presentación de células poliploides. La po l i p l o i d i a 
significa l a apariencia de los núcleos, con un contenido de 
DNA que representa un número global, por ejemplo un 
incremento geométrico del valor diploide del DNA. La 
poliploidia representa pues un valor biológico básico y 
normal observado tanto en e l reino vegetal como animal. 
Células poliploides han sido halladas en varios órganos 
humanos incluyendo l a glándula mamaria. Por tanto valores de 
DNA por encima de 2.5c pueden representar tanto células 
euploides proliferantes, como células poliploides e incluso 
células aneuploides. E l porcentaje de células tumorales por 
encima del límite 5c, son consideradas como una medida de 
DNA aneuploide. En este estudio los tumores tetraploides se 
han incluido en e l grupo de los aneuploides. 
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5.- índice de DNA o valor modal: 
El índice de DNA se define como l a relación entre e l 

valor modal del DNA de las células tumorales con e l valor 
medio de DNA de las células control (2c). El cálculo del 
índice de DNA, a pesar de l a variabilidad en e l contenido 
nuclear de DNA, puede ser considerado como un cálculo 
solamente aproximado para distinguir entre tumores 
euploides-tetraploides y tumores aneuploides. 

Clasificación de los histogramas de DNA según Auer^^^ 

a. - Histograma tipo I: Se caracteriza por un valor modal 
de DNA igual a l , en la región diploide o 
casi-diploide de las células normales. 

b. - Histograma tipo II; Es e l que tiene un pico en l a 
región tetraploide de las células normales o dos 
picos bien definidos en las regiones 2c y 4c. 

c - Histograma tipo III: Generalmente muestra dos picos, 
d i f i e r e del tipo II en que e l histograma muestra un 
número (> 5%) de células con una cantidad de DNA 
similar a l a de las células normales durante l a 
síntesis de DNA. 

d.- Histograma tipo IV: Es claramente aneuploide con un 
incremento y dispersión de los valores de DNA 
excediendo l a región normal 4c. 
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En todo caso, debemos considerar que, l a vía óptima para 
c l a s i f i c a r los histogramas de DNA, no está plenamente 
establecida y por lo tanto, se precisa estudios más extensos 
sobre l a correlación clínico-patológica y l a ploidía del 
DNA, definidos según varios criter i o s en los diferentes 
tipos de neoplasias humanas hasta alcanzar un consenso 
general. 

Finalmente hemos de considerar para l a correcta 
interpretación del histograma de DNA, l a posible existencia 
de una heterogeneidad en e l contenido de DNA de diferentes 
partes de los tumores primarios de mama a diferencia de los 
tumores secundarios (metástasis ganglionares), donde esta 
heterogeneidad parece mucho menor, •̂ •̂̂ '̂ ^̂ '̂ ^̂ '̂ •̂ ^ Estos 
hallazgos pueden ser de relevancia y deben ser tenidos en 
cuenta en l a discusión sobre e l valor pronóstico de l a 
ploidía del DNA en e l cáncer de mama. 

La presencia de diferentes líneas celulares en un tumor 
no está relacionada con e l área de donde procede l a muestra 
y no sign i f i c a que sea igual a l a existencia de 
heterogeneidad histopatológica;-^^^ además l a circunstancia 
de que los métodos de obtención y preparación de las 
muestras y de interpretación de l a ploidía del DNA, t a l como 
hemos dicho son variables y pueden explicar algunas de estas 
diferencias de resultados. Los estudios que usan biopsias 
pequeñas múltiples presentan unas variaciones en la 
frecuencia de diversas líneas celulares con respecto al 
estudio de l a ploidía oscilando entre e l 10-23%.^31 sin 
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embargo, ninguno de los estudios realizados ha confirmado la 
naturaleza e p i t e l i a l neoplásica de las células diploides, 
siendo posible incluso que se trate de contaminates no 
tumorales. E l método más fácil para demostrar que estas 
células diploides son neoplásicas es tomar múltiples 
biopsias y comprobar l a existencia de poblaciones celulares 
diploides y aneuploides monoclonales en las distintas 
muestras del tumor. Es por tanto preciso, con» ya h.ei!K>s 
comentado en e l método, una confirmación patológica estándar 
para asegurar que las biopsias contienen tejido neoplásico 
y así l o hemos realizado con todas las muestras de nuestro 
estudio. Siguiendo esta línea metodológica, sólo en e l caso 
de que se halle células diploides en una biopsia y en la 
otra existan células aneuploides se podrá concluir que hay 
múltiples líneas celulares y por tanto una heterogeneidad 
tumoral. 

Debemos considerar no obstante, que estudios más 
recientes publicados en 1992,231 sugieren que l a causa 
radica posiblemente en la variabilidad de interpretación de 
los histogramas de DNA y en las dificultades inherentes de 
l a estimación de l a fase S más que a l a real existencia de 
una heterogeneidad tumoral en e l contenido de DNA. 

Está plenamente confirmado en l a bibliografía que los 
carcinomas mamarios con elevada malignidad (grado 
histológico III) y/o los tumores de gran tamaño (> 2 cm.) 
son predominantemente aneuploides.-^^-^^-'•^S, 170,232 gg^o puede 
ser una de las razones, como ya demostró Auer y 
colaboradores, 126,227 p^j. jLas que los tumores aneuploides 
tienen peor pronóstico que los tumores diploides. En esa 
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misma línea conceptual puede decirse que los tumores 
pequeños (< 2 cm.) son predominantemente dlploides. Esto 
puede ser un reflejo de l a selección clonal que tiene lugar 
constantemente en las neoplasias. Estos estudios igualmente 
sugieren que los carcinomas de mama se inicien como 
neoplasias diploides y después se transforman gradualmente 
en aneuploides durante su crecimiento.-'-^^ La existencia de 
tumores aneuploides puede también indicar que se trata de 
neoplasias en un estadio relativamente avanzado de su 
desarrollo siendo pues simplemente un signo de su historia 
natural. 

Sin embargo, como ya hemos comentado anteriormente, 
existen algunas disparidades en l a definición y 
clasificación de los histogramas que hacen que e l 
significado pronóstico de las determinaciones del DNA pueda 
ser cuestionado. En un extenso trabajo de Fallenius sobre 
409 casos de cáncer de mama,-'-̂ ^ los resultados demuestran 
una estrecha relación entre el contenido nuclear de DNA y el 
pronóstico, independientemente del porcentaje de células 
por encima de 2.5c ó 5c, del I.D. o de l a clasificación de 
Auer. Un aspecto interesante a tener en cuenta en e l 
trabajo de este autor es l a implicación genética y biológica 
de los valores bimodales del I.D., ya sugerido por 
experiencias anteriores.1^^'2^^'234,235 Estos autores 
sugieren que los tumores diploides y aneuploides reflejan 
diferencias en cuanto a l grado de estabilidad del genoma. 
En este sentido se piensa, que los tumores aneuploides al 
contrario que los tumores diploides, pueden estar 
caracterizados por una elevada inestabilidad del genoma, lo 
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cual podría llevar a una rápida generación de nuevos 
fenotipos que podría constituir una premisa para l a 
progresión de l a enfermedad neoplásica. Obviamente existen 
hipótesis alternativas que incluyen incrementos de l a 
mutabilidad, alta frecuencia de fenómenos de 
recombinación, amplificación de genes y otras combinaciones 
del DNA que deben ser consideradas. ̂ -̂ '̂ Estudios más 
recientes como e l de López-Ginés (1991),-^'*^ muestran en un 
análisis multivariable, que l a ploidía del tumor proporciona 
una información independiente sobre el periodo libre de 
enfermedad y l a supervivencia global y por lo tanto, ser de 
utilidad en discriminar con más exactitud los pacientes con 
cáncer de mama y nodulos ganglionares negativos. En esa 
misma línea, está también e l trabajo reciente de Noguchi 
(1991) .̂ '̂ '̂  

En nuestro estudio, realizado a través del análisis 
univariable, l a variable ploidía correspondiente a l tumor 
primario y las demás variables clínico-patológicas 
estudiadas (edad (p=0.22), antecedentes familiares de cáncer 
de mama (p=21) y personales de patología mamaria (p=0.69), 
número de embarazos (p=0.66), T (p=0.12), N (p=0.74), M 
(p=0.24), R.E. (p=0.56), recidivas (p=0.29), ganglios 
afectados histológicamente (p=69), situación hormonal de las 
pacientes (p=61), aparición de metástasis en e l seguimiento 
(p=0.44), hormonoterapia (p=0.37) y radioterapia (p=0.88)) 
no demostraron relación s i g n i f i c a t i v a , por lo que creemos 
debe considerarse como un factor pronóstico 

independiente coincidiendo con lo publicado por otros 
autores.149,153,155,174,177,238 
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Los resultados de las tablas de supervivencia a los cinco 
años de nuestras pacientes, han demostrado una relación 
significativa de la ploidía (p=0.5), según l a cual los 
tumores diploides evidencian menor agresividad que los 
aneuploides (68% versus 47% respectivamente). Estos 
resultados concuerdan con l a mayoría de los aportados en l a 
bibliografía por autores como Ellis,-'-^^ C l a r k , T r o p e 
Kallioniemi^^^ y otros.^26,167 

Un aspecto que nos interesa resaltar, es l a relación 
estadísticamente significativa que encontramos entre l a 
ploidía del tumor primario y l a ploidía estudiada en los 
ganglios linfáticos axilares histológicamente invadidos 
(p<0.0O05). Esto pensamos, es uütia aportación original de 
nuestro estudio y que confijcma las hipótesis teóricas que 
sugieren l a existencia de un mismo clon celular que desde 
e l tumor primario va invadiendo los diferentes tejidos y 
estructuras, de las cuales hay algunas referencias 
bibliográficas,•'•26/139,208,234,235 pe^o sin una demostración 

clínica con suficiente número de casos como nosotros 
aportamos (56). 

En e l estudio multivariable, considerando a l a ploidía 
junto a las demás variables se llegó a alcanzar un valor 
predictivo de probabilidad de supervivencia de un 86.36%, 
con una sensibilidad de un 92.86% y una especificidad de un 
75%; aunque se va perdiendo significación en los 
seguimientos a largo plazo (a partir de 100 meses), lo que 
coincide con otros autores como Dowle.238 

La relación entre e l estatus de los Receptores Tumorales 
de Estrógenos y l a ploidía del DNA ha sido establecida por 
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varios autores ."̂ '̂'̂ •̂ '̂  ' •̂•̂^ Sin embargo, esta asociación es 
débil y no ha podido ser confirmada en nuestro estudio 
(p=0.56), coincidiendo en este sentido con los resultados de 
Thorud.-^^^ Por otra parte, sí hemos hallado en nuestras 
pacientes una relación estadísticamente significativa 
(p=0.004) con e l estatus de los Receptores de Progesterona 
Negativos y l a aneuploidía. Así mismo, hemos observado una 
relación significativa entre la ploidía y e l tratamiento 
con quimioterapia coadyuvante (p=0.05). 

No se ha observado relación significativa a l relacionar 
mediante e l análisis univariante, l a variable ploidía del 
tumor primario y las siguientes variables, fase S de los 
ganglios axilares invadidos (p=0.07), fase S y ploidía de 
las metástasis valoradas mediante Citometria de Flujo 
(p=0.22, p=0.13), fase S y ploidía de las recidivas 
locorregionales de partes blandas (p=0.91, p=0.80) y fase S 
de los ganglios que acompañabcín a las cinteriores recidivas 
(p=0.38), fenómeno que atribuimos a l tamaño de las muestras 
relacionadas. 
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D.- ANÁLISIS DE lA FASE DE SÍNTESIS CELULAR NEOPLÁSICA O 
ÍNDICE PROLIFERATIVO 

La fase de síntesis celular (Fase S), es l a fase del 
cic l o celular situada entre la fase GO-Gl y l a fase G2-M. 
Representa e l momento en que l a célula se prepara para 
afrontar una división. Tanto en células normales como en 
células neoplásicas, e l valor de l a fase S es variable 
dependiendo del tipo de tejido u órgano estudiado ( tabla 
1). 

La proporción de células que se hallan sintetizando DNA, 
también conocida como fase S, ha sido calculada en nuestro 
estudio mediante e l programa de interpretación de DNA, EPICS 
CYTOLOGIC SOFTWARE (Versión 4.0),^^^ basado en e l método de 
Baisch et al.-^^^ Esquemáticamente esto supone dibujar un 
rectángulo entre los canales en que se halla e l pico Gl y 
G2. La altura del rectángulo se determina mirando e l número 
de células en una región central de 10 canales de l a fase S 
y usando ésta para calcular e l número medio de células por 
canal. Una vez obtenido ésto, en el caso de tumlores 
diploides se aplica l a siguiente fórmula: 

número de eventos/10 X número del canal del pico diploide 
100 

En e l caso de tumores aneuploides, e l porcentaje de 
células aneuploides en fase S se obtiene de forma parecida. 
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siendo l a altura del rectángulo calculada usando una parte 
del histograma no sobrepuesta por l a distribución del DNA 
diploide. La fórmula es l a siguiente: 

nlíiRero de eventos/10 X nfimero del canal del pico aneuploide 
% de células aneuploides 

Cuando un tumor es aneuploide se encuentran problemas 
importantes en el cálculo de l a fase S: 

a. - Si e l índice de DNA es de 1.3, no se puede calcular 
l a fase S por sobreponerse l a zona diploide y aneuploide del 
mismo tumor. 

b. - Cuando e l índice de DNA se sitúa entre 1.3 y 1.4, 
será posible lograr e l cálculo de un gran porcentaje de 
casos. 

c - Cuando en un histograma aparecen dos picos 
aneuploides, con una pequeña separación entre los dos (n=3), 
s i se emplea la técnica de Braylan et al.^^O gg podrá 
obtener e l valor de l a fase S. 

d.- En e l caso de encontrarnos con tumores aneuploides 
que presenten dos picos bastante separados (n=5), no puede 
ut i l i z a r s e e l método de Braylan et a l . cuando se está 
trabajando con tumores conservados en parafina, debido a l 
inconveniente que plantean los detritus.^41 pero puede 
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medirse l a fase S de las células aneuploides mediante e l 
método del rectángulo de Baisch et al.^^"^ Este ha sido e l 
procedimiento utilizado en nuestro modelo de estudio 
coincidiendo con l a metodología empleada por otros autores 
como Camplejohm et a l . ^ ^ ^ 

Algunos autores (Poot M.),242 apuntan que l a Citometria 
de Flujo presenta una limitación en e l sentido de no poder 
distinguir las células que realizan múltiples divisiones en 
un determinado periodo de tiempo y otras que no realizan 
más de una división. Para solucionar este problema y 
delimitar mejor las distintas fases del c i c l o celular 
incluyendo a la fase S, propone un técnica basada en l a 
tinción continua de Bromodeoxyuridina, colorante que 
permitiría distinguir a las cromátides que intervinieran en 
sucesivos ciclos celulares y la duración de cada una de las 
fases. 

De nuestros resultados se deduce que, aunque los 
valores de l a fase S están ampliamente distribuidos, son más 
bajos en los tiunores diploides que cuando se compara con los 
tumores aneuploides (p=0.05). 

En nuestro estudio, l a media de células que se 
encontraron en fase de síntesis, fue del 11% para los 
tumores diploides y del 13% para los tumores aneuploides. 

Esta tendencia es una constante establecida con carácter 
de significación estadística en la bibliografía. 
Hemos tenido en cuenta que los efectos de dilución de las 
células normales como los linfocitos, pueden causar en un 
tumor diploide una subestimación de l a fase S. En este 
sentido nuestros resultados son bastante similares a los 
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publicados por Me.Divitf^^-^ y Dressler. •'••̂•̂  
Parece evidente que hasta que no tengamos un marcador 

capaz de distinguir entre las células normales y las 
células tumorales, no podremos estar seguros de l a 
exactitud biológica de l a estimación de l a fase S de los 
tumores diploides. Sin embargo, también es obvio que tenemos 
dos diferentes poblaciones celulares de tumores, diploides y 
aneuploides. 

Para l a obtención de información pronostica a partir del 
estudio de l a fase S, clásicamente se usaba e l valor medio 
de l a misma como único punto de referencia. Sin embargo, 
después de los trabajos de Sigurdssonl^^ y Kallioniemi, 
hemos dividido a l a fase S en tres subgrupos; 

1. - Un grupo con un valor de fase S pequeño (< 7). 
2. - Un grupo con valor de fase S mediano (entre 7 y 12) 
3. - Un grupo con valor de fase S elevado (> 12). 
Este sistema de división ha demostrado un mayor 

rendimiento en e l valor pronóstico ajustándose a una 
metodología más rigurosa. 

En nuestra experiencia, hemos obtenido un 14% de las 
pacientes con un valor de l a fase S inferior a 7, un 42.1% 
con un valor entre 7 y 12, y un 43.9% con un valor de fase S 
superior a 12. 

En este sentido, nuestros resultados coinciden plenamente 
con l a bibliografía, habiendo podido comprobar que un valor 
de fase S bajo (< 7%), está relacionado con un pronóstico 
muy favorable, mientras que un valor de fase S elevado (> 
12%) está relacionado con e l peor pronóstico. 
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Asi hemos podido constatar mediante las tablas de 
supervivencia, que los tumores con fase S < 12, tienen una 
supervivencia a los 5 años del 79% y a los 10 años del 61%, 
mientras que los tumores con fase S > 12, l a supervivencia a 
los 5 años es del 45% y a los 10 años del 23%, con una gran 
significación estadística (p=0.03). Lo mismo ha sucedido a l 
u t i l i z a r e l método univariable (p=0.005) y e l multivariable 
(p=0.04), quedando mostrada la validez de la determinación 
de l a fase S como un factor pronóstico de gran interés. 

Al igual que ha ocurrido en l a ploidía se ha encontrado 
una significación estadística muy intensa entre los valores 
de fase S de los tumores primarios y los valores de fase S 
de los ganglios axilares invadidos (p < 0.0006). Lo que 
representa de nuevo, una aportación innovadora de nuestro 
estudio a l confirmar prácticamente (56 casos) l a hipótesis 
existente sobre l a idea de un mismo clon celular como e l 
responsable de l a invasión de los ganglios a p a r t i r del 
tumor primario. En esta misma línea, hemos observado en 
nuestra casuística, que l a fase S del tumor primario y los 
valores de fase S y ploidía de las metástasis (p=0.35, 
p=0.63), recidivas locorregionales (p=0.64, p=0.21) y 
ganglios correspondientes, mostraron resultados similares, 
s i bien no llegaron a l nivel de significación estadística 
atribuible probablemente al tamaño de l a muestra. 

Al relacionar las distintas variables clínico-patológicas 
clásicas estudiadas, con los valores de l a fase S del tumor 
primario mediante e l método univariante, se ha demostrado l a 
existencia de significación estadística entre l a fase S y M 
(metástasis a l momento del diagnóstico, según c r i t e r i o TNM) 
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(p=0.02). También, l a relación sign i f i c a t i v a se ha 
establecido con l a variable recidivas locorregionales de 
partes blandas (p=0.01), lo que da a entender que los 
tumores con una fase S elevada acostumbran a dar recidivas 
con mayor frecuencia que los de una fase S pequeña. Idea que 
estaría a favor de considerar más agresivos a estos tumores, 
coincidiendo con múltiples autores. ̂ -̂ 3'̂ -̂ '̂ ̂''̂ "•'•̂ ^ ^El 
hecho de que con e l resto de variables (edad {p=0.61), 
antecedentes personales mamarios (p=0.08) y familiares de 
cáncer de mama (p=0.19), numero de embarazos (p=0.38), T 
(p=0.99), N (p=0.83), R.E. (p=0.65), R.P. (p=0.60), número 
de ganglios histológicamente invadidos (p=0.67), menopausia 
(p=0.07), metástasis aparecidas durante e l seguimiento 
(p=0.18), hormonoterapia (p=0.83), radioterapia (p=0.14)y 
quimioterapia (p=0.57)) no se encuentre relación 
si g n i f i c a t i v a , está a favor de considerar a l a fase S del 
tximor primario como una variable independiente de 
significación pronostica.133,177 

Por otra parte parece e x i s t i r una relación entre e l grado 
nuclear y una fase S alta o baja. Los tumores diploides, 
tienen más frecuentemente que los tumores aneuploides mejor 
grado nuclear (72% versus 55, p < 0.001). De l a misma 
manera, muchos tumores con una fase S elevada tuvieron un 
peor grado nuclear que los tumores que con una fase S baja 
(45% versus 28%, p = 0.002).!^° 

No se demostró tampoco en nuestro estudio una diferencia 
si g n i f i c a t i v a entre e l tamaño tumoral y las distribuciones 
altas o bajas de l a fase S, en lo cual coincidimos también 
con los resultados de l a NSABP B-04, de FisherlSO y otros 
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autores.153 Esto nos induce a pensar que independientemente 
del tamaño que puede alcanzar xai cáncer de mama existe una 
capacidad de proliferación intrínseca a l tumor, l a cual 
determina e l potencial de invasión y metastatización. 

Nuestros hallazgos en e l análisis multivariable indican 
que l a fase S tiene un valor significativo en relación a l a 
supervivencia al fi n a l del estudio (5000 días; > 10 años) 
(p=0.03), coincidiendo también en esta ocasión con e l 
riguroso estudio de Fisher.-*-^^ Esto está en desacuerdo con 
los hallazgos de otros autores,^^^'^^-^'^•'•^'244 JLQS cuales no 
consideran a l a fase S como un factor pronóstico 
independiente, s i bien hemos de considerar que esos 
resultados fueron obtenidos después de un seguimiento de 5 
años, comparado con nuestro periodo de observación que fue 
muy superior (más de 10 años) a l igual que e l trabajo de 
Fisher. 

Abundando en los resultados del estudio multivariante de 
Regresión Logística Múltiple, e l valor de l a fase S, 
demostró ser una de las seis mejores variables de 
información pronostica (p=0.04), coincidiendo con numerosos 
autores.132,136,177,179,180 

No hemos encontrado significación estadística en relación 
con l a fase S y e l estatus ganglionar clínico (N) (p=0.83), 
lo cual además de coincidir con l a 
bibliografía,1^°'243,245,246 sorprende, pues es bien 
conocido e l hecho de que l a valoración clínica del estatus 
ganglionar es muy inexacta (30-40% de falsos negativos y 
similar proporción de falsos positivos) y en consecuencia 
impide una adecuada determinación de l a relación entre e l 
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estado de los ganglios y l a ploidia y fase S. Por otra parte 
s i consideramos e l estatus ganglionar desde e l punto de 
vis t a histológico, tampoco encontramos una relación 
estadística significativa (p=0.67). Esto nos induce a pensar 
en l a apertura de una nueva línea de valoración pronostica y 
terapéutica, como sería l a de identificar subgrupos de 
riesgo dentro de los T1-2N0M0 con una actividad 
proliferativa alta (fase S elevada), como parámetro 
discriminatorio de valor independiente. 

Hemos observado una relación inversa entre los receptores 
tumorales de estrógenos y progesterona y l a fase S (p=0.65 y 
p=0.60 respectivamente), en valores similares a los 
referidos en la bibliografía.1^3,139,245,247 

Finalmente, hemos de enfatizar l a importancia de los 
resultados de nuestro estudio multivariable de Regresión 
Logística Múltiple. Basándonos en e l estudio multivariable, 
podemos calcular l a probabilidad de supervivencia de un 
individuo, con respecto al valor que adopte cada una de las 
variables. Así, hemos obtenido los valores de l a fase S 
según l a división ya establecida anteriormente (fase S < 7, 
fase S entre 7 y 12, fase S > 12), que han mostrado una 
relación estadísticamente significativa (p=0.04) en relación 
con l a supeirvivencia. 

Esto tiene a nuestro ju i c i o , una gran trascendencia 
clínica, pues nos permite una mejor discriminación de las 
pacientes en estadio TINOMO, atendiendo a l valor obtenido de 
l a fase S. 

En este sentido, hemos comprobado que las pacientes con 
una fase S < 7, presentan una supervivencia a l f i n a l del 
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estudio (10 años) del 97.7%, mientras que las que en e l 
mismo estadio (TINOMO) tienen una fase S > 12, l a 
probabilidad de supervivencia es del 81.3%. Estos valores de 
supervivencia; obtenidos mediante e l método multivariable 
con una clara significación estadística (p=0.04), nos 
proporcionan una base argumental suficiente para pensar que 
l a estimación de l a fase S en este grupo (TINOMO) 
considerado clásicanente de buen pronóstico, es de gran 
uti l i d a d para identificar un subgrupo de pacientes de alto 
riesgo en e l Estadio I. E l l o nos capacita para considerar 
que se ha cumplido uno de los objetivos propuestos a l i n i c i o 
de este trabajo de investigación, como fue e l de estudiar un 
nuevo factor pronóstico que nos permite una mejor 
discriminación desde e l punto de vista de l a biología 
tumoral y en consecuencia, apoyéuidonos en e l valor de l a 
fase S, se podría llegar a conocer mejor e l 30% de pacientes 
con cáncer de mama clasificadas como TINOMO (y en 
consecuencia de buen pronóstico según los parámetros 
clásicos), que estadísticamente mueren eutites de los 10 años 
siguientes a l tratamiento quirúrgico. Por lo tanto, este 
sería e l subgrupo de pacientes que se beneficiarían de un 
tratamiento sistémico (Q.T., H.T.). 

Siguiendo l a misma línea de pensamiento, se podrán evitar 
tratamientos excesivamente agresivos en aquellas pacientes 
que, utilizando éstos c r i t e r i o s citométricos, no presenten 
riesgo de recidiva tan evidente. 

Continuando con e l análisis multivariable, hemos 
comprobado que los tumores clasificados clásicamente como 
T3N0M0, pero con valor de fase S < 7, tienen una 
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probabilidad de supervivencia, en nuestro estudio, superior 
a los clasificados como TINOMO pero con una fase S > 12 
(87.4% versus 81.3%). 

Así mismo, también es destacable en este estudio que los 
tumores en estadio T4N0M0, con fase S < 7, tienen una 
probabilidad de supervivencia del 73.8%, mientras que los 
mismos tumores (T4N0M0) pero con una fase S > 12, l a 
probabilidad de supervivencia es significativamente menor, 
llegando sólo a un 22.3% (p=0.04). 

Estos resultados confirman con claridad nuestra hipótesis 
de trabajo i n i c i a l , en e l sentido de que e l cáncer de mama, 
posee una cinética celular tumoral característica que nos 
explica esta aparente diversidad en e l comportamiento entre 
tumores clasificados clásicamente (morfológicamente) en un 
mismo estadio y que de forma paradójica, muestran una 
evolución y supervivencia muy diferentes. 

Todo ello nos conduce a juzgar a l cáncer de mama, como 
una entidad biológica, con una dinámica intrínseca, lo que 
tiene una repercusión pronostica y terapéutica, y en 
consecuencia debe impulsarnos por líneas de investigación 
que tomen en consideración este dato y valoren otros 
factores pronósticos diferentes de los tradicionalmente 
considerados. 
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CONCLUSIONES 

Los parámetros clínico-patológicos clásicos, 
definidos según e l sistema TNM, poseen una 
significación pronostica de gran interés práctico. 
Corroborado una vez más por e l estudio de nuestra 
casuística. 

Los antecedentes familiares de cáncer de mama, los 
antecedentes personales mamarios y los antecedentes 
ginecológico-obstétricos de nuestras pacientes con 
cáncer de mama, no son factores de importancia 
pronostica. 

La Citometria de flujo, permite determinar l a 
capacidad proliferativa, l a ploidla y l a cinética 
celular de los cánceres de mama. 

No se ha hallado ningún tipo de significación 
estadística entre los tratamientos sistémicos 
efectuados a nuestras pacientes (RT, QT, HT) y e l 
valor obtenido para l a Fase S. 

E l ei^pleo de métodos histológicos para l a 
preselección del área tumoral, es imprescindible para 
l a rigurosidad del estudio de l a ploidía y fase S. 
Debiéndose cuestionar e l valor de dichos análisis en 
los estudios en los que no se ha realizado esta 

241 M. Sisteré 



Citometrla de Flujo 

metodología. 

Se ha podido constatar del estudio de los histogramas 
de DNA, que existe una heterogeneidad en e l contenido 
de DNA en los tumores primarios, a diferencia de las 
metástasis (ganglionares y a distancia o sistémicas). 

Los carcinomas mamarios con contenido de DNA 
aneuploide, tienen peor pronóstico que los diploides, 
mostrando una menor supervivencia a los 5 años, con 
significación estadística. 

La determinación del valor de l a ploidía en e l cáncer 
de mama, es considerada como una variable 
independiente de significación pronostica. 

Existe una gran significación estadística entre l a 
ploidía del tumor primario y l a de las metástasis 
(ganglionares y a distancia) procedentes de este 
tumor, lo que induce a pensar que un mismo clon 
celular es e l que desde e l tumor primario va 
invadiendo los diferentes tejidos y estructuras. 

Hemos comprobado una relación estadísticamente 
significativa entre l a ploidía del DNA y los 
Receptores de Progesterona, lo que no ha podido ser 
demostrado en relación a los Receptores Tumorales de 
Estrógenos. 
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11. - En relación a l a Fase S, hemos verificado que, aunque 
los valores de Fase S están ampliamente distribuidos, 
muestran unos valores más bajos en e l caso de tumores 
diploides que cuando se compara con los tumores 
aneuploides. 

12. - Los carcinomas mamarios con valor de Fase S elevada 
(> 12), se relacionan con peor pronóstico, mientras 
que, los carcinomas con fase S baja (< 7), muestran 
un pronóstico más favorable. 

13. - Al igual que lo observado con l a ploidía, hemos 
encontrado una gran significación estadística entre 
los valores de l a Fase S de los tumores primarios y 
los valores de Fase S de los ganglios axilares 
invadidos. Por el l o creemos que esto constituye una 
aportación original de nuestro estudio a l confixrmar 
en l a práctica clínica, l a hipótesis de l a existencia 
de un mismo clon celular como responsable de l a 
invasión de las estructuras tisulares a partir del 
tumor primario. 

14. - La Fase S también se ha mostrado como una variable 
independiente de interés pronóstico en e l cáncer de 
mama. 

15. - Apoyándonos en e l estudio multivariable de Regresión 
Logística Múltiple, pensamos que los valores de Fase 
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S pueden ser útiles para una mejor discriminación de 
los carcinomas mamarios en estadio TINOMO, 
permitiéndonos establecer un subgrupo de pacientes de 
alto riesgo en e l Estadio I, en las cuales estarla 
indicado e l enipleo de terapéutica sistémica 
coadyuvante; con lo cual mejorarla la supervivencia 
de estas pacientes, que según los parámetros hasta 
ahora considerados (TNM), no reciben tratamiento 
coadyuvante. E l l o pensamos constituye una respuesta 
claramente positiva a los objetivos planteados en 
nuestra hipótesis de trabajo. 
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